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(57) Anotace:
Pti vyrobé alkoholickych napoji se pouZiva stupeti
kontinudlni fermentace k nao¢kovani a/nebo pocateénimu
zfermentovani sladiny obsahujici zkvasitelné cukry.
Kontinualni stupeti napiklad zahmuje pouZiti
bioreaktoru s plynovym vytahem s pouZitim
superflokulentnich kvasinek a pfisné kontroly kysliku. Po
kontinudlnim stupni pak miZe nasledovat vedeni alespori
¢astedné zfermentovaného vystupu z kontinualniho
procesu pro dokonceni do vsazkového zpracovatelského
stupné.
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Zpiisob kombinovaného kontinualniho a periodického kvaseni

Oblast techniky

Vynalez se tyka vyroby pitnych alkoholickych produktt, zejména piva a zv1aits pouziti hybrid-
niho procesu zahrnujiciho zpracovatelské stupné kontinualniho a periodického kvaseni.

Dosavadni stav techniky

Znacny poget nedavnych publikaci v této oblasti ilustruje velky zajem pivovarnického primyslu
o imobilizaci. V né€kolika piehlednych pracich (Enari, 1996; Iserentant, 1995; Masschelein, 1997;
Mensour et al., 1997; Stewart, 1996; Virkajarvi & Linko, 1999) o obecném stavu pivovarnického
primyslu je zdiraznéna potencialng revolu¢ni role imobilizace pfi vyrobé piva. Kromé skupin
uvedenych v oddilech 3.1 az 3.5 se vyzkumem a vyvojem imobilizovanych bunék pro pivovar-
nicke aplikace zabyva mnoho dalSich instituci. Miller Brewing Company (Duncombe et al.,
1996; Tata et al., 1999) ze Spojenych statd provedla néktera predb&zna hodnoceni na zkugebni
Jednotce Meura Delta, stejné jako bioreaktoru s fluidnim lozem, ktery distribuuje Schott Enginee-
ring. Coors Brewing také provadéli predb&zné experimenty se systémem Meura Delta.

Slovenska technicka univerzita, ve spolupraci s Heinekenem, zkoumala pouZiti pektatu vapenaté-
ho v systému vyroby piva s pneumatickym vytahem (Domeny, 1996). V posledni dobé publiko-
vala skupina ze Slovenské technické univerzity o svém probihajicim vyzkumu nékolik ¢&lankd
(Smogrovicova et al., 1997; Smogrovicova & Domeny, 1999). Guinness zkoumal ptvodné pou-
Ziti riznych adsorpénich nositi pro imobilizaci a nasledné kvaseni v bioreaktoru s fluidnim lo-
zem (Donnely, 1998). V r. 1999 publikovali Donnelly a kolegové praci, popisujici kinetiku meta-
bolismu cukru uvnitf jejich bioreaktoru s fluidnim lozem (Donnely a spol., 1999). Jejich experi-
mentalni zafizeni zahrnovalo pouZiti poréznich sklenénych perliek Siran jako imobilizaéniho
nosice pro kvasinky p¥i vrchnim kvaeni. Guinness se stal sou¢asti Immocon Consortium, které
bylo popsano v oddilu 2.2.5.

Holsten Brauerei AG a Lurgi AG, oba z Némecka, spoleéné vyvinuli a uvedli do provozu pilotni
zafizeni pro kontinualni vyrobu nealkoholického piva (Dziondziak, 1995). Pro kvaseni byly pou-
zity perlicky z alginatu vapenatého v jednostupiiovém fermentoru s fluidnim loem (130 1) a pro
dealkoholizaci piva byla pouZita kolona se sitovym dnem (7 sitovych den). Celkova doba vyroby
v tomto procesu byla 8,5 h.

Tym z vyzkumnych laboratofi Sapporo Breweries Ltd. v Japonsku studoval pouziti imobilizova-
nych buné&k v reaktoru s fluidnim loZem pro hlavni kvaseni piva. Jejich studie se zabyvaly pouZi-
tim gelovych perli¢ek z polyvinylalkoholu (Shindo & Kamimur, 1990), gelovych perli¢ek Ca—
alginatu (Shindo et al.,, 1994a), gelovych viaken s dvojitou vrstvou (Shindo et al., 1994b) a perli-
Cek z chitosanového gelu (Shindo et al., 1994c) jako imobiliza¢nich matric. V posledné uvedené
studii se pracovalo s bioreaktorem s pracovnim objemem jednoho litru, obsahujicim 25 % ob;j.
perlidek Chitopearl® typu I (chitosanové perlicky) na kontinualni bazi s o3etfenim sladiny gluko-
amylazou. Toto enzymatické zpracovani umoznilo, aby vznik acetatu v systému imobilizovanych
bunék byl podobny jako pfi b&zném periodickém kvaseni, tedy o jeden krok blize k apravé pro-
duktu.

Vyzkumné skupina ze Sappora nyni zaméfila svou pozornost na vyvoj fermentoru s fluidnim
lozem s chitosanovymi perli¢kami, pracujiciho v rezimu opakovanych vsazek. Systém byl scho-
pen pracovat bez vétSich problémii 75 dni a kvalita ziskaného piva byla podobna jako u komerg-
niho produktu. Navlockujici kmen se ukézal jako mnohem Gcinnéjsi nez flokulentni kmen (Mae-
ba et al., 2000; Umemoto et al., 1998).
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Na kongresu EBC konaném v r. 1997 v Maastrichtu byly pfedneseny dva dalsi pfistupy ke snize-
ni diacetylu. Vyzkumnici ve Francii (Dulieu et al., 1997) navrhli pouZiti enkapsulované o—
acetolaktat dekarboxylazy pro rychlou pfeménu a—acetolaktatu na acetoin. Meura Delta zdiraz-
nila pfedbézné vysledky pouziti aluminosilikatového zeolitu jako katalyzatoru pro pfimou kon-
verzi acetolaktatu na acetoin za studena (Andries et al., 1997). Pokud se tato opatteni ukazou jako
uéinna a pfijatelna pro spotiebitele, mohou se stat realitou levnéjsi alternativy k systémim pro
zrani, navrhovanym firmou Cultor a Alfa Leval.

Dal§i neprimyslovy vyzkum v oblasti imobilizace pro vyrobu piva predstavuji vysledky
z Singapore Institute of Standards and Industrial Research, kde bylo studovano pouZiti alginato-
vych gelovych &astic typu vlaken pro pouZiti v reaktoru s vrstvou vyplné a bylo shledano pfizni-
v&j$im nez alginatové perlitky (Que, 1993). Mafra a kolegové z Universidate do Minho v Portu-
galsku diskutovali pouZiti superflokulentniho kmene kvasinek pro kontinuélni zrani piva (Mafra
et al., 1997). Stejna vyzkumna skupina publikovala také praci o pouziti svych flokulentnich kva-
sinek ve stoupackovém bioreaktoru pro produkci ethanolu (Vicente et al., 1999; Domingues et
al., 2000).

Pouziti imobilizace pro vyrobu piva se v posledni dobé vénovali téZ vyzkumnici v riznych aka-
demickych institucich (Argiriou et al., 1996; Bardi et al., 1996; Cashin, 1996; Moll & Duteurtre,
1996; Nedovic ef al., 1996a; Nedovic et al., 1996b; Norton et al., 1995; Scott et al., 1995; Wac-
kerbauer ef al., 1996a; Wackerbauer et al., 1996b). Technologii imobilizovanych bunék se také
vénovaly a v 80. letech vysledky publikovaly vyzkumné skupiny z Ciny (Chao et al., 1990; Yu-
an, 1987, Zhang et al., 1988), Ruska (Kolpachki et al., 1980; Sinitsyn et al., 1986) a Ceskoslo-
venska (Chladek et al., 1989; Curin et al., 1987; Polednikova et al., 1981).

Béhem piipravnych praci pro studie, na nichz se zaklada tento vynalez, byly vzaty v Givahu Cetné
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Podstata vynéalezu

Vynalez se tyka zpiisobu vyroby alkoholickych napoji, ktery zahrnuje stupeii kontinuélni fer-
mentace, ktery se pouZziva k zakvaSovani a/nebo alespoti zahajeni fermentace sladiny obsahujici
zkvasitelné cukry.

Vynalez zejména poskytuje vyhodny postup, pfi némz se provadi kontinualni fermentace s pouZi-
tim bioreaktoru s plynovym vytahem, vyuZivajiciho flokulentniho (a zejména vysoce flokulent-
niho nebo superflokulentniho) kmene kvasinek a uplatiiujiciho pfisnou kontrolu kysliku.

Ve zvlast vyhodném provedeni vynalezu se ,alespoii ¢asteéné fermentovany* vystup z kontinual-
niho procesu vede do vsazkového stupné pro koneénou tpravu (kterd v kontextu patentovych
naroki miZe zahrnovat — av$ak neni na to omezena — dokondeni fermentaCniho procesu, pfi
némz kvasi sacharidy na alkohol).

Vynélez se tyka vyroby piva (véetné zejména svétlych piv, lezaku, a zvlasté piv severoamerické-
ho typu). V této souvislosti viz naptiklad Essentials of Beer Style — F. Eckhardt.

Postup podle naroku 1, v némz se kontinualni stupeil provadi v bioreaktoru s plynovym vytahem:

V souladu s kontinudlnim stupném, pouzitelnym v riznych provedenich vynalezu, je vyhodné
pouzivat imobilizované buiiky (v kontrastu k &ist¢ volnym buitkdm), a to je moZno provadét
s pouzitim zvoleného typu kvasinek imobilizovanych na nosi¢i nebo flokulujicich. Bez ohledu na
pravé uvedené je viak vyhodné pouzivat flokulujici kvasinky spide nez imobilizované na nosici, a
zvlast vyhodné pro tento del jsou superflokulujici kvasinky.

Dalsi podrobnosti ohledn& vyhodnych provedeni a vyhod spojenych s kontinualnimi procesy jsou
uvedeny v priib&hu podrobného popisu vynalezu. Patéi mezi n¢ pouZiti um€lych (tj. kontrolova-
nych) plynnych smési a pouziti dusiku, oxidu uhli¢itého a kysliku, stejné jako vzduchu.

Navic jsou zde uvedeny dalsi podrobnosti ohledn¢ vsazkového zpracovatelského stupné. Je tieba
zdiiraznit, ze v nékterych provedenich vynalezu vsazkovy stupeil prekracuje koncept ,,dokonce-
ni“ pfemény zkvasitelnych sacharidii na alkohol (kterd miize byt v kazdém pfipad€ prakticky
dokonéena v kontinudlnim stadiu zpracovani). V té€chto provedenich je primarnim cilem vsazko-
vého stupné vyrovnani chuti (&ili remediace), zejména v souvislosti s diacetylem a acetaldehy-
dem.

Vyhodn4 provedeni vynalezu umoziiuji distribuci zakva$ené a/nebo alespoti Castecné fermento-
vané sladiny po kontinualnim stupni pomoci distribuéniho rozvodu (at’ uz jako pevného rozvodu
nebo selektivnim spojovanim a rozpojovanim potrubi) mezi vét$im poctem vsazkovych tanki.
V procesu se sériovou distribuci se naplni jeden tank, pak druhy, a tak déle. Ve zv1ast vyhodném
provedeni je kapacita prosazeni kontinualniho reaktoru uvedena do souladu, pokud jde o velikost
a polet ptislusnych nadob, se zadrznou kapacitou vsazky, takze kapacita vyrobniho priitoku je v
pribéhu ¢asu vyrovnana. Idealné se ze vsazkovych nadob dokonceny produkt vypousti praveé
v dobé ¢isténi, naleZ se znovu napoji a naplni z trvalého ptitoku z kontinuélniho fermenta¢niho
stupné.

V souladu s dal$im aspektem vynélezu jsou néktera provedeni specidln€ upravena z hlediska
obsahu kysliku ve sladin€ nebo pivu. To se tyka jak kontinualniho, tak vsazkového stupné proce-
su. S ohledem na kontinualni stupefi ma koncentrace kysliku rizné u¢inky, ale zejména miize byt
Zadouci ji minimalizovat za G¢elem optimalizace konverze vyssich alkoholii na aromatizaéni
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aktivni estery. V této souvislosti je nutno poznamenat, Ze koncentrace vysSich alkoholi mize
ziistat vsazkovym stupném do znaéné miry neovlivnéna, takze, je-li to Zadouci, pouZzije se pfisna
kontrola O, k vyrovnani chuti pfiboudlinovych ester.. V této souvislosti mize byt uZite¢né pro-
plachnuti sladiny pomoci CO, pfed kontinudlni fermentaci.

V jednom provedeni vynélezu je primarnim Gcelem kontinualniho stupné zpracovani zajistit

zakvaeni v dale navazujici vsazkové fermentaci.

Podrobny popis:

Dale je uveden podrobny popis vynalezu ve dvou &astech.

Popis obsahuje grafy, vzorce, obrazky apod. nebo na n€ odkazuje, pfi¢emz kazdy je oznacen naz-
vem ,,obr.“ a konkrétnim identifika¢nim ¢islem. Dale se odkazuje na pfipojené vykresy, na nichz
jsou obrazky ozna&eny symbolem ,,Obr.“ a pfislusnym identifikaénim Cislem. Pifedméty znazor-
néné na vykresech nemuseji mit presné méfitko.

Prehled obrazkd na vykresech

Obr. 1 ptedstavuje proudové schéma pilotniho kontinudlniho fermenta¢niho zafizeni, jehoz jed-
notlivé soudasti jsou shrnuty v tabulce 5.1.

Obr. 2 predstavuje schematicky diagram pilotniho bioreaktoru s plynovym vytahem a saci trub-
kou o objemu 50 I (gas-lift draft tube, GLDT).

Obr. 3 piedstavuje priifez reaktorem na obr. 2 véetné umisténi vnitini saci trubky, jakoz i vnitini-
ho separatoru.

Obr. 4 ptedstavuje podrobny nakres horniho néastavce bioreaktoru z obr. 2.

Obr. 5 ptedstavuje podrobny nakres téla bioreaktoru z obr. 2.

Obr. 6 ptedstavuje podrobny nékres konického dna bioreaktoru z obr. 2.

Obr. 7 ptedstavuje podrobny néakres trubkového rozdélovace plynu bioreaktoru z obr. 2. Do trub-
ky rozdélovage o priméru 1,27 cm bylo navrtano celkem 160 dér (primér 0,16 cm) v odstupu

mezi stiedy 0,8 cm a s délkovym odstupem 0,6 cm.

Obr. 8 predstavuje diagram kontinualni perlitkové produkce s pouzitim statickych michadel (pa-
tentova pfihlaska firmy Labatt. €. 2,133,789).

Obr. 9 znazoriiuje sklenéné perlicky Siran®, dodavané firmou Schott Engineering.
Obr. 10 znazorfiuje kiemelinové perlicky Celite®, dodavané firmou World Minerals.

Obr. 11 znézortiuje k—karagenanové gelové perlicky, vyrabéné v laboratofich firmy Labatt Bre-
wing Company Limited (,,Labatt).

Obr. 12 je fada obrazki, znazortiujicich, neflokulentni, resp. fetézici, resp. flokulentni kvasinky.
Snimky byly potizeny mikroskopicky zaostfovanou kamerou se zvétsenim 100 X.

Obr. 13 je mikroskopicky snimek stfedn& flokulentniho kmene kvasinek LCC3021 se zvétsenim
100 X.
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Obr. 14 je mikroskopicky snimek superflokulentniho kmene kvasinek LCC290 se zvétSenim
100 X.

Obr. 15 pfedstavuje schematicky diagram procesu vyroby kappa—karagenanovych gelovych per-
licek se statickym michadlem. Ve statickém michadle prochazi tekutina michadlem (nikoli mi-
chadlo tekutinou), coz umoZiiuje michat tekutiny, které jsou éerpany potrubim.

Obr. 16 predstavuje dalsi schéma bioreaktoru s plynovym vytahem a saci trubkou pro primarni
fermentaci piva.

Obr. 17 predstavuje fotografii skute¢ného bioreaktoru s plynovym vytahem a saci trubkou z obr.
15.

Obr. 18 pfedstavuje podrobny nékres 13litrového (4j. pracovniho objemu 8 1) bioreaktoru s ply-
novym vytahem a saci trubkou z obr. 16.

Obr. 19 pfedstavuje podrobny nakres horniho néastavce bioreaktoru, kde: 1-odvod kapaliny pro
kyslikové ¢idlo; 2-topné hnizdo pro teplotni &idlo, spojené s termostatickym ovladagem; 3—
teplotni sonda; 4-zpétny vstup kapaliny pro kyslikové &idlo; 5-inokulaéni vstup; 6-membranovy
vzorkovaci vstup s nerezovym vikem.

Obr. 20 predstavuje profil odvodu kapaliny pro kyslikové &idlo s plnici jednotkou ponofenou
v kapalné fazi bioreaktoru.

Obr. 21 pfedstavuje podrobné schéma a narys kontinualni primarni fermentace piva v bioreaktoru
s plynovym vytahem (podrobny popis zafizeni viz tabulka 5.1).

Obr. 22 pfedstavuje schéma mechanismu Zelatinace karagenanu (upraveno podle Reese, 1972).

Obr. 23 pfedstavuje schéma vyuziti slozek sladiny imobilizovanymi kvasinkami béhem primérni
fermentace.

Obr. 24 je snimek kappa-karagenanovych gelovych perli¢ek, obsahujicich imobilizované lezako-
vé kvasinky, v dobé 0 fermentace.

Obr. 25 je snimek skupiny lezakovych kvasinek, zachycenych v kappa—karagenanové gelové
perli¢ee, po dvou dnech vsazkové fermentace, ukazujici jizvy po klidcich na jednotlivych kvasin-
kach.

Obr. 26 je snimek vnéjsiho okraje kappa—karagenanové gelové perlitky, ukazujici lezakové kva-
sinky po dvou mésicich kontinuélni fermentace.

Obr. 27 je snimek lezikovych kvasinek ve vn&jsi oblasti kappa—karagenanové gelové perlicky po
dvou mésicich kontinualni fermentace.

Obr. 28 je snimek lezakovych kvasinek ve stfedu kappa—karagenanové gelové perli¢ky po dvou
mésicich kontinualni fermentace.

Obr. 29 je snimek celé kappa—karagenanové gelové perlitky po Sesti mésicich kontinualni fer-
mentace; mnoho popraskanych perligek mélo duty stied.
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Podrobny popis — Cast 1:

Piiprava kmene kvasinek a inokula

Fermentace pouzivané v této praci pouZivaly polyploidni kvasinky z Celedi Saccharomyces cere-
visiae (oznaSované také jako Saccharomyces uvarum alnebo Saccharomyces carlsbergensis).
Pivovarnicka obec tyto kvasinky obvykle oznaduje jako kvasinky pro spodni kvaSeni, produkujici
piva typu lezak. Tato charakteristika se zaklada na schopnosti lezdkovych kvasinek usadit se a
oddglit se od kapaliny po dokonleni fermentace. Pivovarské kvasinky, na rozdil od lezikovych,
stoupaji k vrcholu fermentagni nadoby, a jsou proto znamy jako kmen pro vrchni kvaSeni.
Schopnost kvasinek se usazovat nebo stoupat neni nutné zavisla na tom, zda jde o lezakovy nebo
pivovarsky typ, ale je specificka pro kmen. Lezakové kvasinky typicky nekvasi pfi teplotach nad
34 °C, zatimco pivovarské kvasinky nemohou zkvasovat melibiézu. Tuto charakteristiku pouZi-
vaji védci k rozlideni lezdkovych a béznych pivovarskych kvasinek (McCabe, 1999).

Jak pfi fermentacich se samovolné se shlukujicimi volnymi kvasinkami, tak pfi fermentacich s
imobilizacich k—karagenanem byl pouZit stiedné flokulentni kmen kvasinek Saccharomyces ce-
revisiae 3021 ze sbirky kultur Labatt Culture Collection. Pro pokusy s pouzitim superflokulent-
nich kvasinek jako imobilizantu byla pouZita varianta kmene LCC3021, totiz kmen LCC290.

Cisté kvasinkové kultury byly kryogenn& skladovany pti —80 °C v mrazaku umisténém v odd.
technologického vyvoje firmy Labatt. Podle potieby byla aerobné piedpéstovavana sterilni ocka
kvasinkové kultury pfi 21 °C na agarovych plotnach PYG (3,5 g peptonu, 3,0 g kvasinkového
extraktu, 2,0 g KH,PO,, 1,0 g MgSO,¢7H,0, 1,0 g (NH4),SO4, 20,0 g glukézy a 20,0 g agaru,
rozpusténo v destilované vodé do objemu 1 litru). [zolované kolonie kvasinek pak byly pfeneseny
do zkumavek obsahujicich 10 ml pasterizované sladiny a inkubovany 24 h za michéni pii 21 °C.
Toto inokulum bylo postupné zvétSeno az na objem 51 pfiddvanim vySe uvedené kultury
k pfislusnému objemu sladiny (10 ml k 190 ml, 200 ml k 800 ml a 1 I ke 4 1). Tato nasada pak
byla pienesena centrifugaéni nadobky a podrobena odstfedéni pti 10 000 min™' a 4 °C po dobu
10 min. Ze ziskanych vlhkych pelet pak byla odebirana pozadovana hmota pro viechny dalsi fer-
mentace (30 % w/v).

Fermenta¢ni médium
Jako zivné prostredi pro vSechny fermentace byla pouZzita lezdkova sladina primyslové kvality,

vyrobena v pivovaru Labatt London. V této praci se odkazuje na mérnou hustotu sladiny, vyja-
dfovanou ve stupnich Plato (°P). Vztah mezi mérnou hustotou a °P popisuje rovnice 4.1.

°P =135.997 & SG* — 630.272 @ SG* + 1111.14e5G — 616.868 4.1

Sladina, pouzivana vzdy v této praci, méla 17,5 °P, coz odpovida mé€rné hustot€ 1,072.

Tabulka 4.1 poskytuje typicky uhlohydratovy profil této sladiny, méfeno vysokot¢innou kapali-
novou chromatografii (HPLC), popisovanou v sekci 4.7.2. P¥iblizn& 73 % sacharidi v této sladi-
né je zkvasitelnych, pfiéemz kvasinky pouzité v této studii nemohou snadno zpracovat 27 % sa-

charidi s del$im fetézcem.

Tabulka 4.1. Typické uhlohydratové sloZeni sladiny pouZité ve fermentacnich pokusech. Sladina
byla vyrobena pivovarem Labatt London a méla mérnou hustotu namétenou jako 17,5 °P.
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prumér (g/l)  variaéni zkvasitelné nezkvasitelné
koeficient (%) (%)
(%)
fruktéza 3,3 18,0 1,9
glukéza 16,5 4,3 9,3
maltdza 87,7 10,1 47,8
maltotridza 25,2 10,8 14,2
maltotetréza 6,4 18,3 3,6
polysacharidy 41,1 9,1 23,2
celkem 177,2 73,2 26,8

Varia¢ni koeficient pro vétSinu analyzovanych latek se pohybuje mezi 10 % a 20 %. Tato variabi-
lita je z velké €asti disledkem pouzitého primyslového procesu, stejné jako variability surovin
od varky k varce.

Typy imobilizace

Béhem tohoto vyzkumu byly testovany tii typy — imobilizace — zachyceni, adsorpce a samoshlu-
kovani. Pro nosi¢e z primyslovych zdroju jsou nejprve uvedena data dodavatele a pak jsou dopl-
néna vlastni laboratorni analyzou. Snimky a distribuce velikosti zkoumanych nosi¢t (pokud jsou
k dispozici) jsou zde uvedeny na jiném misté.

V poloprovoznim bioreaktoru s plynovym vytahem a saci trubkou byly testovany dva typy ad-
sorpCnich matric. Zde jsou uvedeny snimky obou téchto nosiél. Nosi¢ z perli¢ek sintrovaného
skla, Siran®, poskytl Schott Engineering. Vybrané &astice mély primér 1 az 2 mm, mély oteviené
pory pro imobilizaci kvasinek s objemem périi 55 az 60 % a distribuci velikosti pérd mezi 60 a
300 pm, coz je vhodné velikost pro kvasinky. O tomto typu nosi¢e se uvadi, Ze je biologicky a
chemicky stabilni, snadno se (isti, je opakované pouzitelny, da se sterilizovat parou, nekompak-
tuje a je chutové neutralni, a tudiz je schvalen pro potraviny.

World Minerals of California dodali sféricky nosig, tvofeny kfemelinou. Tento nosi¢ poskytoval
vyhody tepelné a chemické stability, mechanické pevnosti a tuhosti. Kfemelina, zakladni surovi-
na, se v pivovarském priimyslu b&zné pouzivana pro filtraci piva. Nosi¢ Celite® R—632 byl navr-
Zen specificky pro mobilizaci celych bunék.

Specifikace dodavatele:

Rozmezi velikosti: 0,595 mm az 1,41 mm (frakce 14/30 mesh)
Stredni primér port: 7,0 um

Celkovy objem pori: 1,19 cm’/g

Hustota zhutnéného loZze: 0,334 kg/m’

Kappa—karagenanové gelové perlicky, nosi¢ zachycovaciho typu, byly vyrobeny v laboratofich
Labatt Brewing Company Ltd. Vyrobni proces je popsan v sekci 5.2 a vysledky tohoto vyrobniho
procesu jsou uvedeny v sekei 6.2.1.

Nejjednodussi typ imobilizace, samoshlukovani (autoagregace), byl umoZznén volbou kmeni
kvasinek, které jsou schopny vlockovat. Primyslové lezakové kvasinky LCC3021 maji pfiroze-
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nou schopnost vlo¢kovani a povazuji se za stfedné flokulentni kmen. Jak fermentace postupuje,
tvofi se v kapalném prostiedi malé chomagky kvasinek, o rozméru od 0,5 mm do 1,0 mm. Kva-
sinky LCC290, coZ je varianta lezdkovych kvasinek LCC3021, tvofi mnohem vétsi vlo¢ky (od
1,0 mm do 5,0 mm v zavislosti na intenzité michani), a proto se oznacuji jako superflokulentni
kvasinky. Snimky riiznych vlo¢ek kvasinek jsou zde uvedeny.

Postup odebirani vzorki

Jak fermentace postupovaly, bylo nutno v raznych casovych intervalech odebirat vzorky
z fermentujici kapaliny. Za tim ucelem byly od Scandi-brew® zakoupeny sterilni vzorkovaci
ventily. Tyto ventily jsou vyrobeny z nerezové oceli a jsou vybaveny komorou (vymezenou hor-
nim a spodnim vstupem), v niZ je mozno uchovavat ethanol za i¢elem udrZeni aseptického pro-
stfedi. Pfed odebranim vzorku se ethanol z komory vypusti odstranénim pojistného uzavéru ze
spodniho hrdla. Komora se proplachne erstvym ethanolem (75 % obj.) a pak se umisti uzavér na
horni vstup ventilu. Pak se vytdhne paka ventilu a do sterilizované nadoby se odebere pfiblizné
50 ml kapalného vzorku. Druhy vzorek se odebere pro fermentace s pouzitim superflokulentnich
kvasinek, aby bylo mozno pfed spoétenim bunék provést fadnou deflokulaci. Jakmile je odebirani
vzorki dokon&eno, promyje se komora ventilu horkou vodou a peroctovou kyselinou a pak nako-
nec ethanolem. Na spodni hrdlo se umisti pojistny uzavér a komora se naplni ethanolem, ¢imz je
ptipravena pro pristi odbér vzorku.

Mikrobiologické monitorovani
Pocitani a Zivotnost volnych kvasinek metodou methylenové modii

Nejprve se vySe uvedenou metodou z fermentaéniho média odeberou kapalné vzorky obsahujici
volné suspendované kvasinky. Pro spolitani po¢tu kvasinek se pouZije pfistroj Hemacytometer
spole¢nosti Hauser Scientific Company s objemem 10 ml ve spojeni se svételnym mikrosko-
pem. Kapalné vzorky se fedi destilovanou vodou tak, aby bylo dosaZeno celkového poctu 150 az
200 kvasinek ve sledovaném poli. Rizné faktory, které ovliviiuji charakteristiky Zivotnosti a Zi-
votaschopnosti kvasinek, popisuje Heggart et al. (1999).

Ke stanoveni Zzivotnosti ve vorku byla pouZita metoda barveni methylenovou modfi, popsana
American Society of Brewing Chemists (Technical Committee and Editorial Committee of the
ASBC, 1992). Zivé kvasinky mohou skvrnu methylenové modfi oxidovat, a tak ji odbarvit. Na-
proti tomu mrtvé kvasinky se barvi modfe. Pfi pfipravé methylenové modfi pro stanoveni Zivot-
nosti byly pouzity tyto chemikalie:

Roztok A: 0,1 g methylenové modfi v 500 ml destilované vody
Roztok B: 13,6 g KH,PO,4 v 500 ml destilované vody
Roztok C: 2,4 g of NayHPO4#12H,0 ve 100 ml destilované vody

Pak byla ptfipravena methylenova modi s pufrem Fink—Kuhles smisenim 500 ml roztoku A
s 498,75 ml roztoku B a 1,25 ml roztoku C na kone¢nou smés o pH 4,6.

Ve zkumavce byla pfipravena smés ziedéné suspenze bunék a ditkladné promichana. Poté, co
byla ponechana nékolik minut odpoéinout (zajistuje kontakt mezi kvasinkami a barvivem), byla
kapka kapaliny umisténa mezi pogitaci sklo hemacytometru a kryci desti¢ku (definovany objem).
Procento Zivotaschopnych kvasinek bylo vypocteno spoétenim Zivych i mrtvych kvasinek ve
tecim poli a podé€lenim poétu zivych kvasinek jejich celkovym poctem.

4.5.2. Po¢itani imobilizovanych kvasinek — autoagregace

Pouziji-li se kvasinky s tendenci tvofit vlocky, stava se pfesné uréeni po¢tu kvasinek, ptitomnych
v kapalném vzorku, obtiZznym, protoZe kvasinky maji tendenci se usazovat v odbérni nadobé&. Pro
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ziskani reprezentativniho vzorku bylo pouzito deflokulaéni ¢inidlo. Za ¢elem ziskani reprezen-
tativniho poctu bylo pfi téchto experimentech pouzito 0,5 % obj. roztoku kyseliny sirové k desta-
bilizaci flokulovanych kvasinek. Byl pouZit stejny postup politani a stanoveni Zivotnosti jako
v sekci 4.5.1, pfi¢emzZ destilovana voda jako fedidlo byla nahrazena kyselinou sirovou.

Poditani imobilizovanych kvasinek — gelové perlicky

Predtim, neZ bylo provedeno po¢itani bunék kvasinek zachycenych na gelu, bylo nutno gelovou
matrici narusit pomoci zafizeni Polytron® (Brinkmann Instruments). Vzorek perli¢ek se nejprve
nechal projit sterilnim sitem (velikost ok 500 um mesh) a pak se proplachl sterilni vodou. Do 50
ml kontejneru na vzorky se pak pfidal 1 ml gelovych perlicek se zachycenymi kvasinkami a 19
ml destilované vody. Pomoci zafizeni Polytron® se pak gel fyzicky rozrusil a uvolnil kvasinky do
roztoku. U tohoto vzorku pak bylo provedeno pocitani a zjistovani Zivotnosti, popsané v sekci
5.5.1.

Monitorovani kontaminace

Vsechny fermentace, provadéné v této praci, byly pravidelné monitorovany z hlediska kontami-
nace. Monitorovaci program sestaval z alespoii jedné kontroly kapaliny v 501 kontinualnich fer-
mentorech a sladiny v zasobnich nadobach za tyden. Vzorky kapaliny byly odebirany aspekticky
a pak nanaSeny na kultivacni plotny s agarem Universal Beer Agar (UBA, Difco Laboratories) a
10 mg/l cykloheximidu. Tyto zkusebni vzorky pak byly az 10 dni inkubovany pfi 28 °C jak
v aerobnich, tak anaerobnich podminkach. Pozadované anaerobni prostiedi pro rist bylo vytvo-
feno tak, Ze se vybrané plotny umistily do nadob obsahujicich balitek AnaeroGen® (Oxoid), kte-
ry odstrafiuje z nadoby veSkery zbyly kyslik. Pouziti indikatorového prouzku (barvi se riZove, je-
li ptitomen kyslik) nam umoznilo ovéfit, Ze prostfedi je opravdu anaerobni. Touto metodou lze
detekovat bakteridlni pfimési, jsou-li v kapalném vzorku pfitomny.

Detekce divokych &i nepivovarskych kvasinek vyzadovala zvlastni ristové médium, které ne-
podporuje rust bakterialnich ¢i pivovarskych kvasinek. Pro selektivni umoZznéni ristu potencial-
nich divokych kvasinek byly pouzity nalevové plotny preparované kvasinkovym médiem (YM,
Difco Laboratories), doplnénym 0,4 g/l CuSO, (inkubace pti 25 °C po dobu 7 dni). Po 7 dnech
inkubace kapalného vzorku, naneseného na agaru PYN (Peptone Yeast-Extract Nutrient, Difco
Laboratories) pti 37°C byla mozna detekce nelezakovych pivovarskych kvasinek. Riist lezako-
vych kvasinek je pii teplotach nad 34 °C inhibovan, takze pokud dojde na téchto plodinach
k ristu, indikuje to kontaminaci béZnymi pivovarskymi kvasinkami.

Analytické metody

Veskeré relevantni zafizeni bylo podrobeno pfislu$né kalibraci, jak predepisuji standardni pri-
myslové postupy.

Ethanol

Koncentrace ethanolu v pivu a fermentujicich vzorcich byla analyzovana metodou plynové
chromatografie podle Technical Committee a Editorial Committee, American Society of Brewing
Chemists (1992). Odplynény vzorek kapaliny byl kombinovan s vnitinim standardem 5 % v/v
isopropanolu a 0,2 pl této smési bylo nastfiknuto do plynového chromatografu Perkin Elmer
8500. Piesné nastaveni GC je patrné z dale uvedeného seznamu:

Plamenovy ioniza¢ni detektor (FID)

Automaticky vzorkova¢ Dynatech

Naplii Chromosorb 102, 80—100 mesh

Nosny plyn helium s priitokem 20 ml/min

Teplota injektoru 175 °C, teplota detektoru 250 °C, teplota kolony 185 °C isotermné.
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Uhlohydraty

Koncentrace glukozy, fruktozy, maltézy, maltotridzy, maltotetrozy, polysacharidi a glycerolu
byly mé&feny pomoci vysokou€inné kapalinove chromatografie (systém Spectra—Physics SP8100-
XR HPLC). K oddélovani téchto sacharidi pti jejich vymyvani v systému byla pouzita kationto-
vyménné kolona (Bio—rad Aminex HPX-87K) s dihydrogenfosforecnanem draselnym jako mo-
bilni fazi. Pak bylo stanoveno mnoZstvi slou¢enin pomoci detektoru indexu lomu s vytvofenim
piislusnych pikii slougenin. HPLC byla provadéna s protitlakem 5 520 kPa (800 psi), teplotou
kolony 85 °C a teplotou detektoru 40 °C. Vzorky byly odplynény a ziedény na piisluSnou arovei.
Do systému pak byla zavedena injekce 10 pl s pritokem 0,6 ml/min.

V pivovarském primyslu se ke stanoveni celkové hladiny sacharidd v kapaliné béZzné pouziva
jiné metody. Pomoci densitometru Anton Paar DMA-58 byla zméfena specifickd hmotnost kapa-
liny, vyjadiena ve stupnich Plato. Prefiltrované a odplynéné vzorky pak byly pfeneseny do speci-
4lni sklenéné trubky tvaru U, ktera pak byla podrobena elektronické oscilaci. Byla méfena frek-
vence oscilace v kapaling a pak korelovana se specifickou hmotnosti kapaliny (/100 g nebo °P).
Je tieba zdtiraznit, e toto méfeni je aproximaci celkové koncentrace uhlohydrati ve vzorku (ne-
bo specifické hmotnosti), protoze kalibrace se provadgji na vodnych roztocich sachardzy pfi
20 °C, jejichz specificka hustota je stejnd jako méfené sladiny.

Vicinalni diketony

Celkové koncentrace diacetylu (2,3-butandionu) a 2,3—pentandionu byly stanoveny pomoci ply-
nového chromatografu Perking Elmer 8310, opatieného detektorem elektronového zachytu. Jako
nosny plyn bylo pouzito 5 % methanu v argonu s pritokem 1,0 ml/min a vzorek byl nanesen na
kolonu J & W DB-Wax. Teplota injektoru se udrzovala na 105 °C, zatimco teplota detektoru
byla nastavena na 120 °C. Analyza byla usnadnéna automatickym hornim vzorkovacem Hewlett
Packard 7694E. Kvantifikace byla provedena odhadnutim plochy piku zvolené slozky vzorku a
vztazenim na kalibraéni k¥ivku vnitiniho standardu 2,3-hexandionu.

Pro zjisténi ,.celkové koncentrace téchto slou¢enin bylo nejprve nutno vzorky kalibrovat na
65 °C a pak je na této teplot 30 min ponechat. Takovéto zpracovani vzorki pfed analyzou umoz-
nilo pfeménu o~acetolaktitu a o—hydroxybutyratu na odpovidajici diketony, diacetyl a 2,3—
butandion.

Estery a vyssi alkoholy

Nekteré nejvyznamnéjsi chut’ dodavajici slouceniny, detekované v pivu, byly mé&feny pomoci
plynové chromatografie. Acetaldehyd, ethylacetat, isobutanol, 1-propanol, isoamylacetat, isoa-
mylalkohol, ethylhexanoat a ethyloktanodt byly kvantifikovany s pouzitim n-butanolu jako
vnitfniho standardu. Byl pouzit plynovy chromatograf Hewlett Packard 5890, vybaveny plame-
novym ionizaénim detektorem, hornim automatickym vzorkovadem HP 7994 a kapilarni kolonou
J&W DB-Wax. Teplota injektoru byla nastavena na 200 °C a teplota detektoru byla 220 °C. Tep-
lotni profil picky byl nasledujici: 40 °C po dobu 5 min, vzestup ze 40 °C na 200 °C rychlosti
10 °C/min, vzestup z 200 °C na 220 °C rychlosti 50 °C/min a nakonec prodleva pii 220 °C po
dobu 5 min. Heliovy nosny plyn s pritokem 6,0 ml/min byl doplnén heliovym dopliikem
30 ml/min (193 kPa, 28 psig), proudem vodiku 50 ml/min (172 kPa, 25 psig) a proudem vzduchu
300 ml/min (241 kPa, 35 psig). Celkovy cyklus GC pro smy&ku vzorku 1 ml &inil 40 minut.

Dalsi analyzy

Na kapaliné z fermentoru, ktera byla podrobena starnuti a baleni, bylo podle potfeby provadéno
nékolik dalgich analytickych méfeni. Analyzy dokonceného produktu byly provadény oddélenim
kvality firmy Labatt podle standardi hotového piva. Zakladem téchto méfeni byly metody po-
psané Technical Committee a Editorial Committee, American Society of Brewing Chemists
(1992). Seznam téchto analyz, stejné jako struény popis pFislusnych méfeni, je uveden v tabulce
4.2.
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Tabulka 4.2. Analyza kontroly kvality

Specifikace

Popis

Vzduch

Oxid uhligity

Oxid siticity

Dimethylsulfid

Hoftkost

Barva

pH
Zdanlivy extrakt

Skute¢ny extrakt

Vypoéteny ptivodni extrakt

Zakal za tepla

Pocate¢ni zdkal za studena

Celkovy vzduch vneseny b&hem baliciho procesu;
specifikace je méné& nez 1 ml

Hladina saturace zanesena do produktu; uddvana jako %
se specifikaci 2,75 %

MnozZstvi oxidu sifi¢itého v pivu méfené pomoci GC; cil
<10 mg/l

Mnozstvi dimethylsulfidu (viin€ vafené kukutice) v pivu
mefeno GC; cil <70 pg/l

MnozZstvi hoi¢in dodanych pivu chmelem; méfent alfa-
kyselin v pivu; 1 jednotka hotkosti (BU) je ekvivalentni
~1 mg/1 alfa-kyseliny.

Barva piva méfené spektrofotometricky; absorbance
vzorku pfi 430 nm pro svételnou drahu 12,7 mm (0,5
inch)

Mg¢feno kalibrovanym pHmetrem; pH = -log;o[H']
MnoZstvi dostupného rozpustného podilu v kapaling bez
kompenzace vlivu alkoholu na relativni hustotu kapaliny;
méfeno hydrometrem a udévano jako °P; AE

TotéZ jako zdanlivy extrakt kromé toho, Ze pro tento
experiment se bere v ivahu alkohol; RE

ZaloZeno na Ballingové experimentu, Ze 2,0665 g
extraktu produkuje 1,0000 g alkoholu; COE = 100 *
[(2,0665 * (% wiw alkohol) + RE)/(100 + 1,0665 * (%
w/w alkohol))]

Zakal ptitomny v pivu p¥i pokojové teplotg (21 °C) bez
naruSeni sedimentu; hodnoti se nefelometrickou metodou
zaloZenou na rozptylu svétla a udava se jako jednotky
turbidity Formazin (Formazin Turbidity Unit, FTU);
specifikace je <200 FTU

Zékal vznikly v pivu, jestliZe se ochladi z pokojové

teploty (21 °C) na 0 °C bez naru$eni sedimentu; méfici
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metoda jako vy3e; specifikace je <100 FTU

Péna Meéfeni péniciho potencilu piva pomoci zafizeni
NIBEM,; péna se tvoti kontrolovanym zplsobem a
zaznamenava se rychlost padani pény; specifikace >170

vtefin

Meéieni sedimentace kvasinek — 1cc290
Pfiprava zku$ebniho vzoru kvasinek

Superflokulentni kvasinky (LCC290) byly pestovany ve sladme jak je popsano v sekci 4.1.Toto
inokulum pak bylo odstfed’'ovano 15 min pti 4 °C a 10000 min~' za G&elem ziskani pelety kvasi-
nek pro dalsi inokulaci. Sladina byla, jak je popsano v sekci 4.2, pasterizovana 60 min pfi 100 °C
a pak byl 1 1 asepticky prenesen do 6 X 2I sterilizovanych tfepacich ban&k. Kazda tfepaci baiika
byla naotkovéana 4 g odstfedénych kvasinek. Baiiky byly umistény na tfepacku bézici rychlosti
135 min™" (okolni teplota 21 °C) a ponechany fermentovat. V ¢asovych intervalech 24 h, 40 h,
48 h, 64 h, 71 h a 192 h byla odebirana jedna baiika. V kazdém intervalu byl odebran maly vzo-
rek kapaliny pro analyzu uhlohydrétii a m&feni koncentrace a Zivotaschopnosti kvasinek (pouZité
metody jsou popsany v kapitole 4). Zbyla smés kapaliny a kvasinek byla podrobena méfeni sedi-
mentace kvasinek, popsanému v sekci 4.7.2.

Méfeni sedimentace kvasinek

Rychlost usazovéani kmene LCC290 superflokulentnich kvasinek byla méfena nasledujici meto-
dou. Kazdy vzorek byl ponechéan fermentovat az do pozadovaného intervalu, jak popsano v sekci
4.7.1. V pfedepsaném okamziku byla odebrana piislusna baiika se vzorkem. Vzorky byly promi-
chany, aby se zajistilo, Ze vechny &astice jsou suspendovany. Obsah baiiky pak byl okamzité
pienesen do 1000 ml odméiného valce. Jak se vloSky usazovaly, byla méfena v 30sekundovych
intervalech vzdalenost mezi povrchem kapaliny a rozhranim vlocka—kapalina. Rychlost usazova-
ni (settling rate) byla vypoctena podle nasledujici rovnice:

(Ho-—H:)

AH
= 1
At (t-to) e

Settling rate =

Pomoci standardni Kynchovy metody (1952) byla z kiivek usazovani ziskanych pro kazdy inter-
val fermentace sestavena k¥ivka rychlosti usazovani versus koncentrace kvasinek.

Metody méfeni cirkulace a rychlostni michani

Za G&elem méfeni doby michdni a rychlosti cirkulace uvnitf tfifazového bioreaktoru s plynovym
vytahem a saci trubkou byl pouzit systém vstfikovani kyseliny napojeny na systém shromazd'o-
véni dat. P¥i aplikaci pulsu silné kyseliny do bioreaktoru bylo mozno vypocist jak rychlost cirku-
lace, tak dobu michani na zékladé monitorovani zmén pH v priibéhu Casu a jejich pfitazeni rovni-
cim uvedenym v sekei 3.2.2. Systém shromazd’ovani dat sestaval z:

pH sondy Ingold (Cole-Parmer, kat. #P-05990-90), napojené na &idlo pH Ingold na bazi
mikroprocesoru (Model 2300)

karty pro preklad dat DT2805

osobniho pocitace 386DX
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a programu shromazd’ovani dat Quick Basic (autofi C. Hudson a J. Beltrano, 1994, modifikace N.
Mensour, 1998).

Do prstencové sekce bioreaktoru s plynovym vytahem a saci trubkou bylo t&sné pod umisténim
sondy pH nastfiknuto 10 ml 10 N kyseliny chlorovodikové (diagram na obr. 5.5). Tato vzdalenost
odpovidala vysce 26 cm pod horni deskou. Pfed zahajenim veskerych experimentti smichanim
byla pH sonda podrobena dvoubodové kalibraci ovéfenymi standardnimi pufry (zeleny pufr Bec-
kman pH 7,0 a ¢erveny pufr Beckman pH 4,0). Proud 4 a7 20 mA, produkovany pH—metrem, byl
napojen na svorkovnici, kde byl proud pfeménén na napéti, které pak bylo méfeno kartou pro
shromazd’ovani dat, umisténou uvniti pogitate. Program shromazd’'ovéni dat byl zahdjen soudas-
né s nastfikem kyseliny. Doba sbéru dat byla 5 min pfi frekvenci odbéru vzorkt 50 Hz. Velikost
pole v programu byla nastavena na 3750 (celkem sebrano 15000 bodi) se ziskem 1 nastavenym
pro kartu shromazd’ovani dat.

ShroméZzdéna data byla pfenesena z laboratofe na silngj3i pogital (mikroprocesor Pentium II) pro
dal3i analyzu. Pro analyzu dat byl pouZit program TableCurve 2D (Jandel Scientific Software,
Labtronics, Kanada), ktery je schopen pracovat s velkymi soubory dat a kromé& toho ma &etné
zabudované funkce pro manipulaci s daty (vyrovnavani dat, konstrukce kfivek atd.). K eliminaci
Sumu byl na piivodni data aplikovan algoritmus Sevitzky—Golay, metoda vyrovnavani v &asové
oblasti zaloZend na bikvadratickém polynomidlnim vyrovnévani metodou nejmensich &tverct
v pohyblivém okné€. VyvéaZzena data pak byla nastavena tak, aby odraZela zménu pH misto sku-
te¢né naméfené hodnoty pH. Nastavenym datim pak byla pfizpisobena sldbnouci sinusoidova
funkce. Z piizptsobovacich parametri pak byly vypo¢teny doby michani a rychlosti cirkulace.

Tyto michaci experimenty byly provadény pfi skute€nych fermentacich uvnitf bioreaktoru
s plynovym vytahem o objemu 50 1, ve kterém byl pfitomen jeden ze t¥i imobilizaénich nosi&i
(superflokulentni kvasinky LCC290, stfedné flokulentni kvasinky LCC3021 nebo k—karagenano-
vé gelové perlicky). Kapalnou fézi tvofilo fermentované pivo o specifické hustot& 2,5 °P a plynna
faze byla tvofena oxidem uhli¢itym. Teplota fermentace byla kontrolovana na 15 °C. Povrchova
rychlost distribuovaného plynu se pohybovala mezi 2,0 a 6,0 mm/s. Systém se ponechal 10 min
ekvilibrovat pti daném pritoku plynu. Pak byl zah4jen test nastfiku kyseliny, ktery byl tfikrat
opakovén. Byla zvolena dal$i hodnota priitoku plynu a pH smési uvnitf reaktoru bylo nastaveno
zpé&t na vychozi hodnotu.

Konstrukce bioreaktoru s plynovym vytahem a saci trubkou v pilotnim mé¥itku
Fementacni systém bioreaktoru s plynovym vytahem a saci trubkou

Systémy fluidniho loZe se saci trubkou (draft tube fluidized bed, DTFB) prokazaly svou hodnotu
pro pouZiti ve trojfazovych systémech. V experimentalnim pivovaru spole¢nosti Labatt Brewing
Company Ltd. byly za ucelem provedeni experimentalni ¢4sti pro tuto praci navrzeny, postaveny
a instalovany dva identické bioreaktory s plynovym vytahem a saci trubkou v pilotnim méfitku.
Kromé toho bylo né€kolik existujicich nddob modifikovano pro skladovani sladiny a odbér piva.
Celkovy proces, pouzity v téchto poloprovoznich experimentech s kontinualni fermentaci, je zna-
zornén na proudovém schématu na obr. 1 a v tabulce 5 je zafizeni zobrazené na obr. 1 podrobn&ji
popséno.

S

ladina byla dodavana ze zdvodu London Brewing potrubim z nerezové oceli o priiméru 5,08 cm a
vedena do skladovacich tankii o pracovnim objemu 1600 1 (WT1 a WT2). Systém dvou tankl
umoZziioval kontinualni dodavku Zivného prostiedi do poloprovoznich kontinualnich fermentort
(R1 a R2). Kazda nadrz je vybavena rozdélovacim systémem pro oxid uhligity pro kontrolu kys-
liku a homogenity a chladicim plastém s glykolovym systémem pro kontrolu teploty. Tento cen-
tralni zdroj Zivné pidy byl nastaven tak, aby pomoci rozd€lovaciho systému (V7, V8 a V9) ob-
sluhoval aZ 3 nezavislé fermentory. Dodavani pfedepsaného mnoZstvi sladiny do pilotnich biore-
aktord (R1 a R2) bylo provadéno pomoci peristaltickych &erpadel Masterflex (P1 a P2).
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Tabulka 5.1. Popis jednotlivych &ésti zafizeni zobrazen¢ho na obr. 5.1

Polozka Popis

Vzduch Dodavka 690 kPa (100 psig) ze zavodu London
CO, Dodévka 690 kPa (100 psig) oxidu uhligitého ze zavodu London
F1 Sterilni filtr na vstupu oxidu uhli¢itého

F2 Sterilni filtr na vstupu oxidu uhli¢itého

F3 Sterilni filtr na odvzdusfiovacim ventilu WT1

F4 Sterilni filtr na odvzdugfiovacim ventilu WT2

FS Sterilni filtr na vstupu michaciho plynu

F6 Sterilni filtr na vstupu michaciho plynu

F7 Sterilni filtr na vystupu WBT1

GLR Zpétné potrubi glycerolu; 173 kPa (25 psig)

GLS Ptivad&ci potrubi glycerolu; 311 kPa (45 psig)
NV1 Jehlovy ventil oxidu uhli¢itého

NV2 Jehlovy ventil oxidu uhli¢itého

NV3 Jehlovy ventil na vstupu vzduchu

NV4 Jehlovy ventil na vstupu oxidu uhli¢itého

NV5 Jehlovy ventil na vstupu vzduchu

NV6 Jehlovy ventil na vstupu oxidu uhli¢itého

P1 Peristaltické napéjeci erpadlo Masterflex pro R1
P2 Peristaltické napéjeci derpadlo Masterflex pro R2
PR1 Tlakovy regulator oxidu uhli¢itého

PR2 Tlakovy regulator oxidu uhli¢itého

PR3 Tlakovy regulator vzduchu

PR4 Tlakovy regulator oxidu uhli¢itého

PR5 Tlakovy regulator vzduchu

PR6 Tlakovy regulator oxidu uhli¢itého

R1 Pilotnf bioreaktor s plynovym vytahem a saci trubkou; pracovni objem 50 1
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Polozka Popis

R2 Pilotni bioreaktor s plynovym vytahem a saci trubkou; pracovni objem 50 1
RM1 Rotametr oxidu uhli¢itého; stupnice 0 a2 20 scfh

RM2 Rotametr oxidu uhligitého; stupnice 0 aZ 20 scth

RM3 Rotametr vzduchu; stupnice 0 a2 2,5 scth

RM4 Rotametr oxidu uhliitého; stupnice 0 az 10 scth

RMS5 Rotametr vzduchu; stupnice 0 aZ 2,5 scth

RM6 Rotametr oxidu uhligitého; stupnice 0 a2 10 scfh

V1,V2,V3 Klapkové uzavéry na vstupu/vystupu WT1
V4,V5.V6 Klapkové uzévéry na vstupu/vystupu WT2
V7,V8,V9 Kulovy ventil na rozdélovaci hlavé sladiny
V10,V1l1 Kulové ventily na vstupu sladiny do R1

Vi2 Pohotovostni odpojovaci ventil na vstupu michaciho plynu

Vi3 Klapkovy uzavér na vystupu R1

V14,V15 Kulové ventily na vstupu sladiny do R2

Vié Pohotovostni odpojovaci ventil na vstupu michaciho plynu

V17 Klapkovy uzavér na vystupu R2

V18 Klapkovy uzavér na vystupu WBT1

WBT1 Tank na vyfermentovanou piidu; pracovni objem 200 1

WTI Skladovaci tank sladiny opatieny glykolovym plastém a zafizenim pro

probublavani; pracovni objem 1600 1

WT2 Skladovaci tank sladiny opatteny glykolovym plé$tém a zatizenim pro

probubléavéni; pracovni objem 1600 |

Plynny oxid uhli¢ity a vzduch byly do systému plynového vytahu vhénény trubkovymi rozdélo-
vaci z nerezoveé oceli (obr. 7). Pritok nastiiki do systému se monitoroval rotamery (RM3, RM4,
RM5 a RM6). Na plynovych potrubich byly instalovany sterilni filtry (velikost oka 0,2 pm), aby
se zabranilo vstupu kontaminujicich ne&istot do bioreaktort. Produkt odtékal z reaktoru prepado-
vym systémem (obr. 4). Dobu zdrZeni kapaliny tedy kontrolovalo pouze napdjeci Cerpadlo. Oba
reaktory (R1 a R2) byly napojeny na tank na vyfermentovanou ptidu (WBT1), ktery jimal pfepa-
dajici kapalinu. Pro jiméani produktu a zpracovéni podle potieby byly pouzity specialni 501 tanky.

Podrobnéjsi diagramy a pfesné rozméry tohoto 501 pilotniho bioreaktoru jsou uvedeny v sekci
5.1.1. Postup zpracovani a skladovani sladiny je uveden v sekci 5.1.2 a postup &isténi a sterilizace
systému kontinuélni fermentace jsou diskutovany v sekci 5.1.3. Sekce 5.1.4 popisuje postup fer-
mentace, pouZivany v celém tomto textu.

Konstrukce a specifikace reaktoru

Bioreaktor o pracovnim objemu 50 1, navrzeny pro tuto préci, byl zhotoven vyhradné z nerezové
oceli 304L se &tyfmi plexisklovymi prizory, umisténymi v tlese reaktoru tak, aby bylo mozno
pozorovat pohyb Castic a tekutin. Konstruk&ni material byl zvolen pro svou odolnost vii¢i dezin-
fekenim chemikaliim (louh a kyselina), stejné jako vici sterilizaci parou. Dal§im vyznamnym
aspektem konstrukce byla minimalizace zavitovych soudésti v pfimém kontaktu s fermentaéni
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pidou. Misto toho byly vstupy svaieny, a kde to bylo nutné, byly pouZzity sanitirni armatury
TriClover. Reaktor byl konstruovan s roz§ifenou horni oblasti pro maximalizaci uvoltiovani ply-
nu a tim podporu lep$iho pfenosu hmoty kapalina—pevna latka (Chisti & Moo—Young, 1993).
Spodni &ast reaktoru byla konstruovana s kuzelovym tthlem 90° pro minimalizaci usazovani pev-
ného podilu na dné.

Obr. 2 predstavuje schematicky diagram 501 poloprovoznich systémi, které byly instalovany
v pokusném pivovaru spole¢nosti Labatt. Tento diagram znazorfiuje umisténi vstupu michaciho
plynu, vstupu kapaliny, glykolového chladiciho plasté, vystupu produktu, systému snimani a
kontroly teploty, a rovnéz umisténi dvou sanitarnich vzorkovacich vstupt. Obr. 3 je schéma stej-
ného GLDT bioreaktoru s rozméry uvedenymi v cm. Obr. 4 aZ 6 jsou podrobné nakresy 501 bi-
oreaktoru s plynovym vytahem a saci trubkou v fezu a obr. 7 je schéma rozdélovaciho zafizeni
plynu, pouzitého v té&chto experimentech.

Vnitini saci trubka a rozdélovad &astic (narazka) jsou zobrazeny na obr. 3. Na zéklad¢ udaji
z literatury (Chisti, 1991) byl zvolen pom&r priméru saci trubky k priméru reaktoru 2/3. Rozmé-
ry rozdélovade &astic byly zvoleny tak, aby umozitovaly lepsi oddéleni plynu od smési kapalina—
pevna latka. ZvétSenim priméru tohoto usmériiovaciho zafizeni (20,32 cm oproti priméru saci
trubky 10,16 cm) je moZno ziskat vétsi diferencial mezi rychlosti stoupdni bublin a rychlosti se-
stupu smési kapalina—pevna latka. Strhavani plynu do prstence systému saci trubky se snizi a
dosahne se lepsiho pfestupu hmoty pevna latka—kapalina.

K nastiiku michaciho oxidu uhli¢itého do sekce saci trubky byl navrzen trubkovy rozdélova¢
(obr. 7). Do rozdélovage o priméru 1,27 cm bylo navrtano celkem 160 otvorii o priméru 0,16
cm. Otvory byly rozmistény s podélnou roztedi od stiedu ke stfedu 0,8 cm a Sitkovou rozte¢i
mezi stiedy 0,6 cm (8 fad po 20 otvorech). Praimér otvoru 0,16 cm byl vybran proto, Ze primarni
funkci plynu je michani.

Postup zpracovani a skladovani sladiny

V tradiéni kvasné praxi se sladina neuchovava delsi dobu, aniz by byla zakvaSena kvasinkami.
Okysli¢ena sladina je vynikajicim riistovym médiem pro mnoho organismi vCetné kvasinek.
Protoze postup fermentace pro kontinualni systémy s plynovym vytahem vyZadoval pfitomnost
velkého mnoZstvi sladiny, bylo nutno vyvinout postupy dopravy a uchovavani sladiny. Nazor
vyzkumniki byl, Ze neokysligenou sladinu je mozno skladovat az dva tydny, aniz by doslo
k poskozeni kontaminaci, jestlize se sladina fadné pfenese do uskladiiovaci nadoby.

Bylo rovnéZ povazovéano za nutné zajistit, aby u sladiny, jakmile je v uskladiiovaci nadobg, byla
fadné& kontrolovana teplota. Tanky, které byly k dispozici v pokusném pivovaru, byly pavodné
navrzeny pro kvageni, nikoli pro uchovavani sladiny. Byl proveden test schopnosti téchto tanki
uchovavat teplotu nepohybujici se kapaliny. Obr. 2 zieteln¢ ukazuje, Ze tyto tanky nemohou byt
pouzivany bez michani, ma-li byt dodrzena konstantni teplota 4 °C. Do tanki byla vnesena sladi-
na pii teploté 4 °C. Na nékolika mistech po celé nadobé byla provadéna méfeni teploty za ucelem
lepsiho pochopeni skute¢nych teplotnich pomé&ri. Pokud byla kapalina ponechana v nadob¢ 24 h
bez michani, stoupla jeji teplota blizko hladiny na pfiblizn¢ 20 °C. Teplota kapaliny ve stiedu
tanku rovn&z mirné stoupla (AT ~ 3 °C), zatimco v kuZzelovém dné tanku zistala blizko piivod-
nim 4 °C.
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OBR. 5.8. UCINEK MICHANi PLYNEM NA TEPLOTNI PROFIL VE VALCOVE-KUZELOVEM
TANKU NA SLADINU. SLADINA BYLA DO TANKU UVEDENA PRI TEPLOTE 4 °C. MERENI BYLA
PROVADENA 24 H PO NAPLNEN{ TANKU. OXID UHLICITY BYL DO NADOBY VHANEN

$ PROTKEM 0,113 cM*/H. TEPLOTA OKOLI BYLA 19,8 °C. UMiSTENi MERIDEL: (1) VRCH
TANKU U STENY; (2) VRCH TANKU VE STREDU; (3) STRED TANKU U STENY; (4) STRED TANKU
VE STREDU; (5) VRCH KUZELOVEHO DNA U STENY; (6) VRCH KUZELOVEHO DNA VE STREDU;
(7) DNO KUZELOVE CASTI

Zavedenim mirného michani vstfikovanim oxidu uhligitého s pritokem 0,133 cm3/h bylo mo#no
udrzZovat teplotu sladiny ve skladovaci nadob¢ na 4 °C. Na zaklad¢ téchto zjisténi byly obé skla-
dovaci nadoby na sladinu vybaveny na spodu kuZelové Gasti sanitdrnim potrubim 2,54 cm urée-
nym pro michani sladiny.

Neprovzdusnéna sladina pak byla ze zafizeni Labatt London pfevedena trubkou z nerezové oceli
5,08 cm do vyrovnavaci nadrze. Z této nadrze prochézela sladina ptes bleskovy pastér do jednoho
z uchovéavacich tanki na sladinu (WT1 nebo WT2), kde byla skladovana az 2 tydny pfi 2 °C.
Tento pasterizatni krok byl zafazen jako pfedb&zné opatfeni pro eliminaci nezadoucich mikroor-
ganismil ve sladin€ béhem celé doby uchovavani. Pfi pouziti neokysli¢ené sladiny je minimalizo-
vano poSkozeni sladiny kyslikem (tvorba aldehydii). Navic bylo mozno pomoci vzduchu p¥iva-
déného spolu s michacim plynem pt¥isné kontrolovat privod kysliku do kontinualnich fermentord.

Mgfeni rozpusténého kysliku bylo provadéno vzapéti poté, jakmile byla sladina umisténa do
uchovavaci nadoby. Obr. 5.9 znazoriiuje koncentraci rozpusténého kysliku ve slading v zavislosti
na Case po pfemisténi sladiny tfemi postupy. V prvnim piipadé byla sladina pfenesena do ucho-
vavaci nadoby a bylo zahjeno pfivadéni oxidu uhligitého (0,085 m*/h) k zaji$téni spravné kon-
troly teploty. Koncentrace kysliku, rozpusténého ve slading, b&hem prvniho dne rostla az na pti-
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blizné 1,3 mg/l a pak se postupné snizovala az na pfiblizné 0,1 mg/l paty den. Pfi druhem pokusu
byla uchovavaci nadoba na sladinu pfed naplnénim 3 h proplachovana proudem 0,85 m ’/h oxidu
uhligitého. Pokateéni pohlcovani kysliku se silng sniZilo a sladina se zadoucim obsahem kysliku
(< 0,1 mg/l) byla ziskana b&hem 2 dni.

Dissolved oxygen
concentration (mg/L)

'Holding time (days)

—m— Wort sparged with 0.085 m3/h carbon dioxide after tank filled
—o— Wort tank pre-purged for 3 h at 0.85 m3/h
—a— Wort tank pre-purged and wort sparged during filling

OBR. 5.9. KONTROLA ROZPUSTENEHO KYSLIKU VE SLADINE BEHEM PRENOSU ZE ZARIZENi
LONDON PLANT. BYLY HODNOCENY TRI POSTUPY, Z NICHZ TRETi BYL PROSTOU KOMBINACI

OBOU PREDCHOZICH. TEPLOTA SLADINY BYLA UDRZOVANA NA 4 °C,

V kone&ném pokusu byl tank pfedem proplachnut vySe popsanym zplsobena pii procesu plnem
stejné jako po dobu uchovavani byl pfivadén nepietrzity proud oxidu uhli¢itého (0,085 m 3/h).
Béhem faze uchovavani byl obsah rozpusténého kysliku udrzovan na minimu (<0,1 mg/l). Tato
metoda pak byla aplikovana jako zdvazny postup pro veskery dalsi odbér sladiny.

5.1.2. Postup ¢isténi a sterilizace

Tanky na uchovavéni sladiny byly podrobeny cyklu &isténi, ktery zahrnoval pfedb&zné myti hor-
kou vodou (85 °C), &isténi louhem (40% louh o teploté 60 °C) a nasledné myti opét horkou vo-
dou (85 °C). Dezinfekce nadob byla provadéna kontaktem st&n s roztokem kyseliny peroctové (2
% w/v). Potrubi pro rozvod sladiny bylo podrobeno stejnému rezimu ¢isténi a dezinfekee.

501 bioreaktory byly &istény a sterilizovany odlinym postupem. Systémy byly proplachnuty hor-
kou vodou (60 °C) a pak naplnény aZ nahoru vodou 40 °C teplou. K této vodé pak byl pfidan
pramyslovy ¢istici prostiedek Diversol CX/A (DiverseyLever, Kanada), aby vytvofil roztok 2 %
w/v. Do dna reaktoru byl vhanén vzduch s povrchovou rychlosti plynu 5 mm/s pro zajiSténi fad-
ného rozpusténi a fadného kontaktu s reaktorem. Po 1 h kontaktu byl reaktor vyprazdnén a pro-
plachnut pitnou vodou. Tento &istici postup byl opakovén jesté podruhé a nakonec byly provede-
ny dva cykly naplnéni studenou pitnou vodou a vyprazdnéni.
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Odpadni a vyfermentovana pida byla ¢isténa 2% w/v roztokem Diversol CX/A. Na rozdil od
bioreaktorti s plynovym vytahem nebylo pouzito michani plynem, protoze WBT nebyl opatien
rozd€lovatem. Mechanické michani bylo provadéno naklanénim nadoby na bok. Cyklus byl opa-
kovan dvakrat a nasledovaly dva cykly naplnéni vodou a vyprazdnéni.

Pied pami sterilizaci byly 501 bioreaktory napojeny na nadobu na vyfermentovanou pidu a byl
odpojen pfivod sladiny, stejné jako pfivod michaciho plynu. Ventily V10, V11, V12, V13, V14,
V15, V16, V17 a V18 byly otevfeny a filtry FS, F6 a F7 byly odstranény. Tato plynova potrubi a
filtry byly oddéleny autoklavovany po dobu 15 min pfi 121 °C. K ventilim V12 a V16 byl pfipo-
Jjen privod pary. Parni ventil byl oteviran pomalu, aby se minimalizovalo poskozeni zafizeni, a
peclivé byla monitorovéana teplota uvnitf reaktoru. Jakmile bylo dosaZeno vnitini teploty 100 °C,
byla provedena 1-h sterilizace. Nejprve byly uzavieny ventily V10, V11, V14, V15 a V18. Pak
byl uzavien piivod pary a byl pfipojen sterilizovany filtr F7. K pfivodnimu potrubi plynu byly
okamZité pfipojeny sterilizované filtry F5 a F6 a byl zahéajen pfivod oxidu uhli¢itého s povrcho-
vou rychlosti 3 mmy/s. Tento proud plynu nejen zajistuje, Ze se reaktory nezhrouti béhem chlaze-
ni, ale rovnéZ vytésiiuje veskery vzduch, pfitomny v 501 bioreaktorech s plynovym vytahem.

Pfivodni potrubi sladiny bylo k reaktoru pfipojeno, jakmile bylo dosazeno vnitini teploty 20 °C.
S ventily V2, V5, V10 a V14 v dosud uzaviené poloze a s otevienymi ventily V6, V7, V8, V9,
V11 a V15 byl pfivod pary napojen bud’ na V3 nebo V6, podle pouZitého ptivodu sladiny. Parni
cyklus trval 1 h, po které byly ventily V9, V11 a V15 uzavieny soutasné s pfivodem pary. Jakmi-
le potrubi dosahlo teploty mistnosti (20 °C), byly ventily V3 a V6 uzavieny a byl odpojen pfivod
pary. V tomto okamziku byl cely systém kontinualniho kvaseni, véetné zasoby sladiny, 501 biore-
aktorti a tanku na vyfermentovanou puidu, sterilni a p¥ipraven ke kvaseni.

5.1.3. Postup fermentace

Pro kontinualni primarni kvaSeni pivovarské sladiny na pivo byly pouZity poloprovozni 501 bi-
oreaktory s plynovym vytahem a saci trubkou. Kontrola teploty byla zaji§téna glykolovym tepel-
nym plastém, pficemz cilem byla teplota kapaliny béhem celé fermentace 15 °C. Kazdy reaktor
byl vybaven teplotni sondou pro u¢ely méfeni a tepelnym termoélankem a glykolovym solenoi-
dovym ventilem pro nastaveni pfitoku glykolu do reaktoru. Tyto fermentory s plynovym vytahem
byly vybaveny také plynem pro priméarni michani (oxid uhli¢ity nebo dusik), stejné jako p¥ivo-
dem kysliku pro davkovani kysliku. PoZadovana smés plyni byla zvolena nastavenim pfislusné
kombinace rotametru a jehlového ventilu a prichodem této plynné smési sterilnim filtrem (Milli-
pore, Millex®~FGs, filtraéni jednotka 0,2 um) a do saci trubky bioreaktoru. Vzduch byl pro
vSechny fermentace do reaktoru nastfikovan s povrchovou rychlosti 0,39 mm/s (0,4 scth), zatim-
co pritok priméarniho michaciho plynu byl nastaven tak, aby odpovidal konkrétnimu typu imobi-
lizace.

Pfed zahajenim kontinuélniho provozu bylo v 501 bioreaktoru s plynovym vytahem aplikovano
tradi¢ni vsazkové zahajeni. Po vy¢isténi a sterilizaci postupem popsanym v sekci 5.1.2 byl biore-
aktor s plynovym vytahem naplnén 50 1 sladiny z uchovavacich tanké na sladinu (WT1 nebo
WT2) a pak bylo sterilnim vzorkovacim vstupem Scandi-Brew® nastiiknuto 200 g kvasinek (4
g/1). V pripadé x—karagenanovych gelovych perli¢ek bylo do reaktoru nastiiknuto 20 1 perlicek,
coz poskytlo pocatecni koncentraci stfedng flokulentnich kvasinek LCC3021 4 g/l. Z bioreaktor
byly denné odebirany vzorky a peclivé byl monitorovan vyvin diacetylu a specifickd hmotnost
kapaliny. Jakmile dosahla specifickd hmotnost minimalni hodnoty a koncentrace diacetylu po-
klesla pod 30 pg/l, byl systém posouzen jako vhodny pro zahajeni kontinulniho provozu.

Fermenta¢ni médium (sladina) bylo kontinuélné ptivadéno ze dna reaktoru, zatimco mladé pivo
pfepadavalo nalevkou na vrchu reaktoru. Jakmile se ustalil pracovni objem reaktoru, byla pri-
meérna doba zdrZeni kapaliny regulovéna pritokem erstvé sladiny do reaktoru. Z reaktoru byly
denné odebirany pomoci sterilniho vzorkovaciho ventilu (Scandi-Brew®™) vzorky kapaliny pro
chemickou a mikrobiologickou analyzu (metody jsou popsany v kapitole 4).
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Ve zvolenych ¢asovych intervalech byl z 501 fermentagniho bioreaktoru odebiran produkt fer-
mentace ve v&tsim mnozstvi (401 sterilni nadoby z nerezové oceli) a podroben dokvasovacimu
zpracovani za Gelem ziskani hotového prodejného piva pro hodnoceni a srovnani s primyslové
vyrobenym kontrolnim pivem. Zvoleny 501 bioreaktor byl odpojen od nadoby na vyfermentova-
nou piidu a ihned napojen na jimaci nadobu na pivo. Jakmile byla zachycena pozadovana kapali-
na, byl bioreaktor napojen opét na nadobu na vyfermentovanou pidu. Odebrana mladina byla
podrobena dokvagovaci prodlevé za {ielem sniZeni obsahu diacetylu v kapaling pod 30 pg/l.
Kvasinky, unagené kapalinou, byly ponechany se usadit a kapalina (koncentrace kvasinek ~ 1 az
5 miliont kvasinek/ml) byla ponechana zrat v chladném skladu (7 dni pfi 2 °C). Po ukonceni
zrani byla kapalina prefiltrovana, zfedéna na 5 % obj. alkoholu, nasycena oxidem uhli¢itym a
plnéna do pivnich lahvi o objemu 341ml. Veskera takto balena kapalina pak byla podrobena pas-
terizaci v zafizeni zavodu Labatt.

5.2. Kontinualni postup vyroby gelovych perli¢ek

Cilem této sekce experimentalni prace bylo zhodnotit kontinualni postup vyroby perlicek pro
vyrobu gelovych perli¢ek inokulovanych kvasinkami pro dodavani imobilizovanych kvasinek
LCC3021 do 50! kontinualnich bioreaktort s plynovym vytahem a saci trubkou, popsanych
v sekei 5.1.

Vyrobni proces (obr. 8) zahrnoval nejprve vytvofeni emulze mezi nevodnou kontinuélni fazi
(rostlinny olej) a vodnou dispergovanou fazi (x—karagenanovy gelovy roztok smichany s kvasin-
kami) s pouzitim statickych michadel. Po tomto stupni nasledovalo rychlé ochlazeni k vyvolani
gelovaténi polymeru. Vzniklé perlicky pak byly uvedeny do roztoku chloridu draselného, ktery
podpotil vytvrzeni a zaroveii odd&leni perli¢ek do olejové faze.

Tvorba emulze k—karagenanovych gelovych perli¢ek byla provadéna ve vodni lazni s kontrolova-
nou teplotou 37 °C, aby se zabranilo pfed¢asnému zgelovaténi karagenanového gelu. Pied zaha-
jenim imobilizace byl sterilizovany polymer udrzovan na vodni lazni s kontrolovanou teplotou
37°C a kvasinkové inokulum bylo uchovavano pfi 20 °C. Gel a suspenze kvasinek byly
s pouzitim peristaltickych erpadel Masterflex (Cole Parmer Company, USA), erpany skrze 24
prvkii statického michadla o priméru 6,4 mm, aby se zajistila rovnomérna dispergace kvasinek
v gelu. Sterilizovany olej, skladovany pfi teploté mistnosti, byl Cerpan (peristaltické Cerpadlo
Masterflex) do horké vodni 14zn&, aby se dosahlo téZ teploty 37 °C.

Inokulovany polymer (vodna faze) byl pak v dal3i fade statickych michadel smisen s olejem
(kontinualni faze) na pozadovanou emulzi. Tato vznikld emulze byla v lazni voda/led rychle
ochlazena na 5 °C, coz vyvolalo gelovaténi kapiek polymeru na perlicky. Perli¢ky pak byly
vedeny do sterilniho roztoku chloridu draselného o koncentraci 22 g/l, ktery podpotil jejich vy-
tvrzeni a umoznil jejich odd&leni od olejové faze. Pouzita olej byl recyklovan zpét do procesu a
vodna faze (perlitky a roztok chloridu draselného) byla pfed napusténim do 501 bioreaktori pie-
nesena do zv1a$tni nadoby pro velikostni klasifikaci.

5.2.1. Statické michadlo — typ Kenics

V centru tohoto nového vyrobniho procesu perli¢ek jsou staticka michadla Kenics (Cole Parmer
Instrument Company, Niles, Illinois, USA). Jsou tvofena fadou statickych prvki, umisténych
v trubce, jejiz vnitini primér je ekvivalentni priméru statického michadla. Tyto prvky tvofi zkfi-
¥ené kanalky, které podporuji rozd&lovani a podélnou rekombinaci kapaliny proudici statickym
michadlem. Timto michacim systémem je déle provokovéno p¥iéné laméni téchto jemné vytvore-
nych proudovych linii do stale homogennéjsi emulze. Tabulka 5.2 shrnuje tii typy statickych
michadel, ktera byla pouzita v této studii.
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Tabulka 5.2. Popis pouzitych statickych michadel Kenics (dodal Cole Parmer)

Model Primér statického Podet prvki (N,)

michadla D (mm)

G-04667-04 6,4 12
G-04667-06 9,5 12
G-04667-08 12,7 12

5.2.2. Materialy pro vyrobu gelu

Dvéma hlavnimi surovinami pro vyrobu gelovych perlicek byly olej a polymer. k—Karagenan
(typ X-0909, lot 330360, Copenhagen Pectin, Dansko), polysacharidovy polymer ziskavany z fas
ruduch, byl laskavym darem od Copenhagen Pectin A/S. Tento polymer m4 jedinenou vlastnost
tepelného gelovaténi, kdy je jeho teplota Zelatinace zavisla na koncentraci k—karagenanu (ICar)) i
chloridu draselného ([KCI]). Polymer byl rozpustén na koncentraci 30 g/l v destilované vodg o
teploté 80 °C, obsahujici 2,0 g/l KCI. Vznikly gelovy roztok mél teplotu gelovaténi 28 °C. Gel
byl 1 h autoklavovan pti 121 °C a pak umistén na vodni lazeii 40 °C, aby neztvrdl. Kukufiény
olej technické kvality (Pasquale Bros. Inc., Kanada) byl také sterilizovan 1 h p¥i 121 °C a pak do
pouziti uchovavan pfi teploté mistnosti (20 °C). Suspenze kvasinek byla pfipravena postupem
popsanym v sekci 4.1.

5.2.3. Mé&feni priméru perlidek

Vzorky perlicek byly odebirany na vystupu z tepelného vyméniku 5 °C do banék obsahujicich
100 ml roztoku KCl o koncentraci 22 g/1. Perlicky byly ponechany ponofené v tomto roztoku 2 h,
aby se podpofilo jejich vytvrzeni. Olej byl z vodné faze odstranén postupnym vymyvanim rozto-
kem chloridu draselného. Pak byly vzorky do analyzy uchovavany pti 4 °C k zamezeni mikrobi-
alni kontaminace.

Mgfeni priméru perlicek bylo provadéno s pouZitim softwaru pro analyzu obrazu Optimas
(Version 4.02, BioScan, Inc. USA) napojeného na videokameru (Pentax Macro 50 mm). Vzorek
perlicek byl pfenesen na Petriho misku obsahujici tenky film vody (pouzity k separaci perlidek) a
pak umistén pod kameru. Pomoci tohoto systému bylo zméteno celkem 300 az 400 perlidek. Spo-
lehlivost softwaru Optimas lezi mezi 100 um a n&kolika mm s maximalni absolutni chybou 30
pum. Data ziskana z Optimas byla dale analyzovana pomoci Microsoft Excel. Ziskané distribuce
velikosti vzorkii byly charakterizovany stfednim priimérem vzorku (Dg) a variaénim koeficien-
tem (COV).

5.2.4. Hodnoceni systému perliek — plan experimentu

Byly porovnany celkem 3 priméry statického michadla (Ds = 6,4 mm, 9,5 mm a 12,7 mm) za
Ugelem zjisténi, jaky typ populace perli¢ek bude produkovan, méfeno stiednim primérem perli¢-
ky ve vzorku a varia¢nim koeficientem distribuce velikosti. Potet prvki statického michadla (Ny)
se pohyboval mezi 12 a 120 a byla studovana objemova frakce polymeru (g;) mezi 8,3 % v/v a 50
% v/v gelu v olejovém roztoku. Nad &, 50 % se prevrati dispergovana (gel) a kontinualni (olej)
faze, tzn. vznikne inkluze olejovych kapitek v polymerni matrici misto gelovych kapicek v olejo-
vé matrici. Povrchova rychlost kapaliny emulze olej/gel v fezu emulzi byla nastavena v rozmezi
3,6 cm/s az 17,8 cm/s. Povrchova rychlost kapaliny (Vg ) ve statickém michadle emulze byla
vypoctena z rovnice:

VSL = (Qoil + Qcar)/s
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kde S je plocha priifezu potrubi, které obsahuje statické michadlo, Q. je objemovy prutok olejo-
vé faze a Qqr je objemovy pritok karagenanového gelového roztoku.

Vysledky a diskuse: fermentace a dynamika michani v 501 bioreaktorech s plynovym vytahem

Pouziti imobilizovanych kvasinek pro vyrobu ethanolu bylo publikovano. V poslednich dvou
desetiletich se vyzkumnici pokouseji proces vyroby ethanolu optimalizovat spojenim technologie
imobilizovanych kvasinek s kontinudlnim procesem (Kuu, 1982; Gil, 1991; Maiorella, 1983).
Mnozi doséhli znaéného aspéchu a pouZiti kontinuélnich systémi s imobilizovanymi kvasinkami
se zatalo pramyslové pouzivat. Aplikace takovéhoto kontinualniho postupu v pivovarnickém
primyslu pro priméarni kvaeni piva vsak neni tak jednoducha. Pivo neni tvofeno jen ethanolem,
ale i bezpottem chut dodavajicich sloucenin, které findlnimu produktu dodavaji jak komplexnost,
tak hloubku. Nasledujici kapitola popisuje vysledky, ziskané autorem pfi zkoumani vyroby vy-
rovnaného piva v poloprovoznim fermentoru GLDT.

6.1. Periodické kvaseni v pilotnim systému gltd

Periodické kvaeni s volné suspendovanymi kvasinkami bylo provadéno v 501 bioreaktoru s ply-
novym vytahem a saci trubkou poloprovozniho (pilotniho) méfitka. Tyto pokusy poskytly pfileZi-
tost zhodnotit schiidnost pouZiti takovéhoto systému pro kvaseni sladiny na pivo. Kromé toho
tyto pokusy poslouzily ke stanoveni kritéria pro budouci porovnani s nepretrzitym kvaSenim.
V 501 bioreaktoru byla provedena dvé periodicka (vsazkova) kvaSeni s pouzitim kmene lezako-
vych kvasinek z Labatt Culture Collection (LCC3021). V prib&hu kvaseni byla sledovana rych-
lost ristu kvasinek, stejné jako spotieba Zivin a vylu€ovani produktu.

Obr. 6.1 a 6.2 znazoriji profily koncentrace a Zivotnosti kvasinek pro periodické kvaseni 1,
resp. 2. V obou ptipadech rist kvasinek sledoval klasické parametry publikované v literature.
Zivotnost, m&feno methylenovou modi, zistavala stale vysoka a hodnoty ziistavaly v okoli téméf
90 %. Profil koncentrace uhlohydratti pro vsazku 1, resp. 2 je uveden na obr. 6.3, resp. 6.4. Jako
prvni pohlcovaly kvasinky jednoduché cukry, glukézu a fruktozu, a pak doslo na spotfebu malto-
zy a maltotriézy. Hladiny maltotetrézy a vétSich polysacharidi zistaly v pribéhu kvaSeni ne-
zménény.

Jednim z nejdulezitéj$ich vedlejsich produkti metabolismu kvasinek je ethanol. Optimalizova-
nym anaerobnim kvaSenim vznikne asi 48 g ethanolu a 47 g oxidu uhli¢itého na 100 g metaboli-
zované glukézy. Déle vznikne malé mnoZzstvi glycerolu (3,3 g na 100 g glukozy), protoze tento
vedlejsi produkt se G&astni udrzovani redox rovnovahy ve fermentujicich kvasinkach a rovné€z
podporuje osmotickou rovnovahu kvasinek, zejména v hypertonickém prostfedi. Obr. 6.5 a 6.6
ilustruji vyvoj koncentrace ethanolu a glycerolu v priibéhu kvaseni. Hladina ethanolu stoupa na
pocatku kvaseni velmi pomalu v disledku pfitomnosti kysliku ve fermenta¢nim prostiedi, proto-
%e kvasinky jsou v aerobni fizi svého rastu. Jakmile se kyslik spotfebuje, stoupa hladina ethanolu
exponencialng az do spotfebovani zkvasitelnych cukri, a v tomto okamzZiku se koncentrace ustali.
Velmi vyznamnymi vedlej$imi produkty metabolismu kvasinek jsou déle vicinalni diketony.
Celkové koncentrace diacetylu a pentandionu pro vsazky 1 a 2 jsou uvedeny na obr. 6.7 a 6.8.
Tyto sloudeniny stoupaly b&hem kvaseni az asi do 40 h, coz odpovidd maximalni koncentraci
kvasinek, a jsou vysledkem syntéz aminokyselin, kterym kvasinky podléhaji b&hem své ristové
faze. V posledni &asti kvaSeni jsou diacetyl, pentandion a jejich prekursory o~acetolaktat a o—
ketobutyrat kvasinkami premétiovany na odpovidajici, mén& chutové vyrazné dioly.

Z vysledkii uvedenych v této sekci se jevi, Ze ob& periodickd kvaSeni probéhla v bioreaktoru
s plynovym vytahem a saci trubkou normaing. Rist kvasinek a pohlcovani uhlohydratt probihalo
odekavanym zpiisobem stejng, jako tomu bylo u vedlejsich produktd ethanolu, diacetylu a pen-
tandionu. Porovnani dat z jednotlivych vsazek ukazuje, Ze ob& vsazky kvasily velmi podobnym
zpisobem. Obr. 6.9 porovnavéa koncentraci ethanolu ze vsazek 1 a 2. Jednotlivé kiivky sleduji
stejny profil, pfitemz se mnohé body navzajem ptekryvaji, coz naznaduje arovefi reprodukovatel-
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nosti. I kdyz se mnohé body navzajem prekryvaji, coz naznaduje trovef reprodukovatelnosti. I
kdyZ se vSak pofadi spotfeby substrati a nasledné vyludovéni produktii v systému s plynovym
vytahem nezménilo, zménila se rychlost kvaseni. Dokon&eni primarniho kvaseni, reprezentova-
ného maximalni koncentraci ethanolu, bylo u obou vsazek dosazeno po asi 80 a¥ 85 h. Snizeni
diacetyl pod 30 pg/l bylo dosaZeno za dalsich 20 h. Tyto vysledky naznacuji, Ze primarni kvaseni
vysokostuptiové sladiny je mozno dokon&it béhem asi 100 h oproti 120 az 168 h pfi tradi¢nim
periodickém kvaseni lezaku. K tomuto zkraceni doby kvaseni pfispélo promichavani v bioreakto-
ru s plynovym vytahem a saci trubkou v diisledku zvyseného prestupu hmoty, ktery tento systém
umoziiuje. Na zdkladé téchto informaci byly dalsi fermentaéni pokusy provadény s predpokla-
dem, Ze bioreaktor s plynovym vytahem a saci trubkou neméni vyznamné fermentaéni metabo-
lismus kvasinek a Ze fermentace s voln€ suspendovanymi kvasinkami v tomto systému mize
zkrétit dobu kvaSeni o alespori 20 h.
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OBR. 6.1. CELKOVA KONCENTRACE A ZIVOTNOST KVASINEK VERSUS DOBA FERMENTACE
PRO VSAZKOVOU FERMENTACI 1 S KVASINKAMI LCC3021 v PILOTNiIM GLDT
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OBR. 6.2. CELKOVA KONCENTRACE A ZIVOTNOST KVASINEK VERSUS DOBA FERMENTACE
PRO VSAZKOVOU FERMENTACI 2 S KVASINKAMI LCC3021 v PiLOTNIM GLDT
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OBR. 6.3. PROFIL KONCENTRACE UHLOHYDRAT( VERSUS DOBA FERMENTACE PRO

VSAZKOVOU FERMENTACI 1 § KVASINKAMI LCC3021 v PILOTNIM GLDT BIOREAKTORU.
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OBR. 6.4. PROFIL KONCENTRACE UHLOHYDRATYU) VERSUS DOBA FERMENTACE PRO

VSAZKOVOU FERMENTACI 2 S KVASINKAMI LCC3021 v PILOTNIM GLDT BIOREAKTORU.
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OBR. 6.5. KONCENTRACE ETHANOLU A GLYCEROLU VERSUS DOBA FERMENTACE PRO

VSAZKOVOU FERMENTACI 1 S KVASINKAMI LCC3021 v PILOTNIM GLDT BIOREAKTORU.
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OBR. 6.6. KONCENTRACE ETHANOLU A GLYCEROLU VERSUS DOBA FERMENTACE PRO

VSAZKOVOU FERMENTACI 2 8 KVASINKAMI LCC3021 v PILOTNiM GLDT BIOREAKTORU.
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OBR. 6.7. KONCENTRACE DIACETYLU A PENTANDIONU VERSUS DOBA FERMENTACE PRO

VSAZKOVOU FERMENTACI 1 S KVASINKAMI LCC3021 v PILOTNIM GLDT BIOREAKTORU.
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OBR. 6.8. KONCENTRACE DIACETYLU A PENTANDIONU VERSUS DOBA FERMENTACE PRO

VSAZKOVOU FERMENTACI 2 S KVASINKAMI LCC3021 v PILOTNIM GLDT BIOREAKTORU.
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6.2 Imobiliza¢ni nosice

Béhem tohoto vyzkumného projektu bylo zkouméno nékolik nosici za G¢elem identifikace nej-
slibngjsich alternativ pro budouci vyvojové prace. V 501 bioreaktoru s plynovym vytahem a saci
trubkou byly testovany tii odli$né zpiisoby imobilizace. Byly hodnoceny dva komeréné dostupné
adsorpéni nosiée s velikosti v rozmezi mezi 1 a 2 mm. Testovany byly vyrobky Siran®, nosi¢ ze
sklenénych perli¢ek, doddvany firmou Schott Engineering (obr. 9), a Celite®, perli¢ky z loze roz-
sivkové zeminy, poskytované firmou World Minerals (obr. 10), pro svou uvadénou snadnou ma-
nipulovatelnost a svou komer¢ni dostupnost. Nosice na adsorpéni bazi poskytuji moznost vice
aseptického provozu, protoze reaktor Ize nejprve naplnit nosi¢em, na misté sterilizovat a nakonec
nao¢kovat kvasinky piimo do reaktoru. Z primyslového hlediska je tato alternativa velmi atrak-
tivni, protoze nosi¢ nevyzaduje specialni uskladnéni a zafizeni nemusi vyznamné meénit svou
inokulaéni praxi.

Podatetni vysledky fermentace s obéma témito nosici v 501 bioreaktoru s plynovym vytahem a
saci trubkou byly neptiznivé. Problémy, které vznikly, byly vétSinou disledkem vysoke hustoty
¢astic produkti Siran® a Celite® v porovnani s kapalnym médiem. Trojfazové systémy s plyno-
vym vytahem a saci trubkou funguji nejlépe, udrzuje-li se pomér hustoty kapaliny a nosice blizko
jedné. V pripadé Siran® byl pomér 1,34, zatimco pomér pro Celite® byl 1,31. Disledkem takové-
hoto velkého rozdilu hustot mezi pevnou a kapalnou fézi bylo vyznamné zvySeni minimélni rych-
losti fluidizace plynu nutné k provozu 501 bioreaktoru s plynovym vytahem a saci trubkou. Pro 4
1 noside Siran® (pevny podil 8% v/v), byla k dosazeni cirkulace nutna rychlost plynu 21,5 mm/s
(vztazeno na pramér saci trubky). Tato vy3si rychlost plynu nebyla vaznym problémem, pokud se
test provadél ve vodném roztoku, avsak jakmile byla kapalnym médiem sladina, doslo v systému
plynového vytahu se saci trubkou (GLDT) ke katastrofickému selhani. Pozadovana rychlost ply-
nu zptsobila v reaktoru nadmémé pénéni, které nakonec sniZilo hladinu kapaliny aZ pod saci
trubku, &imz se zastavila cirkulace kapaliny a pevného podilu. Podobné selhéni jako v pfipadé
nosice Siran® nastalo, kdyZ byl jako imobiliza¢ni material pouzit Celite®. Kviili témto vysledkim
bylo v dal3ich testech fermentace s plynovym vytahem od téchto nosi¢i na adsorp¢ni bazi upus-
téno.

Pouziti nosi¢e na bazi zachytu, jako je k—karagenan, umoznilo plnit systém 40 % (v/v) pevného
podilu a pro jeho fluidizaci a naslednou cirkulaci pak byla vyZadovana rychlost plynu asi 0,17
m>/h (povrchova rychlost plynu 5,8 mm/s). Pozitivni vysledky, ziskané pfi provozu systému
s perlickami kvasinek, zachycenych na karagenanu, byly diisledkem niz§i hustoty nosice (asi
1100 kg/m’) a z toho vyplyvajici snadnosti fluidizace. Podobné bylo dosazeno pozadované napl-
né pevného podilu u autoagregujicich kvasinek LCC 3021 (stfedné flokulentni) a LCC290 (su-
perflokulentni) pti rychlosti fluidizace plynu piiblizn€ 3 mm/s, nutné k zajisténi spravné cirkula-
ce. Sekce 6.2.1 popisuje podrobngji k—karagenanovy gelovy nosi¢ a sekce 6.2.2 popisuje au-
toagregujici kvasinky — vloky LCC3021 a vioc¢ky LCC290, které byly hodnoceny jako imobili-
zani matrice pro kontinualni primarni fermentaci v 501 fermentoru GLDT.

6.2.1. x—Karagenanové gelové perlicky

Imobilizadni metody na bazi zachytu vyZzaduji uzavieni kvasinek v matrici pred jejich vnesenim
do fermenta&ni nadoby. ProtoZe inokulace in—situ v reaktoru neni v sou¢asnosti proveditelna, je
nutno tyto gelové perlicky ziskat pred zahjenim fermentace. Neni dosud jasné, jaké uéinky ma
na inokulované gelové perli¢ky dlouhodobgjsi skladovani. Aby se minimalizoval jakykoli mozny
negativni vliv skladovani, bylo rozhodnuto zhotovit velké mnoZstvi gelovych perlicek béhem
kratké doby (8 h). Pro tento t&el byl proto pouzit proces vyroby perlicek se statickym micha-
dlem, popsany v sekci 5.2. Idealni perlitky by mély mit pramer &astic (Dg) mezi 0,8 mm a 1,4
mm s variaénim koeficientem (COV) distribuce velikosti udrzovanym na minimu. Pro ziskani
pozadovaného mnoZstvi a konzistence perlicek bylo nutno upravit nékolik parametri procesi
vyroby perlidek. V nasledujici sekci je shrnut vybér parametrii procesu vyroby perli¢ek a v sekci
6.2.1.2 jsou popsany perli¢ky pouZiti v testech kontinualni fermentace.
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6.2.1.1. Proces vyroby perli¢ek. Volba proménnych

Charakterizace procesu vyroby perlicek byla provedena ve spolupraci s dalimi vyzkumniky
s dirazem kladenym na tyto parametry procesu: primér statického michadla (D), poget prvki
statického michadla (N,), povrchovy pritok kapaliny (Vs.) a objemova frakce polymeru (ec).
Vysledky ziskané béhem experimentd jsou shrnuty v obr. 6.12 az 6.21.

Obr. 6.12 znazoriuje typickou distribuci velikosti ¢4stic ziskanou procesem imobilizace kvasinek
karagenanovym gelem se statickym michadlem. V tomto ptikladu byly pouZity nasledujici para-
metry: primér statického michadla 12,7 mm, 60 prvki statického michadla, povrchova rychlost
kapaliny 10,5 cm/s a objemova frakce polymeru 0,25. Byl naméfen stfedni primér perli¢ek 701
pm s varia¢nim koeficientem 45 %. Kumulativni distribuce velikosti, znazornéna na obr. 6.13, se
zdé odpovidat normélni kumulativni distribuci, vypo&tené ze stfedni a standardni odchylky vzor-
ku. K testovani normality byla pouZita de Kolmorogofova-Smirnovova metoda (Scheaffer et
McClave,1990). Maximélni rozdil mezi experimentalnimi daty a daty upravenymi (K-S statistika
D) byl vypocten na 0,0274. Modifikovana D hodnota odpovidajici datiim podle normalni distri-
buce musi leZzet pod 0,895 s hladinou spolehlivosti 95 %. V naSem pfipadé byla vypoétena D
hodnota 0,174, tedy bezpeéné pod 0,895, a 1ze odvodit, Ze nase data odpovidaji normalni distri-
buci.

VSechna data, ziskand z tohoto procesu vyroby perlicek, vykazala distribuci velikosti s pouze
Jednim pikem. Poncelat et al. (1992) vSak popsali pro alginatové perlicky, ziskané dispergaci
v michaném tanku, vyskyt satelitnich piki a/nebo sekundarniho piku, odpovidajiciho perli¢kam
s primérem mens$im nez 200 um. Je mozné, Ze malé perlicky, vzniklé pfi nasem procesu, prosté
zmizely b&hem stupné promyvani perli¢ek, a tudiz se v nasich datech z distribuce velikosti neob-
jevuji.

Uginky povrchové rychlosti kapaliny a priiméru statického michadla na stfedni primeér perli¢ek a
na variaéni koeficient distribuce velikosti jsou zndzomény na obr. 6.14, resp. 6.15. Stfedni pri-
mér perliek klesa se vzriistem povrchové rychlosti u viech t¥i priméru statického michadla
s vyraznéjSim efektem pro statické michadlo 12,7 mm. Se statickymi michadly s mensimi primg-
ry (6,4 mm a 9,5 mm) se pfi vSech testovanych rychlostech kapaliny neziskaly perli¢ky se stied-
nim primérem vétSim nez 700 pm, zatimco se statickym michadlem o priméru 12,7 mm se per-
licky vetsi nez 700 pm ziskaly pfi rychlostech kapaliny pod 11 c¢m/s. VSechny tfi priméry static-
kého michadla vedly k variaénimu koeficientu mezi 38 % a 58 %. Zdlo se rovn&Z, Ze pti zvyso-
vani rychlosti varia¢ni koeficient ve viech tfech piipadech klesal. V Ariaéni koeficient se ménil
s primérem statického michadla, pfi¢emZ nejniz$ich hodnot se dosahovalo s nejniz$im primérem
statického michadla.

Pfi povrchové rychlosti kapaliny 3,5 cm/s se zdalo, Ze objemova frakce polymeru ovliviiuje
sttedni primér perli¢ek, zatimco rychlosti nad 7 cm/s nezptsobuji relativné zadny rozdil v expe-
rimentalnich hodnotéach €. pohybujicich se mezi 0,083 a 0,5 (obr. 6.16). Pti zvysujicich se povr-
chovych rychlostech kapaliny se zdal byt maly nebo viibec Zadny efekt objemové frakce polyme-
ru na varia¢ni koeficient (obr. 6.17).

Obr. 6.18 a 6.19 znazoriiuji vliv povrchové rychlosti kapaliny a po&tu prvki statického michadla
na stfedni primér perlicek. Se zvySujici se rychlosti kapaliny stfedni primér perli¢ek klesal pro
viechny obmény poctu prvkii statického michadla (obr. 6.18). Sttedni primér perli¢ek pii dané
rychlosti kapaliny byl podobny pro 24 az 120 prvki, zatimco konfigurace s 12 prvky vedla
k primeru perli¢ek vétsimu nez ostatnich 5 testovanych konfiguraci. Obr. 6.19 rovnéz ukazuje,
Ze stfedni primér perli¢ek dosahuje minima nad 24 prvky statického michadla.

Obr. 6.20 znazorfiuje vliv povrchové rychlosti kapaliny na variaéni koeficient riiznych poéti
prvki statického michadla. Zda se, Zze rychlost kapaliny v testovanych konfiguracich varia&ni
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koeficient neovlivnila. Vliv po&tu prvki statického michadla na varia¢ni koeficient byl vyrazné&jsi
(obr. 6.21). Variaéni koeficient klesal se vzristem poctu prvki statického michadla a dosahl ma-
xima 45 % pii 60 prvcich a vy3e. Tyto vysledky jsou konzistentni pro povrchové rychlosti kapa-
liny v rozmezi 3,6 cm/s az 17,8 cm/s.

Mélo se za to, e zvétdeni priméru statického michadla (Ds) by mélo v michadle vytvofit hetero-
genitu smykovych sil, ktera by vedla ke zvyseni rozptylu velikosti, m&feno variaénim koeficien-
tem. Soucasné by zvétseni D; sniZilo intenzitu smykovych sil, a tak zvétSilo stfedni pramér perli-
gek. Oba tyto efekty byly v experimentech pozorovany, pfi¢emz statické michadlo s nejmensim

svwr

variaéni koeficient (pfiblizng 40 %) nebo rozptyl velikosti.

Energie nutna k vytvofeni emulze je am&ma plo3e rozhrani tvofené polymerem a olejovou fazi.
Cim mensi je velikost &stic, tim v&t3i je energie nutna k jejimu vytvoreni. Berkman a Calabrese
(1988) ukazali, ze zvyseni primé&rné povrchové rychlosti kapaliny (V) provokuje vzrist disipo-
vané energie na jednotku hmoty tekutiny, coZ upfednostiiuje zmenseni velikosti perlicek. ZvySeni
primérné povrchové rychlosti kapaliny (testované mezi 3,6 cm/s a 17,8 cm/s) vedlo ke snizeni
primérmé velikosti perlidek. Takovéto zvyseni rychlosti vyvolava tlakovy diferencial mezi vstu-
pem a vystupem statického michadla. Tento tlakovy diferencial je amémy disipované energii na
jednotku hmoty kapaliny. ZvySeni rychlosti proto vyvolava zvySeni disipované energie systému,
které podporuje zmenseni velikosti perli¢ek. ZmenSovani priméru perlicek Dy bylo pozorovano
se zvy$ovanim povrchovych rychlosti kapaliny. Al Taweel a Walker (1983) prokazali, Ze pfi
vysokych rychlostech, odpovidajicich arovni vyznamné turbulence, se ustavuje dynamicka rov-
novéaha mezi tvorbou perlicek a koalescenci mezi perli¢kami. Pfi konstantnim priméru statického
michadla (D,) a poétu prvki (N;) méla povrchova rychlost maly vliv na variacni koeficient.
Rychlost je proto parametrem, ktery umoziiuje manipulaci a volbu stfedniho priméru perlicek
bez vyznamné modifikace rozptylu velikosti.

V rozsahu tohoto vyzkumu méla objemova frakce karagenanového gelu (g;) maly vliv jak na
stfedni primér perli¢ek, tak na variaéni koeficient s vyjimkou nejmensi studované rychlosti 3,6
cm/s, kdy stfedni pramér perli¢ek klesal s poklesem €. Audet a Lacroix (1989) studovali tento
parametr pro vyrobu karagenanovych perli¢ek ve dvoufdzovém disperznim systému (vsazkovy
michany tank, nikoli kontinulni proces se statickym michadlem) a vyvodili, Ze pro roztok poly-
meru s koncentraci karagenanu 3 % hmotn. nema €, Zadny vliv na stfedni primér perlicek. Kon-
krétni vliv koncentrace k—karagenanového gelu na distribuci velikosti perli¢ek zkoumali Audet a
Lacroix (1989), ktefi ukazali, Ze tento parametr distribuci velikosti siln€ ovliviluje. ZvySujici se
koncentrace gelu mély za nasledek zvySujici se stfedni primér perli¢ek (Dg) a variacni koeficient
(COV). Zaznamenany efekt byl pfisouzen zvysené viskozité gelu pfi vysSich koncentracich, ve-
douci k niz§im smykovym rychlostem na emulzi a tudiz k vét§im perlickam. I kdyz v této praci
nebyl studovan vliv koncentrace gelu na velikost perlicek, mize byt v pfipad€ potfeby pouzit
jako dalsi prostfedek regulace velikosti perlicek.

Zvy3eni poétu michacich prvki (Ns) zvySuje primérnou dobu zdrZeni, kterou stravi prvek tekuti-
ny uvnitf statického michadla, coz vede k homogenngjsi smési a tudiz ke vzniku menSich a tésné-
ji dispergovanych perliek. Béhem experimentii byla dosaZena v disperzi rovnovaha (méfeno
variaénim koeficientem) kolem 60 az 72 prvki. Middleman (1974) ukazal, Ze v ptipadé emulzi
s nizkou viskozitou (0,6 az 1,0 cP) postaduje k dosazeni takové rovnovahy 10 prvku. Karagena-
novy roztok, pouzity v téchto experimentech [3% w/v)], mél primérnou viskozitu 200 cP a vis-
kozita oleje byla 25 cP. V disledku toho tato vy3si viskozita vyzadovala pro dosaZeni pseudoho-
mogenity del$i dobu zdrzeni v michadle.
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OBR. 6.12. TYPICKA DISTRIBUCE VELIKSOT{ PERLICEK ZiSKANYCH PROCESEM S POUZITIM
STATICKEHO MiCHADLA. PARAMETRY PROCESU V TOMTO PRIKLADU: Dg=12,7 MM, Ng =
60, Vg = 10,5cm/s A Ec= 0,25.
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OBR. 6.13. TYPICKA KUMULATIVNI DISTRIBUCE VELIKOST{ PERLICEK ZiSKANYCH
PROCESEM S POUZITIM STATICKEHO MfCHADLA. PARAMETRY PROCESU V TOMTO

-49 .



CZ 304820 B6

1000
900
800 o )

700 = | n

600
s00 & & & f t B |
400 A &

300

200

100 + -

O T 1] T

0 5 10 15 20

Superficial liquid velocity (cm/s)

Average bead diameter ( ym)

®Ds=12.7 wDs=9.5 A Ds=6.ﬂ

OBR. 6.14. POVRCHOVA RYCHLOST KAPALINY (CM/S) PROTI STREDNiMU PROUMERU
PERLICEK (1M). BYLY HODNOCENY TRI RUZNE PRUMERY STATICKEHO MICHADLA (D5 12,7
MM, 9,5 MM A 6,4 MM). POCET PRVKU STATICKEHO MiCHADLA (Ns) BYL UDRZOVAN

KONSTANTNE NA 48 A POLYMERNI FRAKCE (£c) BYLA NASTAVENA NA 0,25.
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OBR 6.15. POVRCHOVA RYCHLOST KAPALINY (CM/S) PROTI VARIACNIMU KOEFICIENTU
PRUMERU PERLICEK (%). BYLY HODNOCENY TRI RUZNE PRUMERY STATICKEHO MICHADLA
(Ds 12,7 MM, 9,5 MM A 6,4 MM). POCET PRVKU STATICKEHO MICHADLA (Ns) BYL UDRZOVAN

KONSTANTNE NA 48 A POLYMERNI FRAKCE (gc) BYLA NASTAVENA NA 0,25.
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OBR. 6.16. POVRCHOVA RYCHLOST KAPALINY (CM/S) PROTI STREDNiMU PRUMERU
PERLICEK (uM). BYLY HODNOCENY CTYRI POLYMERNI FRAKCE (gc 0,5, 0,25, 0,125 A 0,083).
POCET PRVKU STATICKEHO MICHADLA (N5) BYL UDRZOVAN KONSTANTNE NA 48 A PRUMER

STATICKEHOO MiCHADLA (Ds) BYL NASTAVEN NA 12,7 MM.
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OBR. 6.17. POVRCHOVA RYCHLOST KAPALINY (CM/S) PROTI VARIACNIMU KOEFICIENTU
PROMERU PERLICEK (%). BYLY HODNOCENY CTYRI POLYMERN] FRAKCE (gc 0,5, 0,25,
0,125 A 0,083). POCET PRVKU STATICKEHO MiCHADLA (Ng) BYL UDRZOVAN KONSTANTNE

NA 48 A PRUMER STATICKEHOO MICHADLA (Ds) BYL NASTAVEN NA 12,7 MM.
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OBR. 6.18. POVRCHOVA RYCHLOST KAPALINY (CM/S) PROTI STREDNiMU PRUMERU
PERLICEK (uM). POCET PRVKU STATICKEHO MICHADLA (Ns) BYL MENEN NA 12, 24, 48, 60,

72 A 120. POLYMERN{ FRAKCE (£c) BYLA UDRZOVANA KONSTANTNE NA 0,25 A PRUMER

STATICKEHO MICHADLA (Ds) BYL NASTAVEN NA 12,7 MM.
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OBR. 6.19. POVRCHOVA RYCHLOST KAPALINY (CM/S) PROTI VARIACNIMU KOEFICIENTU
PROUMERU PERLICEK (1M). POCET PRVKU STATICKEHO MICHADLA (Ns) BYL MENEN NA 12,
24, 48, 60, 72 A 120. POLYMERN{ FRAKCE (£c) BYLA UDRZOVANA KONSTANTNE NA 0,25 A

PRUMER STATICKEHO MICHADLA (Ds) BYLA NASTAVEN NA 12,7 MM.
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OBR. 6.20. STREDNi PRUMER PERLICEK (UM) PROTI POCTU PRVKU{ STATICKEHO MICHADLA
(Ns). POVRCHOVA RYCHLOST KAPALINY (CM/S) BYLA MENENA NA 3,6, 7,0, 10,6, 13,2 A 17,8.
POLYMERNi{ FRAKCE (g¢) BYLA UDRZOVANA KONSTANTNE NA 0,25 A PRUMER STATICKEHO

MiCHADLA (Ds) BYL NASTAVEN NA 12,7 MM.
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OBR, 6.21. VARIACNI KOEFICIENT PRUMERU PERLICEK (%) PROTI POCTU PRVKU
STATICKEHO MiCHADLA (Ns). POVRCHOVA RYCHLOST KAPALINY (CM/S) BYLA MENENA
MEZI 3,6 A 17,8. POLYMERNI{ FRAKCE (£c) BYLA UDRZOVANA KONSTANTNE NA 0,25 A

PURMER STATICKEHO MICHADLA (Ds) BYL NASTAVEN NA 12,7 MM.
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6.2.1.2. Proces vyroby perli¢ek: charakteristika k—karagenanové perlicky

Z udajo uvedenych v pfedchozi sekci bylo moZno zvolit parametry procesu vyroby perlicek
s pozadovanymi charakteristikami pro fermenta¢ni pokusy. Pro minimalizaci variaéniho koefi-
cientu pro konkrétni primér statického michadla bylo zvoleno 60 prvki k vytvoreni emulze olej—
gel. Byly zvoleny perlicky se stfednim primérem pfiblizné 1 mm pro minimalizaci externiho
pienosu hmoty a k usnadnéni separace mechanickymi prostfedky od fermenta¢ni kapaliny. Za
tim G¢elem bylo zvoleno nejvétsi testované statické michadlo (12,7 mm) a nejnizsi testovana
rychlost (3,6 cm/s). Protoze polymerni frakce méla na variacni koeficient maly vliv, byl pouzit
pomér gelu k oleji 50/50 (g = 0,5) pro maximalizaci produktivity perlicek.

V laboratofi bylo s pouzitim postupu popsaného v sekci 5.2 s hodnotami Ds = 12,7 mm, N, = 60,
Vg = 3,9 cm/s a € = 0,5 vyrobeno nékolik 3arZi gelovych perli¢ek se zabudovanymi kvasinkami
LCC3021. Ziskané perligky (obr. 11) byly prosety na fadé sit k odstranéni perli¢ek vétsich nez
2,0 mm a mensich nez 0,5 mm. Ziskana distribuce velikosti ¢astic je znazornéna na obr. 6.23.
Obr. 6.24 ilustruje kumulativni distribuci velikosti t&hto perli¢ek. Toto byla typicka distribuce
pouzita v 501 fermenta&nich pokusech s plynovym vytahem.

35%
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OBR. 6.23. DISTRIBUCE VELIKOSTf k-KARAGENANOVYCH GELOVYCH PERLICEK POUZITYCH
v KONTINUALNICH FERMANTACNICH POKUSECH V 50L BIOREAKTORU S PLYNOVYM

VYTAHEM A SACI TRUBKOU.
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OBR. 6.24. KUMULATIVNI DISTRIBUCE VELIKOST{ k-KARAGENANOVYCH GELOVYCH
PERLICEK POUZITYCH V KONTINUALNICH FERMANTACNICH POKUSECH V 50L

BIOREAKTORU S PLYNOVYM VYTAHEM A SACI TRUBKOU.

6.2.1.3. Limitace perli¢kového procesu s ohledem na aplikaci na priimyslové métitku

Byl vyvinut a v poloprovoznim méfitku aplikovan proces produkujici 10 1 perlidek za hodinu
s pouzitim statického michadla. Pfedtim, neZ miZe byt uvazovana vyroba perlitek v pramyslo-
veém mefitku, vyZaduji nékteré aspekty tohoto procesu dalsi vyvoj a/nebo optimalizaci. Nezbytné
je zvySeni objemové produkty systému, aby mohl byt poskytovan objem imobilizovanych kvasi-
nek, poZadovany jako vstup do velkorozmérového bioreaktoru. Naptiklad 2000h] bioreaktor
s plynovym vytahem a saci trubkou by vyZzadoval piiblizné 800 hl perli¢ek. K dosaZeni téchto
objemii je nutné zvy3eni pritoku gelu i oleje. Z Gidajii vyplyva, Ze dosazené zvyseni rychlosti
s pouZitim statickych michadel o primé&ru 6,4 mm az 12,7 mm vede ke vzniku perlidek p¥ilis
malych na to, aby mohly byt pouzity ve fermentadnim systému. Proto by bylo potieba zvétsit
primér statickych michadel, a tak zvysit stfedni pramér perliek. Avsak pouzitim statickych mi-
chadel s vét8im primérem se ale také zvysi rozptyl velikosti perli¢ek a vznikd v&t$i mnoZstvi
perli¢ek s velikosti mimo pozadované rozmezi.

Jinou moznosti by bylo pouziti systému se statickymi michadly stfedni velikosti (12,7 mm),
umisténymi paralelné. Se systémem s deseti statickymi michadly jsou predstavitelné produktivity
dosahujici 100 I/h. Pro primyslovy ptiklad 2000 hl by proces bézel kontinualné 800 hodin nebo
piiblizné 34 dni, aby byl produkovéan poZzadovany objem perli¢ek. Bylo by mozno pouZit riznych
systému pro zkraceni produk¢ni doby, aviak to by pfidavalo navic dalsi troveii sloZitosti. Pro-
dukéni doba by se mohla stat mensim problémem, kdyby bylo mozno perligky po zamyslenou
dobu skladovat se zachovanim Zivotnosti kvasinek. Je predstavitelné, Ze by mohl byt vyvinut
proces suSeni perli¢ek nebo jejich skladovani ve vakuové nadobé.

Poncelet a spolupracovnici (1993) publikovali praci naznadujici, Ze je tieba brat v ivahu typ sta-
tického michadla, pouzitého k vytvofeni disperze. S jejich navrhovanym systémem s pouzitim
Jiného typu statického michadla, oproti typu Kenics, pouZitému v tomto vyzkumu, by mohlo byt
moZzné pouzivat michadlo vétsiho priméru bez ohroZeni velikostni distribuce perliéek (se zacho-
vanim nizkého varia¢niho koeficientu).
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Dali{ problémy dosavadniho pilotniho procesu zahrnuji préci systému pfi 40 °C a pouZiti rostlin-
ného oleje a roztoku chloridu draselného pro produkci perli¢ek. Z diivodu vysoké produkeni tep-
loty vyzaduje proces jak topné, tak chladici systémy. Potencialni tepelny 3ok, kterému jsou vy-
staveny kvasinky, vyzaduje dal$i vyzkum, aby bylo mozno udinit odhad moznych negativnich
diisledki. V této studii byly produkovény perli¢ky imobilizovanych kvasinek s vysokou Zivotnos-
ti (nad 90 %), ale nebyly zkoumany zadné dal3i vlivy, které by proces mohl mit na populaci kva-
sinek.

Protoze se pro vytvofeni pozadované emulze a nasledné tvorbu perli¢ek pouZiva olej a protoze
olej piisobi jako tenzid, a tudiZ potladuje tvorbu pény, je problémem zbytkové mnozstvi oleje na
povrchu perligek. Tento zbytek sice poméha béhem fermentacniho stupné, ale jeho pfeneseni do
kone¢ného piva by bylo neZadouci, protoZe péna je v koneéném produktu Zadouci. Pozornost
vyzaduji velké objemy roztoku chloridu draselného, pouZivaného k separaci pevné faze (perlicek)
od oleje, a metoda odstraiiovani tohoto solného roztoku ze suspenze perlicek pied zavedenim
perlidek do bioreaktoru. Jinak miize nastat nutnost vyplachnout tento roztok z reaktoru po pfidav-
ku perli¢ek do reaktoru.

Protoze se perliky imobilizovanych kvasinek vyrabéji mimo bioreaktor, je tieba béhem celého
procesu tvorby perliek pouzivat aseptické metody a dodrzovat sterilitu az do vneseni perli¢ek do
bioreaktoru. PrileZitost pro kontaminaci poskytuji riizné pfenosové body mezi tanky a je tieba je
monitorovat, protoZe piitomnost neistoty miZze vyustit v jeji imobilizaci v perlicce spolu s kva-
sinkami. V déisledku Fadné péce v laboratofi bylo mozno produkovat konzistentné aseptické per-
ligky. Prostiedi v primyslovém zafizeni vSak nemusi byt tak pfiznivé jako v laboratofi, a proto
vyZaduje ptisng&jsi kontrolu.

6.2.2. Flokulentni kvasinky

Jednou z nejpfirozengjsich forem imobilizace je autoagregace mikroorganismu do vlocek bunck.
Calleja a Johnson (1977) navrhli tfi mozné diivody, pro¢ se buiiky shlukuji do agregatd, s odlis-
nymi vazebnymi vlastnostmi. Prvni predstavuji buiiky odli$nych pohlavi, které jsou navzajem
pfitahovany uvoliiovanymi feromony (faktory o a a). Tento typ vazby je docasny a je tvofen vaz-
bou protein—protein mezi aglutininy o a a, ukotvenymi ve sténich komplementérnich bunék.

Buitky mohou rovnéZ agregovat tak, Ze nedojde k oddéleni od matefské butiky béhem procesu
puceni. Tento nedostatek miZe byt vlastni konkrétnimu kmenu kvasinek nebo miize byt zpiso-
ben nedostatkem Zivin nebo mutaci nékterych genil. Tento jev se oznaCuje jako tvorba fetézce a
nikoli flokulace. Vazby mezi témito kvasinkami je mozno nevratné porusit mechanickym smy-
kovym namahéanim (Stratford, 1996).

Treti scénaf je obecné znam jako flokulace. Stewart a Russell (1981) flokulaci definovali jako
vratny ,jev, pfi némz se kvasinky shlukuji do chomacd, a bud’ rychle sedimentuji z média, v
némz jsou suspendovany, nebo stoupaji k povrchu média“. Rozsahlé dikazy naznacuji, ze floku-
lace je fizena geneticky a mechanismus flokulace spo¢iva na vybranych molekuléach, které plisobi
jako mistky mezi sténami sousednich bun¢k. Konkrétné se ma za to, ze urdité lektiny jsou vaza-
ny na o—mannany sousedicich bungk v pfitomnosti Ca®" jonti (Calleja a Johnson, 1977). Tato
vazba protein/uhlohydrat, je, jak se ukazalo, vratn¢ inhibovéna chelatacnimi Cinidly nebo urcity-

mi cukry.

Obr. 12 znazoriiuje tii mozné konfigurace kvasinek, konkrétné neflokulentni kvasinky, kvasinky
tvofici fetézce a flokulentni kvasinky. V p¥ipadé kvasinek tvoficich fetézce, i kdyZ jsou buiiky
agregovany, se to nepovazuje za typ flokulace, protoze tyto buiiky nebyly na zacatku nikdy sa-
mostatné a flokulace znamena, Ze se samostatné buiiky shiukuji na hmotu v disledku pfiznivych
okolnich podminek (Ca™ ionty a nizka hladina inhibi¢nich cukrii). V piipadé flokulentnich kva-
sinek mize byt konkrétni velikost vlotky zavisla na genetice buiiky, stejné jako na hydrodyna-
mickych podminkéch, jimZ je builka vystavena (smykové pasobeni).
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Obr. 13 a obr. 14 znazortiuji dva kmeny lezékovych kvasinek Labatt s riiznymi stupni flokulace.
Stfedné flokulentni kmen kvasinek LCC3021 je znazornén na obr. 13. V pfitomnosti vapenatych
iontii tvofi tento kmen agregity 0,5 mm aZ 1,0 mm, jakmile se z kapalného média odstrani gluko-
za. Obr. 14 znazoriiuje superflokulentni kmen kvasinek LCC290, ktery tvofi vlocky o velikosti
Vvétsi neZ 1 mm a za podminek nizkého smyku agreguje do shlukéi o priméru az 5 mm. Za pod-
minek mirného michani je primér viocky LCC290 mezi 1 a 2 mm.

K hodnocent flokulace kvasinek byly navrzeny riizné méfici metody (Speers & Ritcey, 1995;
Akiyama-Jibiki et al., 1997; Teixera et al, 1991; Stewart & Russell, 2000). V ,,Brewer's Yeast*
(Stewart & Russell, 2000), bylo navrzeno, Ze zplisoby flokulace kvasinek je mozno dale rozdglit
na tfi kategorie, a to sedimentaéni metody, metody statické fermentace a p¥imé pozorovéni tvor-
by vlo¢ek v Zivném médiu.

Sedimenta¢ni metodu, popsanou poprvé Burnsem v r. 1937, modifikoval Helm a spolupracovnici
vr. 1953 a je vsoucasnosti soucasti standardnich analytickych metod, uznavanych vyborem
Technical Committee and the Editorial Committee of the American Society of Brewing Chemists
(1992). Tato metoda se oznacuje jako in vitro technika, protoZe charakteristiky usazovéani kvasi-
nek se hodnoti v kalcium—sulfatovém pufru, a nikoli ve skuteéném fermentaénim médiu. Metoda
statické fermentace (zndméd také jako Gillilandova metoda) spodiva v péstovani kvasinek
v mladin€ a méfeni jejich flokulaénich charakteristik in vivo. Obé& tyto metody zahrnuji méfeni
absorbance vzorkii usazenych kvasinek proti vzorkim kvasinek, které byly deflokulovany,
s pouZitim spektrofotometru UV/viditelné svétlo.

Stewart a Russell (2000) popisuji metodu mé&feni flokulace kvasinek pomoci vizualniho popisu
rovné flokulace, ke které dochazi ve vzorcich kvasinek péstovanych ve sklenénych lahvigkach
se Sroubovacim uzavérem o objemu 20 ml. Pro vyjadfeni stupné flokulace pouzili subjektivni
méfitko, napiiklad: 5 — extrémné flokulentni, 4 — velmi flokulentni; 3— mirn& flokulentni, 2— sla-
bé flokulentni, 1 — hruby a 0 — neflokulentni. Superflokulentni kmen kvasinek LCC290 obdrzel
klasifikaci 4 — velmi flokulentni, zatimco kvasinkovy kmen LCC3021 byl klasifikovan stupném 3
— mirné flokulentni.

Flokulence je v pivovarnictvi vyznamnou charakteristikou, protoze se piirozena tendence kvasi-
nek bud’ sedimentovat, nebo stoupat k povrchu béZn& pouziva jako separaéni metoda pro oddéle-
ni t&chto kvasinek od fermentujici kapaliny. Kvasinkovy kmen, ktery flokuluje pfedtim, neZ je
dokoncena fermentace, je viak neZadouci, protoze kapalina nedosdhne idealniho obsahu alkoholu
a zbytkovych cukrd. Pfi kontinualni fermentaci, a zejména kontinualni fermentaci s plynovym
vytahem a saci trubkou, piisobi flokulentni kvasinky jako imobilizaéni matrice. Jejich tendence se
usazovat je kompenzovéana nastfikem plynu, ktery je udrzuje v suspenzi. U takovéhoto systému je
odstranéna obava z nedokva3eni kapalného média, protoZe pevné &4stice neustale cirkuluji a jsou
udrzovany v tésném kontaktu s fermentujici kapalinou.

V sekei 6.2.2.1 byly charakterizovany superflokulentni kvasinky LCC290 z hlediska svych sedi-
mentaénich vlastnosti a vykonu pfi fermentaci. Diraz byl poloZen na identifikaci nastupu floku-
lace pro tento konkrétni kmen kvasinek. Kromé toho byla stanovena rychlost usazovani kvasinek,
poskytujici cennou informaci, kter4 miZe byt pouzita v budoucnu pro projektovani usazovacich
nadob na kvasinky.

6.2.2.1. Charakterizace superflokulentnich kvasinek LCC290

Pred provedenim kontinualni fermentace se superflokulentnim kmenem LCC290 v bioreaktoru
s plynovym vytahem a saci trubkou bylo rozhodnuto charakterizovat kvasinky v laboratornim
mefitku pfi fermentaci v tfepackach. Obr. 6.28 ukazuje vyvoj populace kvasinek v ase. Podle
ocekavani koncentrace béhem prvnich 48 h prudce rostla, pak se vyrovnala a ke konci fermentace
doslo k mirnému poklesu. B&hem prvnich 48 h byl ve slading p¥itomen dostatek Zivin a kysliku
pro rist kvasinek. S tim, jak kvasinky konzumuji sacharidy v neptitomnosti kysliku, nereprodu-
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kuji se a namisto toho vstupuji do své anaerobni fermentativni faze. Jakmile je zasoba sacharidi
spotfebovana, mald populace kvasinek za¢ind hynout. Tento jev je znazornén na obr. 6.29, kde
ivotnost kvasinek klesla z ptiblizn€ 97 % na tésné nad 90 %.

Obr. 6.30 znazortiuje spotiebu sacharidii v pribéhu fermentace. Kvasinky spotiebovaly nejdfive
cukry glukézu a fruktézu a pak postupné vychytavaly maltozu a meltotriézu. Pivovarské kvasin-
ky v$ak nejsou schopny metabolizovat ani maltotetrozu ani polysacharidy s del$im fetézcem (po-
ly 1 & 2). Se snizovanim celkové koncentrace sacharidt (pfedstavovanym kiivkou specifické
hmotnosti na obr. 6.31) umé&mé vzristala koncentrace ethanolu. Pfiblizné po 37 h fermentace
byly koncentrace ethanolu a sacharidii stejné.

7 hiediska riistu a metabolismu sacharidi se zd4, Ze superflokulentni kvasinky LCC290 se chova-
ly stejné jako primyslovy kmen kvasinek LCC3021. Zddlo se, Ze fermentace byla dokoncena,
kdyz specificka hmotnost kapaliny dosahla pfiblizné 2,7 °P. U flokulentnich kment kvasinek je
obvyklé, Ze tvoti velké shluky (vlocky) a pfed ukonCenim fermentace se usazuji z roztoku; tento
jev je v pivovarnickém primyslu znam jako ,,zavéSena“ fermentace. V nasich vsazkovych poku-
sech jsme byli schopni fermentace ukon¢it, protoZe baiiky byly tfepany, a tak byly kvasinky udr-
Fovany v suspenzi a v tésném kontaktu se zasobou Zivin.

Dalsi vyznamnou charakteristikou, kterd byla zkoumana, byla schopnost kvasinek flokulovat.
Zajimalo nas zejména zjisténi rychlosti, se kterou se kvasinky usazuji, stejné jako ziskani ukaza-
tele, kdy tento konkrétni kmen kvasinek za¢ne flokulovat. Obé tyto charakteristiky maji vyznam
pro pokusy s kontinualni fermentaci, protoZe hraji roli pfi udrzovani zdravé populace kvasinek ve
fermentoru s plynovym vytahem. Obr. 6.32 ukazuje kiivky usazovani kvasinek v pribé¢hu fer-
mentace. K velmi malému usazovani doglo u vzorku testovaného 24 h po zahjeni fermentace.
Flokulace je inhibovana ptitomnosti ur&itych cukrd; zndmym inhibitorem je glukdza, a proto
k flokulaci dojde, jen pokud se tento inhibitor odstrani. Ve vzorku po 40 h vsazkové fermentace
zadaly kvasinky flokulovat a odlugovat se z roztoku pfi testovani metodou popsanou v sekei 4.7.
Usazovani bylo ve viech testovanych intervalech velmi rychlé s vyjimkou intervalu 24 h, kde
k usazovani nedoglo béhem nejpomalejsiho usazovaciho pokusu, provedeného po 40 h, trvalo
kvasinkam 90 s, nez se zcela odlougily ze zafizeni. Po 71 h vyZadovalo usazeni méné nez 50 s.

Vyzkumnici predpokladaji, Ze rychlost usazovani je funkci koncentrace pevného podilu (Coe a
Clevenger, 1916). Na obr. 6.33 je vynesena rychlost usazovani pevného podilu pfi dané koncen-
traci kvasinek. Body vytvafejici tuto kfivku byly generovany metodou, kterou navrhl Kynch
(1952) pro data shroméazdéna v kazdém intervalu fermentace. Vysledky lezi na pfiblizné stejné
kiivee, coz potvrzuje stejny jev, jaky pozorovali Coe a Clevenger (1916).

Vysledky, ziskané béhem testu usazovani, naznaduji, ze superflokulentni kmen kvasinek LCC290
bude flokulovat pii specifické hmotnosti kapaliny 6 °P a niz8i. Tato hodnota miZe byt pouZzita
jako voditko pro kontinualni fermentaci, naznacujici, kde ma byt udrzovana specificka hmotnost
pseudo—ustaleného stavu, maji-li se kvasinky udrzovat flokulované. Provoz reaktoru nad 6 °P by
mohl vést k destabilizaci flokulovanych bunék a ptipadné vést k vymyti populace imobilizova-
nych kvasinek. Usazovaci charakteristiky superflokulentnich kvasinek naznaguji, Ze se populace
kvasinek bude rychle odluGovat, pokud se ponecha stagnantni. S tfifizovym bioreaktorem s ply-
novym vytahem a saci trubkou bude mozno tyto kvasinky udrzet v ob&hu, avSak v pfipadé poru-
chy systému ptivodu plynu se populace kvasinek rychle odlou¢i a piipadné bude nutno
k opétnému suspendovani pevného podilu zavést pomocné probublavéni. pro post—fermentaéni
zpracovani je tato charakteristika rychlého usazovani vyhodna, protoze pro odstranéni velkého
objemu pevného podilu je moZno pouZit separatni zafizeni pro pevné latky, jako jsou gravitacni
usazovaky. V pivovarnickém primyslu se tim snizi zatéz odstted’ovaciho zafizeni pevnym podi-
lem, a tudiz se umozni delsi b&h mezi vyprazdiiovanim nadoby odstfedivky. Je mozno o¢ekavat
men3i ztraty piva a minimalizaci cizich pachil (i kdyZz nepatrnych), dodavanych pivu odstfed’ova-
nim, v dasledku niz$i hladiny biomasy kvasinek, prochazejici odstiedivkou.
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OBR. 6.28. CELKOVA KONCENTRACE KVASINEK LCC290 PRI MICHANE VSAZKOVE
FERMENTACI PROTI DOBE FERMENTACE. TEPLOTA FERMENTACE BYLA UDRZOVANA NA 15
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OBR. 6.29. ZIVOTNOST KVASINEK, MERENO METHYLENOVOU MODRI, PROTI DOBE

FERMENTACE.

-59.



CZ 304820 B6

100
90

R E——
60 N
50 AN

40 4 0 o—20
o S~
20'\|\
10*\ \‘\

=g 1
04 —g 1 '

Carbohydrate concentration (g/L)

0 20 40 60 80
Fermentation time (h)
—o— Polysaccharides —£- Maltotetrose —i— Maltotriose
—e— Maltose —e— Glucose —A— Fructose

OBR. 6.30. PROFILY KONCENTRACE UHLOHYDRATU PROTI DOBE FERMENTACE PRO
VSAZKOVE FERMENTACE S KVASINKAMI LCC290.
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OBR. 6.31. KONCENTRACE ETHANOLU A GLYCEROLU A SPECIFICKA HMOTNOST KAPALINY

PROTI DOBE FERMENTACE PRO VSAZKOVE FERMENTACE S KVASINKAMI LCC290.
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OBR. 6.33. RYCHLOST USAZOVANI SUSPENZE KVASINEK PROTI KONCNETRACI KVASINEK.
HODNOTY PRO TENTO DIAGRAM BYLY ZiSKANY V RUZNYCH FERMENTACNICH

INTERVALECH.

6.3. Hodnoceni technologie plynového vytahu pro kontinuélni fermentaci piva

ru s plynovym vytahem pfi kontinualnim provozu s pouzitim k—karagenanovych gelovych perli-
¢ek k zachyceni kvasinek Saccharomyces carlsbergensis (popsany v sekci 6.2.1). Kromé& toho
bylo na$im pfanim zjistit, zda je moZno v takovém systému produkovat lezak severoamerického
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typu s pfijatelnou kvalitou chuti. Rozhodli jsme se také stanovit minimélni dobu zdrZeni, nutno
pro uplné prokvaseni sladiny s vysokou hmotnosti (17,5 °P), jakoZ i stanovit pracovni rozmezi
pro kyslik v systému kontinudlni fermentace.

Minimélni doba zdrzeni, pti které byly spotiebovany viechny cukry ze sladiny, byla 24 h. To je
mozno srovnat s klasickou dobou vsazkové fermentace 5 az 7 dni. Koncentrace rozpusténého
kysliku, méfena zabudovanou Ingoldovou kyslikovou sondou v bioreaktoru, byla blizka nule bez
ohledu na kyslik pfiddvany k probublavacimu plynu (pohybujici se od 0 do 20 % obj.). To ukazu-
je, ze kyslik, dodavany do sladiny, byl bud’ rychle spotfebovan kvasinkami, nebo byl prost¢ vy-
pustén v odplynu. MnoZstvi volnych kvasinek v prepadu piva bylo fadu 10® bungk na ml mladi-
ny. Mnozstvi vicinalnich diketonii, diacetylu a 2,3—pentandionu, stejné jako mnoZstvi acetalde-
hydu, klesalo se snizujicim se pom&rem kysliku v probublavacim plynu (obr. 6.34 a 6.35). Ne-
zdalo se, ze by naméfené estery (ethylacetat a isoamylacetat) a vyssi alkoholy (propanol, isobuta-
nol, isoamylalkohol) byly ovlivnény zménou dodéavky kysliku (obr. 6.36).

Obr. 6.37 srovnava rizné chut'ové aktivni slouceniny ve dvou hotovych zkusebnich pivech, pro-
dukovanych s kontinudlnim systémem imobilizovanych kvasinek, s kontrolnim pivem, vyrobe-
nym primyslové (vsazkova fermentace s volnymi kvasinkami). Mezi kontinudlné fermentova-
nym pivem a kontrolou byly konzistentng pozorovany ur€ité rozdily v esterech (ethylacetat, iso-
amylacetat) a ve vysSich alkoholech (propanol) bez ohledu na velikost dodavky kysliku. Chut
hotového piva, vyrobeného s2 % kysliku, byla zkuSenym chutovym panelem posouzena jako
blizka kontrolnimu pivu (primyslovému produktu). Pivo, vyrobené s 20 % kysliku vSak bylo

posouzeno jako nepfijatelné se znamkami oxidace pachu a s ,,papirovou” a ,,vinnou* chuti.

V pseudo—ustaleném stavu byl pilotni bioreaktor s dobou zdrzeni 24 h v provozu 6 tydni. ,Mla-
dé“ pivo mélo pfijatelny profil pachu a nebyly zaznamenany vétsi defekty (sirny pach). MnoZstvi
kysliku v probubléavacim plynu se v t&chto experimentech ukézalo byt kritickym prvkem. Nejlep-
§i chutovy profil méla piva vyrabéna s 2 az 5 % kysliku v probubldvacim plynu. Tento kriticky
kontrolni bod vyZaduje dal$i pozornost se soustfedénim na pfesnéjsi metody méfeni kysliku a
méfeni provadéné na vétsi sadé prefermentaénich a post—fermentaCnich analyti.

V tradiéni vsazkové primarni fermentaci se do sladiny davkuje kyslik pfedtim, neZ je pfevedena
do fermentoru. Po inokulaci média koncentrace rozpusténého kysliku rychle klesa s tim, jak je
kvasinky konzumuji (prvnich 24 h fermentace, kdy dochazi k ristu kvasinek). Zbytek fermentace
se proto provadi za prevazné anaerobnich podminek. Pouziti kontinualniho homogenniho systé-
mu pro primérni fermentaci tuto zménu koncentrace kysliku v ¢ase neumoZiiuje. Z toho divodu
muiZe byt velmi obtizné dosahnout tplného vyrovnani chuti piva, produkovaného kontinualni a
vsazkovou fermentaci.

Bez ohledu na tyto rozdily bylo s konfiguraci bioreaktoru, testovanou v tomto po¢atenim hod-
noceni, produkovano pivo s nepfijatelnou kvalitou chuti a analytickym profilem. S pouzitim bi-
oreaktoru s plynovym vytahem s relativng malymi perli¢kami (~1 mm) bylo moZno zvysit obje-
movou produktivitu reaktoru zkricenim doby primarni fermentace o nékolik dni. Hladina bioma-
sy, uvolnéné v odchazejicim pivu, ukazala, Ze uroveii ristu kvasinek v bioreaktoru s imobilizova-
nymi kvasinkami je za podobnych podminek ekvivalentni jako u vsazkové fermentace s volnymi
kvasinkami. Tato pozorovani potvrzuji zavislost tvorby chuti na urovni ristu kvasinek. Tim Ize
vysvétlit nezdar predchozich pokusi o vyrobu pfijatelného piva s imobilizovanymi systémy
s omezenym riistem kvasinek. Pfivod regulované plynné smési miize byt vyznamnym nastrojem
pfi jemném nastavovani organoleptickych vlastnosti piva pfi kontinualnich fermentacich s imobi-
lizovanymi kvasinkami.

Vysoké hladina diacetylu v odchéazejici kapaling byla pozorovana téZ dal$imi vyzkumniky (Vir-
kajarvi & Pohjala, 1999; Kronlof et al., 2000). V leZacich severoamerického typu je cilova hladi-
na diacetylu 30 pg/l, oproti 400 az 800 pg/l v odchazejici kapalin€ z kontinualni fermentace.
Pouzitim tradiéni technologie zrani (zrani za studena pfi 2 °C po dobu 14 dni) se obsah diacetylu
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sniZil do Zédouciho rozmezi, ale na tkor celkové produktivity procesu. PouZiti technologie rychlé
sekundarni fermentace, zmin&né v kapitole 2, napomizZe sniZeni diacetylu bez vyznamného sni-
Zeni produktivity (2-hodinovy proces). Naklady navic vsak mohou byt neéinosné a ne vsichni
pivovarnici mohou byt ochotni vystavovat pivo vysokym teplotam (80 aZ 90 °C).
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OBR. 6.34. KONCENTRACE VICINALN{CH DIKETONU PROTI PROCENTU KYSLIiKU

V PROBUBLAVACIM PLYNU. FERMENTACE BYLY PROVADENY V 50L SYSTEMU S PLYNOVYM
VYTAHEM, PLNENEM 40 % (OBJ.) KARAGENANOVYCH GELOVYCH PERLICEK. CELKOVA
RYCHLOST PROBUBLAVACIHO PLYNU BYLA UDRZOVANA KONSTANTNE NA 6,4 SCFH. DOBA

ZDRZENI BYLA 24 HODIN.
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OBR. 6.35. KONCENTRACE ACETALDEHYDU PROTI PROCENTU KYSLiKU V PROBUBLAVACIM
PLYNU. FERMENTACE BYLY PROVADENY V 50L SYSTEMU S PLYNOVYM VYTAHEM, PLNENEM
40 % (OBJ.) KARAGENANOVYCHGELOVYCHPERLICEK. CELKOVA RYCHLOST
PROBUBLAVACIHO PLYNU BYLA UDRZOVANA KONSTANTNE NA 6,4 SCFH. DOBA ZDRZEN{

BYLA 24 HODIN.
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OBR. 6.36. KONCENTRACE ESTERU A PRIBOUDLINOVYCH ALKOHOLU PROTI PROCENTU
KYSLIKU V PROBUBLAVACIM PLYNU. FERMENTACE BYLY PROVADENY V 50L SYSTEMU

S PLYNOVYM VYTAHEM, PLNENEM 40 % (OBJ.) KARAGENANOVYCH GELOVYCH PERLICEK.
CELKOVA RYCHLOST PROBUBLAVACIHO PLYNU BYLA UDRZOVANA KONSTANTNE NA 6,4

SCFH. DOBA ZDRZEN{ BYLA 24 HODIN.

-64 -



20

25

CZ 304820 B6

Acetaidehyde

Diacetyt (ppb) Ethyl acetate

Isoamyl alcoho! Isopropanol

Isoamy acetate x 10 Isobutanol

|===Control —® - 2% oxygen = & = 20% oxygen == Taste threshold [

OBR. 6.37. POROVNAN{ DOKONCENEHO PRODUKTU VYROBENEHO S 2% KYSLIKU A 20 %
KYSL{KU V PROBUBLAVACIM PLYNU OPROTI PRUMYSLOVE VYROBENEMU PIVU A CHUTOVYM
PRAHUM. PRO PRODUKTY KONTINUALNf FERMENTACE BYLY FERMENTACE PROVADENY

V 50L SYSTEMU S PLYNOVYM VYTAHEM, PLNENEM 40 % (OBJ.) KARAGENANOVYCH
GELOVYCH PERLICEK. CELKOVA RYCHLOST PROBUBLAVACIHO PLYNU BYLA UDRZOVANA

KONSTANTNE NA 6,4 SCFH. DOBA ZDRZENI BYLA 24 HODIN.

6.4. Rychlosti michani a cirkulace pfi fermentacich v tfifdzovém bioreaktoru s plynovym vyta-
hem a saci trubkou

Michaci experimenty byly provadény s pouZitim metody néstiku kyseliny, popsané v sekci 4.8.
Tato faze experimentli méla dva cile. Nejprve jsme chtgli zjistit, zda je systém s plynovym vyta-
hem dobfe michan, vypoctenim rychlosti cirkulace kapaliny a vysledné doby michani pro rizné
imobilizaCni nosi¢e pfi riznych povrchovych rychlostech fluidiza&niho plynu. Rozdil oproti po-
kusim popsanym v literatufe spodival v tom, Ze cely experiment byl provadén na skuteném
fermenta¢nim médiu s aktivnimi kvasinkami misto na modelovych roztocich (systémy voda—
pevna latka—plyn). Tyto michaci systémy byly zaméfeny také na vypolet povrchovych rychlosti
kapaliny, které by mohly byt pouzity pro budouci zvétseni méftitka pilotniho systému.

6.4.1 Kalibrace sond

pH sonda, pouzivana ve studiich michani, byla kalibrovana pomoci metody popsané v sekci 4.8.
4-20 mA signal, vysilany pH sondou, byl veden pies 250ohmovy rezistor a transformovéan na 1—
5 voltovy signal, ktery mohl byt zaznamenén $titkem pro sbér dat (data acquisition card; DAC).
pH sonda byla postupné ponofovana do téchto pufrii: pufr o pH 4,6, pufr o pH 4,0, pufr o pH 5,0,
pufr o pH 6,0 a nakonec do pufru o pH 7,0 (Beckmanovy osvédené standardy, Cole Parmer).
Obr. 6.38 uvadi data ziskana sbémym systémem pro reakei Ingoldovy pH sondy na 5 standard-
nich pH roztokd. Obr. 6.39 predstavuje kalibratni k¥ivku pH sondy, na niz je vynesena skutedna
hodnota pH proti naméfenému napéti signalu. Optimalni kalibra&ni kfivka pro tento systém (ko-
relaéni koeficient 0,9996) byla definovana pomoci rovnice:
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pH = 3,68 x napéti — 3,53 (6.1)

Ziskana data o michani byla transformovana pomoci rovnice 6.1, aby odrazela skute¢né hodnoty
pH naméfené uvnitt bioreaktoru s plynovym vytahem.

Byla rovnéz méfena doba reakce pH sondy na zménu pH. Obr. 6.40 az 6.43 znazortiuji typickou
odpovéd’ pH sondy na riizné skokové zmény pH, konkrétné 0,6, 1,2, 2,3 a 3,4 jednotek. Pivodni
data byla prizpisobena pulsové funkci pomoci zabudovaného software pro zobrazovani a analyzu
dat TableCurve 2D (Jandel Scientific). Vysledné proloZeni kiivky mélo vzdy korela¢ni koeficient
vyssi nez 0,994. Z t&chto kfivek byla vypodtena doba, za kterou sonda reaguje na 98 % skoko-
vych zmén (doba reakce), a byla vynesena proti skokové zméné pH (obr. 6.44). V testovanych
rozmezich doba reakce klesala se skokovou zménou pH. Pro nejmensi skokovou zménu 0,6 byla
reakce pH sondy ~ 6,4 sekund. Pro skokovou zménu pH 3,4 doba reakce klesla na asi 4,2 sekund.

Tento typ charakterizace sondy je vyznamny, zejména jestlize se systém pouziva pro hodnoceni
doby michani a rychlosti cirkulace. Sonda by méla mit kratkou dobu reakce, aby mohla pfi méfte-
ni odrazet zmény v médiu. Doba reakce pH sondy musi byt zejména mensi neZ je rychlost cirku-
lace v reaktoru, ma-li byt pfi tomto méfeni pouZzivana presné. Kvazi—okamzita reakce vak neni
nutna, protoze mirné zpozdéni odpovédi se prosté odrazi v naslednych méfenich rychlosti cirku-
lace, a tudiz se vynuluje.

3.00
2.90
2.80
2.70
2.60
2.50
2.40
2.30
2.20
2.10
2.00

Voltage (V)

0 50 100 150 200 250 300

Time (s)

OBR. 6.38. PUVODN{ DATA ZiSKANA SBERNYM SYSTEMEM PRO ODPOVED INGOLDOVY PH
SONDY NA RUZNE ROZTOKY PUFRU PROTI CASU. FREKVENCE SBERU BYLA 50 HZ PRO

CELKEM 15000 BODY.
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OBR. 6.39. KALIBRACNI KRIVKA PH SONDY, PREDSTAVUJICI PH V ZAVISLOSTI NA
NAMERENEM NAPETI (V). OPTIMALNI CARA ODPOVIDA ROVNICI: PH = 3,68 X NAPETI — 3,53

S KORELACNIM KOEFICIENTEM 0,9996. (N=2500).

[PulseCum] y=a+b(1-exp(-(x-din(1-29-5/2)-c)/d))?
12=0.99403904 Fstat=082693.45
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OBR. 6.40. TYPICKA DATA DOBY REAKCE PH SONDY NA SKOKOVOU ZMENU PH ~0,6.
REAKCE BYLA UPRAVENA POMOC SOFTWARE TABLECURVE. OPTIMALNI{ PULSNi FUNKCE

MELA KORELACNf KOEFICIENT 0,995,
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[PulseCum] y=a+b(1-exp(-(x-din(1-20-5/2)-c)/d))?
12=0.99862329 Fstat=3625884.6
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OBR. 6.41. TYPICKA DATA DOBY REAKCE PH SONDY NA SKOKOVOU ZMENU PH ~1,2.
REAKCE BYLA UPRAVENA POMOCi SOFTWARE TABLECURVE. OPTIMALNI PULSNi FUNKCE

MELA KORELACN{ KOEFICIENT 0,999.
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[PulseCum] y=a+b(1-exp(-(x-din(1-20 5/2)-¢c)/d))?

r2=0.99871074 Fstat=3872162.7
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OBR. 6.42. TYPICKA DATA DOBY REAKCE PH SONDY NA SKOKOVOU ZMENU PH ~2,3.

REAKCE BYLA UPRAVENA POMOCI SOFTWARE TABLECURVE. OPTIMALNI PULSNi FUNKCE

MELA KORELACNi KOEFICIENT 0,999,

35
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N
[4,]

15

[PulseCum] y=a+b(1-exp(-(x-din{1-20.5/2)-c)/d))?
12=0.99948433 Fstat=0688579.1
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OBR. 6.43. TYPICKA DATA DOBY REAKCE PH SONDY NA SKOKOVOU ZMENU PH ~3,4.

REAKCE BYLA UPRAVENA POMOCI SOFTWARE TABLECURVE. OPTIMALN{ PULSNi FUNKCE

MELA KORELACNI KOEFICIENT 0,999,
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OBR. 6.44. DOBA REAKCE INGOLDOVY PH SONDY NA SKOKOYOU ZMENU (N = 3). SONDY
BYLY PONORENY DO PUFRU S VY$S§iM PH A PAK IHNED VYSTAVENY PUFRU § NIZSiM PH 4,0.
PRO KAZDOU KRIVKU ODPOVEDI BYLA IDEALNI KRIVKA POUZITA PRO VYPOCET DOBY

NUTNE K TOMU, ABY SONDA DOSAHLA 98 % SKOKOVE ZMENY.

6.4.2. Doba michani a rychlosti cirkulace

Experimenty, tykajici se doby michani a rychlosti cirkulace, byly provadény na tiech typech fer-
mentace s imobilizovanymi kvasinkami. Experimenty byly provadény v 501 pilotnim bioreaktoru
se saci trubkou na modelovém vodném roztoku, neobsahujicim pevny podil, a pak na fermentacni
7ivné piidé se specifickou hmotnosti 2,7 °P, obsahujici bud’ x—karagenanové gelové perlicky,
superflokulentni kvasinky LCC290 nebo stfedng flokulentni kvasinky LCC3021. Obr. 6.45 a 6.46
jsou vzorkova zobrazeni surovych dat, ziskanych pomoci systému pH sond po nastfiku pulsu
kyseliny (metoda popsané v sekci 4.8). Obr. 6.45 znazorfiuje reakci pH sondy na nasttik kyseliny
do vodného roztoku, neobsahujiciho pevny podil, zatimco obr. 6.46 znazoriiuje odpovéd’ na na-
stiik kyseliny do fermenta¢niho média obsahujiciho vysoce flokulentni kvasinky LCC290. Signa-
ly byly pFizptisobeny ttlumové sinusoidé a pro odpovidajici reakce byl vypocten korelaéni koefi-
cient 0,96, resp. 0,90. Parametry ,,b* a ,,c* v diagramech odpovidaji hodnotam ,,a“ a L0 uvede-
nym v Gtlumové sinusoidé (3.1). Tyto numerické hodnoty byly pouzity v rovnicich 3.2 a 3.3.
k vypoétu rychlosti cirkulace a doby michani pro dany systém. Zbyla data o michani a ziskani
kiivky pro vsechny experimenty jsou uvedeny v pfiloze B.

Obr. 6.47 a 6.48 piedstavuji grafy doby michani a rychlosti cirkulace pro nastfik kyseliny do
vodného roztoku neobsahujiciho pevny podil. Obr. 6.49 a 6.50 predstavuji odpovidajici grafy pro
michaci experimenty s vysoce flokulentnimi kvasinkami LCC290, zatimco vysledky michacich
testli s k—karagenanem jsou zobrazeny na obr. 6.51 a 6.52. Kone&né doby michani a doby cirku-
lace pro stfedné flokulentni kvasinky LCC3021 jsou zobrazeny na obr. 6.53 a 6.54. Bez ohledu
na typ testované pevné latky jak doba michani, tak rychlost cirkulace klesala s odpovidajicim
vzristem povrchové rychlosti plynu. Vztah mezi rychlosti cirkulace a povrchovou rychlosti kapa-
liny pro viechny testované systémy odpovidal rovnici 3.11, kterou navrhli Kennard a Janekah
(1991). Doba michani se vztahem danym rovnici 3.11 fidila u systému voda/zadny pevny podil a
systému k—karagenanovych gelovych perlicek. Oba systémy s flokulentnimi kvasinkami jako
imobilizadni matrici nevykazovaly s teoretickym modelem Kennard a Janekah silnou korelaci.
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Systémy LCC290 a LCC3021 mély pocatecni dobu michani (nez povrchova rychlost plynu pie-
krocila 4 mm/s) nizsi, nez model pfedpoklada. Rychlost poklesu doby michani se viak pti povr-
chovych rychlostech plynu vétsich nez 4 mm/s zpomalila pii niZSich hodnotdch modelu. Tabulka
6.1 poskytuje odvozené rovnice pro dobu cirkulace a dobu michani na zakladé jejich vztahu
k povrchové rychlosti plynu.

Obr. 6.55 znizoriiuje vztah doby michani proti povrchové rychlosti plynu pro vSechny &tyfi sys-
témy. Scénat voda/zadny pevny podil vykazal nejdel$i dobu pro 98 % michani pH pulsu (cca 220
sekund pti V; 3 mm/s) a systém LCC290 prokazal nejlep$i schopnost minimalizovat u&inek pul-
su kyseliny na systém (cca 110 sekund pfi Vi, 3 mm/s). Hodnoty pro systémy s LCC3021 a x—
karagenanem byly mezi témito dvéma systémy. Pevny podil v bioreaktoru s plynovym vytahem
napomaha dispergaci tekutych prvki kapalné faze tim, Ze stimuluje tvorbu vird a podporuje koa-
xidlni michani. Superflokulentni kvasinky LCC290, i kdyZ maji stejnou néplii pevnych latek (16
% w/v) jako sttedné flokulentni kvasinky LCC3021, umoziiovaly pfi viech testovanych povrcho-
vych rychlostech plynu rychlejsi doby michani.

Obr. 6.56 zobrazuje doby cirkulace proti povrchové rychlosti plynu pro vSechny &tyfi testované
systémy. Pfi povrchové rychlosti plynu 2 mm/s se doba cirkulace pohybovala mezi 28 a 35
sekundami, pfiemZ systém voda/?adny pevny podil m&l nejvétsi rychlosti cirkulace a systém
LCC290 vykazoval nejmensi rychlost cirkulace. P¥i vyssich rychlostech plynu se rozdil mezi
vSemi 4 systémy sniZil na pfiblizné 3 sekundy. Pfi viech testovanych rychlostech viak systém
LCC290 vykazoval mirné nizsi rychlosti cirkulace, zatimco systém voda/zadny pevny podil mél
nejvetsi rychlost cirkulace.

Obr. 6.57 znazoriiuje vztah mezi povrchovou rychlosti plynu a povrchovou rychlosti kapaliny.
Pro vypocet povrchové rychlosti kapaliny pro danou rychlost cirkulace a typ pevné latky byla
pouZita rovnice 3.7, kterou navrhli Livingston a Zhang (1993). Povrchova rychlost kapaliny
vzristala s odpovidajicim vzristem povrchové rychlosti plynu. Systémy LCC3021 a voda/zadny
pevny podil mély podobny trend, zatimco systémy s LCC290 a k—karagenanem vykazovaly urdi-
tou podobnost. Na kfivky povrchové rychlosti kapaliny proti povrchové rychlosti plynu na obr.
6.57 byla aplikovana modelova rovnice, kterou navrhli Kennard a Jenekah. Na obr. 6.58 je vyne-
sena experimentdln€ vypoctend povrchova rychlost kapaliny proti teoreticky vypoétené povrcho-
vé rychlosti kapaliny s pouzitim rovnice 3.10. VSechny &tyfi systémy s navrZenou rovnici souhla-
si, jak vyplyva z linearni funkce se smérnici 1 a po¢atkem y = 0. Tabulka 6.1 uvadi korelace,
které byly odvozeny pro systémy, testované v této vyzkumné praci.
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Rank 1 Eqn 8001 [UDF 1] y=Sine_decay(a,b.c.d)
12=0 96404262 DF Adjr’=0.86402494 FitStdEm=0.033051896 Fstat=73121.512
2=0.56210072 b=0.015274599
¢=0.2241719 d=2.1690391
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OBR. 6.45. UDAJE O REAKCI PH SONDY V 50L BIOREAKTORU S PLYNOVYM VYTAHEM A SACI
TRUBKOU. DO VODNEHO ROZTOKU NEOBSAHUJICIHO PEVNY POD{L BYL NASTRIKNUT PULS
KYSELINY. POVRCHOVA RYCHLOST PLYNU BYLA NASTAVENA NA 1,94 MM/S. POVODNIMI

DATY BYLA PROLOZENA UTLUMOVA SINUSOIDA. KOEFICIENT KORELACE BYL 0,96.
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Rank 1 Eqn 8001 [UDF 1] y=Sine_decay(a,b,c,d)
r2=0.89998615 DF Adjr2=0.88993725 FitStdEr=0.016230014 Fstat=24545.221
2=0.28431857 b=0.040116063
¢=0.17953968 d=2.4564802
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OBR. 6.46. UDAJE O REAKCI PH SONDY V SOL BIOREAKTORU S PLYNOVYM VYTAHEM A SAC

TRUBKOU. DO FERMENTACNIHO MEDIA OBSAHUJICIHO VYSOCE FLOKULENTNI KVASINKY

LCC290 BYL NASTRIKNUT PULS KYSELINY. POVRCHOVA RYCHLOST PLYNU BYLA

NASTAVENA NA 1,94 MM/s. POVODNIMI DATY BYLA PROLOZENA UTLUMOVA SINUSOIDA.

KOEFICIENT KORELACE BYL 0,90,

-73-



CZ 304820 B6

300

250 i

0O
2 0 e
E
S 150
(=]
[~
® 100
=

50

O T T T
0 2 4 6 8

Superficial gas velocity (mm/s)

& Experimental - Theoretical

OBR. 6.47. DOBA MiCHANI PROTI POVRCHOVE RYCHLOSTI PLYNU V 50L BIOREAKTORU
S PLYNOVYM VYTAHEM A SACi TRUBKOU. DO VODNEHO ROZTOKU NEOBSAHUJICIHO PEVNY
PODIL BYL NASTRIKNUT PULS KYSELINY. DOBA MICHANi ODPOVIDA DOBE NUTNE PRO

ANULACI 98% SKOKOVE ZMENY. (N =3)
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OBR. 6.48. DOBA CIRKULACE PROTI POVRCHOVE RYCHLOSTI PLYNU V 50L BIOREAKTORU

S PLYNOVYM VYTAHEM A SACI TRUBKOU. DO VODNEHO ROZTOKU NEOBSAHUJICIHO PEVNY

PODIL BYL NASTRIKNUT PULS KYSELINY. (N=3)
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OBR. 6.49. DOBA MiCHANI PROTI POVRCHOVE RYCHLOSTI PLYNU V 50L BIOREAKTORU

S PLYNOVYM VYTAHEM A SACI TRUBKOU. DO FERMENTACNIHO MEDIA OBSAHUJICIHO
VYSOCE FLOKULENTN{ KVASINKY LCC290 (VELIKOST VLOCKY > 1,0 MM) BYL NASTRIKNUT
PULS KYSELINY. DOBA MICHANI ODPOVIDA DOBE NUTNE PRO ANULACI 98 % SKOKOVE

ZMENY. (N=3)
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OBR. 6.50. DOBA CIRKULACE PROTI POVRCHOVE RYCHLOSTI PLYNU V S0L BIOREAKTORU
S PLYNOVYM VYTAHEM A SACi TRUBKOU. PULS KYSELINY BYL NASTRIKNUT DO
FERMENTACNIHO MEDIA OBSAHUJICIHO VYSOCE FLOKULENTNI KVASINKY LCC290

(VELIKOST VLOCKY > 1,0 MM). (N =3)

=75 -



Cz 304820 B6

250

_ 200

by 2

g 150 & $

2 100

X

= 50

0 T T T
0 2 4 6 8

Superficial gas velocity (mm/s)
¢ Experimental Theoretical

OBR. 6.51. DOBA MiCHANI PROTI POVRCHOVE RYCHLOSTI PLYNU V S50L BIOREAKTORU
S PLYNOVYM VYTAHEM A SACi TRUBKOU. PULS KYSELINY BYL NASTRIKNUT DO
FERMENTACNIHO MEDIA OBSAHUJICiHO KVASINKY LCC3021, IMOBILIZOVANE V k=~
KARAGENANOVYCH GELOVYCH PERLICKACH (VELIKOST PERLICEK 1 aZz 2 MM). DOBA

MiCHANI ODPOVIDA DOBE NUTNE K ANULACI 98 % SKOKOVE ZMENY. (N=3)
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OBR. 6.52. DOBA CIRKULACE PROTI POVRCHOVE RYCHLOSTI PLYNU V 50, BIOREAKTORU
S PLYNOVYM VYTAHEM A SACI TRUBKOU. PULS KYSELINY BYL NASTRIKNUT DO
FERMENTACNIHO MEDIA OBSAHUJICIHO KVASINKY LCC3021, IMOBILIZOVANE V k-

KARAGENANOVYCH GELOVYCH PERLICKACH (VELIKOST PERLICEK 1 a% 2 MM). (N = 3)

300
250 ™
w
~ 200 \T‘
g LI =
= 150
o
c
= 100
=
50
O 1 T ¥
0 2 4 6 - 8
Superficial gas velocity (mm/s)
¢ Experimental ——- Theoretical

OBR. 6.53. DOBA MiICHANi PROTI POVRCHOVE RYCHLOSTI PLYNU V 50L. BIOREAKTORU
S PLYNOVYM VYTAHEM A SACi TRUBKOU. PULS KYSELINY BYL NASTRIKNUT DO
FERMENTACNIHO MEDIA OBSAHUJICIHO STREDNE FLOKULENTNI KVASINKY LCC3021

(VELIKOST VLOCKY < 0.5 MM). DOBA MiCHANi ODPOVIDA DOBE NUTNE K ANULACI 98 %
SKOKOVE ZMENY. (N = 3)
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OBR. 6.54. DOBA CIRKULACE PROTI POVRCHOVE RYCHLOSTI PLYNU V 50L. BIOREAKTORU
S PLYNOVYM VYTAHEM A SACI TRUBKOU. PULS KYSELINY BYL NASTRIKNUT DO
FERMENTACNIHO MEDIA OBSAHUJICIHO STREDNE FLOKULENTNI KVASINKY LCC3021

(VELIKOST VLOCKY < 0.5 MM). (N=3)
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OBR. 6.55. DOBA MiCHANf PROTI POVRCHOVE RYCHLOSTI PLYNU V 50L. BIOREAKTORU
S PLYNOVYM VYTAHEM A SACi TRUBKOU. PULS KYSELINY BYL NASTRIiKNUT DO
FERMENTACNIHO MEDIA OBSAHUJICIHO RUZNE PEVNE LATKY. DOBA MICHANI ODPOVIDA

DOBE NUTNE K ANULACI 98 % SKOKOVE ZMENY. (N = 3)
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OBR. 6.56. DOBA CIRKULACE PROTI POVRCHOVE RYCHLOSTI PLYNU V SOL BIOREAKTORU
S PLYNOVYM VYTAHEM A SACi TRUBKOU. PULS KYSELINY BYL NASTRIKNUT DO

FERMENTACNIHO MEDIA OBSAHUJICIHO RUZNE PEVNE LATKY. (N =3)
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OBR. 6.57. POVRCHOVA RYCHLOST KAPALINY (MM/S) PROTI POVRCHOVE RYCHLOSTI
PLYNU (MM/S) PRO CTYRI TESTOVANE SYSTEMY — KVASINKY LCC3021, KVASINKY LCC 290,
KARAGENANOVE GELOVE PERLICKY A SYSTEM VODA/ZADNY PEVNY PODIL. TESTOVANi
BYLO PROVADENO UVNITR 50L PILOTNiHO BIOREKTORU S PLYNOVYM VYTAHEM A SACI

TRUBKOU.
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OBR. 6.58. TEORETICKA POVRCHOVA RYCHLOST KAPALINY (MM/S) PROTI
EXPERIMENTALNi POVRCHOVE RYCHLOSTI KAPALINY (MM/S) PRO CTYRI TESTOVANE
SYSTEMY. TEORETICKA HODNOTA BYLA VYPOCTENA S POUZITIM VZTAHU, KTERY NAVRHLI
KENNARD A JANEKAH (1991): Vg V" LINEARNi KRIVKA MELA SMERNICI 1 A PRUSECIK

y=0.
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Tabulka 6.1. Souhrn vypod&tenych korelaci pro dobu michani, rychlost cirkulace a povrchovou
rychlost kapaliny pro Ctyfi testované systémy

doba michani rychlost cirkulace povrchova rychlost
kapaliny
voda/zadny pevny  t,=336.04 Vsg*  t=37.94 Vgg " Vs1=189.06Vsg =

podil

kvasinky LCC290  t,=181.55 Vsg™*  =44.67 Vsq™* Vs=134.75Vg> 41
x-karagenanovy gel  tw=254.68 Vsg®*  t=41.73 Vs * Vs1=171.92Vg?®
kvasinky LCC3021  t,=322.07 Vsg™*  £=37.90 V¢ * Vs1=158.12Vsc>*

Pro povrchovou korelaci kapalin navrhli Kennard a Janekah (1991) exponent 0,41 v destilované
vodé a 0,64, pokud roztok obsahoval karboxymethylcelulézu a ethanol. Systémy LCC290 a
LCC3021 mély exponent 0,419, resp. 0,427, zatimco k—karagenanovy systém a systém voda/Zad-
ny pevny podil mély exponent 0,283.

Zakladni predpoklad u technologie s plynovym vytahem a saci trubkou je, Ze systém je schopen
poskytnout adekvétni michani, tak, aby prvek tekutiny, opoust&jici reaktor, byl dokonale promi-
chan. Pfi provozu 501 pilotnich systémi jako kontinualnich fermentori bylo do spodku reaktoru
nastiikovano erstvé zivné médium s prutokem 36 ml/min do celkového objemu reaktoru 50 1. To
pfedstavuje priblizné 1000-nasobné ziedéni sloZek suroviny. Pfi michacich charakteristikich
vypoctenych pro systém s kvasinkami LCC290 je prvek tekutiny michan v asi 3 smy¢kéch cirku-
lace v reaktoru, zatimco pro rezim voda/zadny pevny podil je tfeba 10 smy&ek cirkulace v reak-
toru. Doba zdrzeni (24 h) je navic piiblizn€¢ 1000krat vétsi neZ doba michani (180 s). Rychlé mi-
chéni kombinované se zfedénim Zivin v systému a velkym rozdilem mezi dobou michani a dobou
zdrzeni ukazuje na adekvatn€ michany systém. Pivodni premisa pro pouziti bioreaktoru s plyno-
vym vytahem byla, Ze poskytuje idedlné michané prostiedi pro fermentaci piva. Vysledky micha-
cich studif, provadénych na vSech tfech fermentacnich nosigich, tento ptedpoklad potvrzuji.

6.5. Hodnoceni né€kolika imobiliza¢nich metod kontinulni primarni fermentace v systému
s plynovym vytahem

Kontinualni fermentace byly provadény v 501 pilotnim bioreaktoru s plynovym vytahem a saci
trubkou s pouZitim tf{ typd imobilizaénich nosiél — k—karagenanovych gelovych perli¢ek, super-
flokulentnich kvasinek LCC290 a stfedné flokulentnich kvasinek LCC3021. V3echny fermentace
byly na poCatku naockovany stejnou trovni kvasinkového inokula (4 g/1) a jako Zivné médium
byla pouZita priimyslova lezdkova sladina. Fermentace byly zah4jeny vsazkové, aby byla umoz-
néna rychla redukce cukrii ve slading a aby byl podpofen rist kvasinek ve fermentoru. V piipadé
flokulentnich kvasinek tato vsazkova faze umoznila vytvofeni vlogek kvasinek, které pak mohly
byt v bioreaktoru zadrzeny i po zahdjeni kontinualni faze. Jakmile klesla Groveri diacetylu ve
fermentalni kapalin€ pod 30 pg/l, byl zahajen kontinuélni pfivod sladiny. Nasledujici sekce po-
drobnéji popisuji fermentaéni analyzy, ziskané u t&chto ti typl imobiliza&nich matric.

6.5.1. Pouziti x—karagenanovych gelovych perli¢ek: Zachyceni

Pouziti k—karagenanovych gelovych perli¢ek jako imobilizaéni matrice napomohlo hodnoceni
pouzitelnosti technologie plynového vytahu pro kontinualni primarni fermentaci piva (sekce 6.3).
Bylo jest¢ nutno zhodnotit, zda muzZe takovy systém béZet delsi dobu (az 2 mésice) bez vétsich
provoznich potiZi, jako je nestabilita fermentace a kontaminace. Provozni parametry tohoto fer-
menta¢niho pokusu jsou znazornény na obr. 6.59. Povrchova rychlost plynu oxidu uhli¢itého byla
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nastavena na 5,5 mm/s a v tomto probublavacim plynu bylo do reaktoru pfivadéno 0,9 mm/s
vzduchu. Rychlost oxygenace byla proto nastavena na 3 % celkového probublévaciho plynu,
v souladu s vysledky v sekci 6.3, které naznacuji, Ze pfednostni pivo je produkovano, jestlize se
do systému ptivadi 2 az 5 % kysliku. Teplota fermentace byla regulovana na 15 °C. Mezi daty Ize
pozorovat urgitou fluktuaci, ktera se vztahuje k charakteru kontrolni smyc¢ky, ktera byla pouZita.

Obr. 6.60 ptedstavuje vyvoj volné populace kvasinek v Case a Zivotnost kvasinek. Zivotnost zi-
stavala béhem celé 2mési¢ni fermentace relativné vysoka s doCasnym poklesem naméfenym ko-
lem 200 hodin. To odpovida bodu tésné pfed zahajenim kontinualniho pfivodu sladiny. Pfi vsaz-
kové fermentaci je obvyklé, ze Zivotnost na konci fermentace klesa, protoze kvasinky maji nedo-
statek zivin. Jakmile byl zahajen kontinualni pfivod sladiny, Zivotnost opét stoupla nad 90 %.
Populace volnych kvasinek byla béhem prvnich 400 hodin fermentace nizka a pak, v priibéhu
dal3ich 300 hodin, stoupla asi desetkrat z cca 100 miliond bun€k na ml na cca 1,5 miliardy bun€k
na ml. Jakmile byla na této maximalni koncentraci, uchovavala si populace volnych kvasinek tuto
hodnotu pseudo—ustaleného stavu po zbytek doby fermentace.

Nahly vrist koncentrace volnych kvasinek je pravdépodobné spojen s populaci imobilizovanych
kvasinek. Na zag¢atku fermentace kvasinky zachycené v gelu rostou uvniti' gelu, dokud nespotfe-
buji veskery volny prostor. Jakmile jsou gelové perlicky kvasinkami vyplnény, pretéka expandu-
jici populace do kapalného média. Nase vysledky se zdaji naznaCovat, ze béhem prvnich 400
hodin rostly imobilizované kvasinky v gelu a po cca 700 hodinach uz nemély pro rist v perli¢-
kach misto, a proto zadaly uvoliiovat vét§i mnoZstvi kvasinek do fermenta¢niho média.

Tato nestabilita populace kvasinek se odrazi v profilech ethanolu a specifické hmotnosti (obr.
6.61). Béhem po&atednich 200 hodin fermentace se ofekavalo v souladu s tradi¢ni vsazkovou
kinetikou, Ze ethanol bude s ¢asem riist a specificka hmotnost bude klesat. Mezi 200 a 600 hodi-
nami dosahl ethanol plata 45 g/l a specifickd hmotnost zustala na cca 6 °P. Tento vysledek nebyl
o¢ekavan, protoze kapalina na konci fermentace by méla mit specifickou hmotnost cca 2,5 az
2,7 °P. Po asi 600 hodinach, kdyz populace volnych kvasinek pravé zhruba doséhla svého maxi-
ma, stoupla hladina ethanolu na asi 70 g/ a specifickd hmotnost sladiny poklesla na asi 2,2 °P.
Bliz3i pohled na konkrétni profily uhlohydréti v Ease (obr. 6.62) ukazuje, Ze koncentrace maltozy
se ustalila az po pfiblizn& 600 hodinach procesu. Ostatni cukry se sniZily podle o¢ekavani.

Dva dalsi kliové analyty — diacetyl a 2,3—pentandion — byly monitorovany po celou dobu 2-
mésiéniho kontinuélniho provozu (obr. 6.63). Nizké body po pfiblizné 180 hodinach odpovidajici
konci vsazkové zahajovaci faze. Jakmile byl zahdjen kontinudlni pfivod, diacetyl i 2,3-
pentandion rychle stouply na asi 500 pg/l, resp. 400 pg/l. Tento poCatecni vzrist byl oCekavan,
protoze dodavka &erstvého Zivného prostfedi by méla stimulovat rist kvasinek, a tudiz zvysit
hladinu prebytkovych metabolitd, poskytujicich diacetyl a 2,3—pentandion. Béhem celého fer-
mentaniho pokusu zistala hladina 2,3—pentandionu nad 400 pg/l, zatimco koncentrace diacetylu
v poloviné kontinualniho b&hu fermentace klesla z 500 pg/l na 275 pg/l. Tento okamZik se sho-
doval i s poklesem hladiny diacetylu pod hladinu 2,3—pentandionu, ktery byl pozorovan pti hod-
noceni proveditelnosti, popsaném v sekci 6.3.
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OBR 6.59. PROVOZNi PARAMETRY PRO FERMENTACI S KARAGENANOVOU IMOBILIZACI

V ZAVISLOSTI NA DOBE FERMENTACE.

-83-



CZ 304820 Bé6

3.00E+09 —— 100%
e  2.50E+09 - 85%
Q
® -7 2.00E+09 - - 0% 5,
tE ‘* =
$ @ 1.50E+09 5% &
g B S
S £ 1.00E+09 0% >
°
O  500E+08 25%
0.00E+00 y ; T 10%
0 200 400 600 800 1000 1200
Fermentation time (h)
—aA—Cells —e— Viability

OBR. 6.60. CELKOVA KONCENTRACE A ZIVOTNOST KVASINEK IMOBILIZOVANYCH NA k-

KARAGENANU V ZAVISLOSTI NA DOBE FERMENTACE.
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OBR. 6.61. KONCENTRACE ETHANOLU A SPECIFICKA HMOTNOST PRI KONTINUALNI
FERMENTACI S KARAGENANEM IMOBILIZOVANYMI KVASINKAMI V ZAVISLOSTI NA DOBE

FERMENTACE.
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OBR. 6.62. PROFIL UHLOHYDRATU PRI KONTINUALNi FERMENTACI S KARAGENANEM

IMOBILIZOVANYMI KVASINKAMI V ZAVISLOSTI NA DOBE FERMENTACE.
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OBR. 6.63. KONCENTRACE VICINALNiCH DIKETONTU PRI KONTINUALNi FERMENTACI

S KARAGENANEM IMOBILIZOVANYMI KVASINKAMI V ZAVISLOSTI NA DOBE FERMENTACE.
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6.5.2. Pouziti superflokulentniho kmene kvasinek: Autoflokulace

Byly provadény kontinualni fermentace s pouZitim poloprovozniho 501 bioreaktoru s plynovym
vytahem, plnéného superflokulentnimi kvasinkami LCC290, po dobu 3 mésicii. Probublavaci
plyn CO, byl nastaven na cca 2,5 mm/s a vzduch byl pfivadén v mnoZstvi cca 0,4 mm/s, aby byl
podpoten uréity riist kvasinek (odpovida to celkem 1,51 /min pfivadéného plynu, jehoz 3 % tvoii
kyslik). B&hem celého pokusu byla fermentaéni teplota v reaktoru udrzovana na cca 15 °C. Pre-
ruseni dodavky proudu nés prinutilo sniZit teplotu fermentoru po dobu tii dni (1700 h fermentace)
na 4 °C (obr. 6.64). Toto ochlazeni reaktoru bylo provedeno za Gicelem zpomaleni metabolismu
kvasinek a uchovani jejich Zivotnosti b&hem pieruseni dodavky proudu. Tato neoCekavana uda-
lost poskytla prilezitost zjistit odolnost systému vi¢i pifhodam, které mohou byt v primyslovych
situacich obvyklé. Jakmile byla dodavka elektfiny obnovena, byla teplota reaktoru znovu uprave-
nana 15 °C a fermentace pokracovala dalSich 30 dni.

Po dokondeni nab&hové fize (cca 180 h), byla do systému kontinudlné pfivadéna sladina
s pritokem 2,16 1/h, takZe doba zdrZeni pfi pracovnim objemu reaktoru 50 | byla 24 h. Po poca-
te¢ni fazi vsazky se koncentrace kvasinek zvysila a dosahla po asi 750 h fermentace 3 miliard
bunék/ml (obr. 6.65). Tato hmota kvasinek pak po asi 1000 h poklesla na pfiblizn¢ 1 miliardu
bun&k/ml a na této hladiné zistala aZ do skondeni fermentace. Zivotnost kvasinek byla po celou
dobu fermentace nad 90 % (obr. 6.65).

Koncentrace ethanolu a specifickd hmotnost fermentaéniho média dosahly pseudoustaleného
stavu kréatce po zahajeni kontinualni dodavky (obr. 6.66). Koncentrace ethanolu stoupla na pfi-
blizng 70 g/l a specifickd hmotnost kapaliny byla po zbytek fermentace cca 2,3 °P. Profily uhlo-
hydrétd na obr. 6.67 potvrzuji tento pseudo-ustaleny stav po piiblizné 270 h kontinualni fermen-
tace. Koncentrace polysacharidi klesla po asi 1400 h fermentace z cca 42 g/l na cca 33 g/1. Tento
jev byl diisledkem proménlivosti 3arzi sladiny. Protoze lezakové kvasinky nejsou schopny tyto
polysacharidy konzumovat, neméla tato anomalie Zivin sladiny vyrazny vliv na vykon primarni
fermentaéni nadoby. Tento rozdil v nefermentovaném cukerném podilu by poznal zkuSeny degu-
stator, ktery by si povsiml, Ze produkt ma ,.fidkou® konzistenci.

Koncentrace diacetylu a 2,3—pentandionu v priibhu ¢asu jsou zndzornény na obr. 6.68. Jako pfi
k—karagenanovych kontinualnich fermentacich, hladiny diacetylu a 2,3-pentandionu stouply,
jakmile byl zahajen kontinualni pfivod sladiny. Diacetyl dosahl pfiblizn€ 375 ug/l, zatimco kon-
centrace 2,3—pentandionu byla pfiblizng 600 pg/l. Tyto hladiny koncentrace se udrZely po celou
dobu fermentace az do pieruseni dodavky proudu po cca 1700 h. ProtoZe kapalina zistala ve
vsdzce 3 dny bez metabolismu kvasinek (vlivem pierudeni dodavky Zivin), sniZily se hladiny
vicinalnich diketonii. Jakmile byl piivod sladiny obnoven, vratily se diacetyl a 2,3—pentandion na
své hodnoty pseudo—-ustaleného stavu.
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OBR. 6.64. PRACOVNf PARAMETRY FERMENTACE S LCC290 v ZAVISLOSTI NA DOBE
FERMENTACE,
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OBR. 6.65. CELKOVA KONCNETRACE A ZIVOTNOST KVASINEK LCC290 V ZAVISLOSTI NA
DOBE FERMENTACE.
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OBR. 6.66. KONCENTRACE ETHANOLU A SPECIFICKA HMOTNOST KVASINEK LCC290 PRI
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OBR. 6.68. KONCENTRACE VICINALNICH DIKETONU PRI KONTINUALNi FERMENTACI

§ KVASINKAMI LCC290V ZAVISLOSTI NA DOBE FERMENTACE.

6.5.3. Pouziti stfedné flokulentnich kvasinek: Autoflokulace

Bylo provedeno nékolik fermentacnich pokusi s pouZitim stfedné flokulentniho kmene kvasinek
LLC3021 jako imobiliza¢ni matrice v poloprovoznim 501 bioreaktoru s plynovym vytahem. Stej-
né jako u obou pfedchozich zpiisobii imobilizace byla po¢ateéni koncentrace kvasinek nastavena
na 4 g/l. Témito kvasinkami byla zakvagena sladina priimyslového leziku (popséno v sekci 4.2) a
ponechana fermentovat ve vsazce, dokud nebyly zkonzumovany vSechny zkvasitelné cukry a
uroveti diacetylu neklesla pod 30 pg/l. Fermentaéni teplota byla udrZovana na 15 °C a pritok
probublavaciho plynu byl udrzovén na stejné hodnot jako u kvasinek LCC290 (povrchova plyn-
nd rychlost oxidu uhli¢itého cca 2,5 mm/s cca 0,4 mm/s vzduchu, tedy pfiblizné 3 % kysliku
v celkovém plynu) (obr. 6.69).

Tento pocateSni vsazkovy stupert umoznil flokulaci kvasinek, které tak byly snadnéji zadrzovany
systémem plynového vytahu. Na konci vsazkového nab&hu byla rychlost ptivodu sladiny nasta-
vena na 2,16 I/h, coz odpovida dobé zdrZeni cca 24 h, vztaZeno na pracovni objem reaktoru 50 1.
Populace kvasinek (obr. 6.70) vzrostla na asi 1 miliardu bun&k/ml a na této Grovni zistala pravé
pres 1000 h (mezi 500 a 1500 h béhu kontinuélni fermentace). Po cca 1500 h fermentace se popu-
lace kvasinek ndhle zdvojnasobila a pak se ustéalila na 2 miliarddch bungk/ml. Tato zmé&na popu-
lace kvasinek byla neoekavana. Zivotnost kvasinek se po celou dobu fermentace udrzovala nad
90 % (obr. 6.70).

Obr. 6.71 uvadi udaje o koncentraci ethanolu a specifické hmotnosti fermentaéniho média bdhem
3mési¢niho kontinualniho pokusu. Kratce po vsazkovém nabéhu (180 h) se koncentrace ethanolu
ustalila na 70 g/1 a specificka hmotnost dosahla minima cca 2.2 °P. Vyse diskutované nahlé zvy-
Seni populace kvasinek se neodrazilo v poklesu koncentrace ethanolu. Nejlogiét&jsi vysvétleni
pro tento vzrist populace kvasinek je, Ze vétsi ast celkové populace kvasinek vstoupila do riis-

tové faze a tak doslo k tomuto zdvojnésobeni koncentrace kvasinek. Soudasné se vzriistem kon-
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centrace kvasinek by se o¢ekaval pokles koncentrace ethanolu; to v3ak jasné nebyl tento pfipad,
protoze ethanol zdstal b&hem celého kontinualniho béhu na své hodnot€ pseudo-ustéaleného stavu
70 g/l. Zavislost profilii koncentrace uhlohydréti na dobé fermentace (obr. 6.72) odhalila stejny
zavér jako kiivky ethanolu a specifické hmotnosti. Tento béh dosahl pseudo-ustaleného stavu
pfiblizné po 250 h kontinualni fermentace.

Obr. 6.73 poskytuje kiivky koncentraci diacetylu a 2,3—pentandionu v zavislosti na dobé konti-
nualni fermentace. Stejné jako vysledky vicinalnich ketonii u k—karagenanového gelu a kvasinek
LCC290, koncentrace diacetylu a 2,3—pentandionu po vsazkové nabghové fazi stoupala a dosahla
hodnot pseudo—ustaleného stavu cca 225 pg/l, resp. 400 pg/l.
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OBR. 6.69. PROVOZNi PARAMETRY PRO FERMENTACI LCC3021 V ZAVISLOSTI NA DOBE

FERMENTACE.
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OBR. 6.70. CELKOVA KONCENTRACE A ZIVOTNOST KVASINEK LCC3021 vV ZAVISLOSTI NA
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OBR. 6.71. KONCENTRACE ETHANOLU A SPECIFICKA HMOTNOST PRI KONTINUALNi
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OBR. 6.72. PROFIL UHLOHYDRATU PRI KONTINUALNi FERMENTACI S KVASINKAMI

LCC3021V ZAVISLOSTI NA DOBE FERMENTACE.
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OBR. 6.73. KONCENTRACE VICINALNICH DIKETONU PRI KONTINUALN{ FERMENTACI
S KVASINKAMI LCC3021 v ZAVISLOSTI NA DOBE FERMENTACE.

6.5.4 Porovnani riiznych nosict

V sekcich 6.5.1 aZ 6.5.3 byly popsany vysledky fermentace s k—karagenanovymi gelovymi per-
lickami, superflokulentnimi kvasinkami LCC290 a stfedné flokulentnimi kvasinkami LCC3021
Jjako imobilizanimi matricemi. VSechny tfi nosi¢e se povazovaly za vhodné pro primarni konti-
nualni fermentaci v poloprovoznim 50! bioreaktoru s plynovym vytahem a saci trubkou. Ve
vSech tfech pripadech bylo dosaZeno doby zdrzeni kapaliny 24 h. Fermenta¢ni béhy s pouZitim
superflokulentnich kvasinek LCC290 dosahly pseudo-ustaleného stavu mnohem rychleji nez
systémy se stfedné flokulentnimi kvasinkami LCC3021 a imobilizované systémy s k—karagena-
nem. Fermentace LCC290 doséahla své maximalni koncentrace ethanolu 70 g/l po asi 250 h béhu.
Béh LCC3021 dosahl své koncentrace ethanolu v ustaleném stavu 70 g/l po cca 600 h. B€hem
kontinudlni fermentace s k—karagenanem se ethanol v priibéhu pokusu ustilil na dvou riznych
bodech. Ethanol nejprve mezi 200 a 500 h doséhl 45 g/l a pak asi po 575 h stoupl na 70 g/l a na
této koncentraci zistal do skonéeni pokusu.

Zdalo se, ze vSechny tfi fermenta¢ni systémy dosahly maximalni koncentrace volnych kvasinek
cca 1 miliarda bun€k/ml. Nekonzistence koncentrace kvasinek méla negativni dopad na produkti-
vitu ethanolu v k—karagenanovém systému (niz§i pocate¢ni koncentrace ethanolu v pseudo—-
ustaleném stavu v porovnani se systémem s kvasinkami LCC290). Koncentrace kvasinek dosa-
hovala maxima v kazdém systému v riiznych Casovych intervalech. Pro béh LCC290 doséhl
ethanol maxima mezi 500 a 1000 h kontinudlni fermentace, zatimco fermentace LCC3021 méla
maximalni pocet bun¢k mezi 1500 a 2000 h kontinualniho b&hu. Imobilizované systémy s k—
karagenanem dosahly maximalni koncentrace bunék mezi 700 a 1000 h kontinualniho provozu.

Koncentrace pseudo-ustaleného stavu pro diacetyl a 2,3—pentandion byly v téchto tfech typech
fermentace s imobilizovanymi kvasinkami — superflokulentni kvasinky LCC290, stfedné floku-
lentni kvasinky LCC3021 a kvasinky imobilizované na x—karagenanu — rozdilné. Pro fermentaci
LCC290 se diacetyl ustalil na 375 ug/l, zatimco pfi fermentaci LCC3021 se ustalil na asi
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225 pg/l. V ptipadé fermentace s k—karagenanem dosahla koncentrace diacetylu 500 pg/l a upro-
stred kontinualniho b&hu jeho troveti postupné klesala v asovém ramci 500 h na asi 200 pg/l.
Koncentrace 2,3—pentandionu ve viech tfech pokusech odrazela koncentraci diacetylu, pficemz
pii fermentacich s LCC290 a LCC3021 byla po celou dobu fermentace koncentrace 2,3—
pentandionu vy3si nez diacetylu. Béh s k—karagenanem vykazoval odli$né schéma, kdy pfi prv-
nim pseudo—ustaleném stavu byly aroveti diacetylu vyssi nez 2,3-pentandionu, naceZ koncentra-
ce diacetylu poklesla pod koncentraci 2,3—pentandionu. Z dajii o koncentraci kvasinek a pro-
dukei ethanolu také vyplyvé, Ze béhem fermentace s k—karagenanem bylo dosaZeno dvou riz-
nych a jedine¢nych pseudo—ustalenych stavi.

Ukol porovnat riizné fermenta¢ni systémy a zhodnotit, ktery se chova Iépe, se miiZe stat slozitéj-
3im, jestlize je podstata systému zaloZena na vice neZz jednom kriteriu. Napfiklad pokud by mirou
usp&chu byla pouze celkové produktivita ethanolu, byly by vechny tfi testované systémy hodno-
ceny jako stejné dobré, protoze ve viech piipadech bylo dosazeno 70 g/l ethanolu na objem reak-
toru 50 1 pti dobé zdrzeni 24 h.

Vyroba prodejného piva vyzaduje vice nez pouhou produkci ethanolu. NavrZeny fermentacni
systém je nutno hodnotit z hlediska schopnosti produkovat pfijatelné pivo (produktivita ethanolu
a hladina diacetylu mezi dalsimi hledisky), potencialnich dal3ich nakladi na nosi¢, dostupnosti
nosice, snadnosti ovladani systému, ekologickych otazek, jako je nakladani s odpadnim nosicem,
stability nosi&e, stejné jako flexibility poskytované nosi¢ovym systémem. Pro hodnoceni takove-
hoto viceprvkového scénate se v obchodnim svété pouziva postup bezrozmérné analyzy nazyva-
ny ,,Balanced Scorecard* (Kaplan a Norton, 1996). Prvni stupeii spo¢iva v identifikaci kriterii,
podle nichz musi byt systém hodnocen. Kazdému kriteriu je pfisouzena hodnotici stupnice od 1
do 5, pfi¢em? 1 je nejméné pfiznivé a 5 nejptiznivéjsi hodnoceni. Po skonceni analyzy se sectou
jednotliva hodnoceni a alternativa s nejlepsim vysledkem pfedstavuje nejlepsi vybér za danych
okolnosti.

Tabulka 6.2 piedstavuje vysledky analyzy Balanced Scorecard, provedené pro imobilizacni nosi-
&e, které byly povaZovany za potencialni alternativy pro pouZiti v poloprovoznim 501 bioreaktoru
s plynovym vytahem a saci trubkou pro fermentaci. Bylo hodnoceno celkem 6 nosicii — chitosa-
nové perlicky Chitopearl®, kiemelinové perlicky Celite®, sklenéné perlicky Siran®, k—karagena-
nové gelové perlicky, stredné flokulentni kvasinky LCC3021 a superflokulentni kvasinky
LCC290 — s primérnim tkolem ziskat prodejné pivo. Kazdy systém byl hodnocen pomoci vyse
popsané stupnice. Celkové byly nejlépe hodnoceny superflokulentni kvasinky LCC290, které
byly t&sn& nasledovany stfedng flokulentnimi kvasinkami LCC3021. Ostatni Ctyfi nosi¢e obdrze-
ly hodnoceni mezi 16 a 20. Treti preference byla dina x—karagenanovému systému, protoze
v pilotni jednotce byla produkovana prodejné kapalina.

7 tohoto hodnoceni nosic¢ii jasng vyplyva, Ze budouci vyvoj kontinuélnich fermentacnich systému
by mél byt zaméfen na autoagregaci jako na zplsob imobilizace. Dostupnost (snadno dostupné),
cena (nizké naklady, protoZe neni tfeba zavadét dalsi zafizeni), snadnost ovladani (hodi se po
provozu sou¢asnych zafizeni) této alternativy pfevazi potencialni nestabilitu vlo&ek kvasinek
v michaném systému. Pro kontrolu velikosti vlodek b&hem fermentaéniho procesu je mozno pou-
¥ivat citlivost autoagregatu ke smyku, a ptipadné dosahnout vétsiho prenosu hmoty, a tim dosah-
nout dalsiho zvyseni objemové produktivity bioreaktoru.
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Tabulka 6.2. Porovnani nékolika imobiliza¢nich nosi¢i pro primarni fermentaci piva v systému
bioreaktoru s plynovym vytahem

Chitopearl® Celite® Siran® Karagenan  LCC3021 LCC290

Dobré pivo 3 1 1 4 5 4
Cena 2 3 1 3 5 5
Dostupnost 1 5 5 2 5 5
Snadnost 3 1 1 3 4 5
provozu

Zachazeni s 4 3 4 2 3 3
odpadem/

ekologie

Stabilita 4 1 1 3 2 3
Flexibilita 3 3 3 1 2 5
Celkem 20 17 16 18 26 30

6.6. Vyroba lezikového piva severoamerického typu s pouzitim technologie s plynovym vytahem
a saci trubkou

Vyroba Cisté chutnajiciho lezikového piva severoamerického typu (NA) klade na pivovarnika
mnoho vyzev. LeZdky typu NA jsou charakterizovany svétlou barvou a chutovym profilem
s nizkou hotkosti, nizkymi zbytkovymi cukry (tidké), Zddnou dominantni p¥ichuti a tudiz relativ-
n€ Zadnou pachuti. Kviili témto vlastnostem miiZe pivovarnik zamaskovat jen velmi malo chuto-
vych defektd. Nejb&znéj$imi problémy s pFichuti, ni¢icimi dnesni pivovarniky, jsou vysoka hla-
dina diacetylu (maslova), acetaldehydu (zelené jablko) a rovnéZ sirné pachuté (spalena guma,
tchof, shnilé vejce, vafiva pfichut’ zeleniny). Pfestoze miZe byt picinou téchto pachuti piva také
kontaminace bakteriemi, Casté&ji vede k vy3§im neZ oekavanym hladindm pachuti nespravné
fizeni fermentaéniho procesu.

Po celou dobu pokusi s kontinuélni fermentaci, provadénych jako soudast této prace, byla tiroveit
kontaminace jak ve slading, tak ve fermentaénich nadobach kontrolovana pe&livym provadénim
aseptickych metod. Fermenta&ni pokusy se viemi tfemi typy nosice, které trvaly nékolik mésici,
nevykazaly detekovatelnou Groveri kontaminace (monitorovano metodami popsanymi v kapitole
4). Produkty primarni kontinualni fermentace byly postizeny vy$§imi nez Zadoucimi hladinami
diacetylu (cil méné nez 30 pg/l) a acetaldehydu (cil méné nez 10 mg/l), ale ty nebyly disledkem
bakteridlni infekce. Tato zjidténi se nelisi od dat uvedenych v literatue (Pajunen et al., 2000;
Kronlof et al., 2000). Jeden belgicky pivovar udélal z vysoké hladiny acetaldehydu v pivé
z procesu kontinudlni fermentace prodejni pfednost a nabizel sviij produkt jako pivo chutnajici po
jablkéach (Andries et al., 1996b).

Vysoké hladiny diacetylu po primarni fermentaci jsou v pivovarnickém priimyslu rovndz b&zné.
Nektefi pivovarnici zavedli, za (i¢elem napomoci sniZeni diacetylu, po dokondeni primérni fer-
mentace praxi nazyvanou ,,volny vzestup teploty“. Jini zvolili prost& del3i prodlevu produktu
béhem zrani, aby dosahli sniZeni vicinalnich diketont (diacetyl a 2,3-pentandion) na pozadova-
nou droved. V jiném piistupu vyvinulo nékolik vyzkumnych skupin pro vypotadani se s vysokou
hladinou diacetylu technologii rychlého zrani, diskutovanou v kapitole 2. I kdy? je tento pristup
velmi efektivni, pfidava celkovému procesu vareni piva dalsi Groveri sloZitosti, kterou mohou
néktefi shledat obtizné akceptovatelnou.
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Ekonomika procesu rychlého zrani je zcela jasna, avsak v téchto pocatcich kontinualniho zpraco-
vani v pivovarnickém primyslu miize byt Géelné minimalizovat technologickou slozitost, aby se
usnadnil pfechod od tradiéni vsazkové fermentace ke kontinualni produkci. Z tohoto davodu bylo
rozhodnuto zkoumat pouZiti vsazkové prodlevy po primarni kontinualni fermentaci v 501 pilot-
nich systémech s plynovym vytahem pro omezeni vysoké hladiny diacetylu v hotovém pivé. Ten-
to dal3i zpracovatelsky stupeii se pfi zahajeni tohoto Ph.D. programu nepredpokladal, ale zavede-
ni takového opatieni bylo nutné pro srovnani piv produkovanych kontinualng s pivy se vsazko-
vou kontrolou.

6.6.1. Pouziti vsazkové prodlevy po primarni kontinualni fermentaci

Kritickym parametrem pfi stanoveni dokonceni primarni fermentace je hladina diacetylu v ko-
neéné fermentované kapaling. Konverze prekursoru diacetylu, o—acetolaktatu, na diacetyl je
rychlost limitujicim krokem v draze vzniku diacetylu (obr. 3.5). Tato prvni reakce je povahou
chemicka a je silng zavisla na teplotg. Jestlize ,,mladé“ pivo podstoupi proces zrani za studena
dtive, nez doslo k chemické konverzi a—acetolaktatu na diacetyl, miize mit vysledné pivo hladinu
diacetyl nad chutovym prahem 20 pg/l, pokud se nepouZije prodlouzena doba zrani za studena,
aby mohlo dochéazet k pomalé konverzi prekursoru. Pfi viech tiech kontinualnich fermentacich
popsanych v sekci 6.5 byla hladina diacetylu pfi opousténi reaktoru nad pozadovanou cilovou
hodnotou 30 pg/l v neziedéném pivu. Pokud byla kapalina v tomto stadiu pfefiltrovana k odstra-
néni kvasinek, zdstal diacetyl vysoky, a proto byl aplikovan vsazkovy interval za tepla, aby se
hodnota diacetylu sniZila pod pfijatelnou mez.

Kontinualné fermentované pivo bylo zachycovano a uchovavano ve 401 tancich z nerezové oceli
pii 21 °C. Z kapaliny byly pravideln& odebirany malé vzorky (100 ml) a analyzovana na diacetyl,
ethanol, specifickou hmotnost, estery a piiboudlinu. Obr. 6.74 znézoriiuje snizeni diacetylu v
zévislosti na dobé zdrzeni za tepla pro jednu vsazku piva, fermentovaného kontinualng s kvasin-
kami LCC290 jako imobilizaéni matrici. Interval zdrZeni za tepla uCinné snizil hladinu diacetylu
z cca 600 pg/l pod 30 pg/l, coz se v pivovarnickém primyslu povazuje za predbéZnou mez.

V jiném testu byl zkouman vliv michani na sniZeni diacetylu b&hem doby zdrzeni. Do sbémé
nadoby piva byl nerezovou trubkou o priméru 1,27 cm ve dné pfivadén probublavaci oxid uhlici-
ty (0,14 m>/h), aby byla kapalina béhem doby zdrzeni michana. Vysledky tohoto experimentu
znazoriiuje obr. 6.75. Zda se, Ze michani pomoci CO, mélo na rychlost snizovani diacetylu
v tomto sekundarnim jimacim tanku velmi maly vliv. Tento vysledek miZe ukazovat na neade-
kvatnost michani pomoci CO,, které proto nezvySuje reakéni rychlost prvni chemické reakce
(konverze o—acetolaktatu na diacetyl) nebo nezvysuje rychlost pfestupu hmoty, aby druha reakce
probihala rychleji (konverze diacetylu na acetoin kvasinkami). MiiZze byt také mozné, Ze nemi-
chana nadoba obsahuje dostatek bun&k v suspenzi, aby dale redukovaly diacetyl na chutové inak-
tivni acetoin, jakmile dojde k rychlost limitujici chemické konverzi (1. stupeii).

Utinky tohoto vsazkového prodlevu za tepla, nasledujiciho po primérni kontinualni fermentaci,
na koncentraci esterii a priboudlin a na koncentraci ethanolu a specifickou hmotnost kapaliny
jsou znazornény na obr. 6.76, resp. 6.77. Z téchto vysledki se zdalo, Ze interval zdrZeni za tepla
ma maly vliv na koncentrace acetaldehydu, ethylacetatu, propanolu, isobutanu, isoamylalkoholu
a isoamylacetatu (obr. 6.76). Specifickd hmotnost kapaliny v jimaci nadobé poklesla béhem prv-
nich 12 h doby zdrzeni z2,7 °P na 2,0 °P a pak se ustdlila na této niz$i hodnoté. Koncentrace
ethanolu byla béhem celé 65-h doby testu stala na 70 mg/l. Tyto vysledky ukazaly, Ze doba zdr-
7eni primarn& ovliviiuje koncentraci diacetylu 2,3-pentandionu, zatimco dopad na estery, pfi-
boudlinu a ethanol je minimalni.
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OBR. 6.74. KONCENTRACE VICINALNiCH DIKETONU V ZAVISLOSTI NA PRODLEVE ZA TEPLA
PO PRIMARN{ KONTINUALNf FERMENTACI S KVASINKAMI LCC290 V SYSTEMU S PLYNOVYM
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OBR. 6.75. KONCENTRACE DIACETYLU V ZAVISLOSTI NA PRODLEVE ZA TEPLA PO PRIMARNI

KONTINUALN{ FERMENTACI S KYASINKAMI LCC290 v SYSTEMU S PLYNOVYM VYTAHEM.
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OBR. 6.76. KONCENTRACE ESTERU A PRIBOUDLINY V ZAVISLOSTI NA PRODLEVE ZA TEPLA
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OBR. 6.77. KONCENTRACE ETHANOLU A SPECIFICKA HMOTNOST V ZAVISLOSTI NA

PRODLEVE ZA TEPLA PO PRIMARNi KONTINUALNi FERMENTACI S KVASINKAMI LCC290

V SYSTEMU S PLYNOVYM VYTAHEM.
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Postup se vsazkovou prodlevou byl aplikovan na kapalinu ziskanou z kontinudlni fermentace
v 501 bioreaktoru s plynovym vytahem s pouzitim superflokulentnich kvasinek LCC290, stfedné
flokulentnich kvasinek LCC3021 nebo k—karagenanem imobilizovanych kvasinek. Profily re-
dukce diacetylu pro tyto tfi zkusebni b&hy jsou znazornény na obr. 6.78. Ve viech tfech piipa-
dech byl diacetyl uspésné sniZen na cilovou hodnotu 30 pg/l. Doba nutna k tomuto sniZeni se
viak ve vSech tfech piipadech liSila. V situaci LCC290 bylo sniZeni z 600 ug/l na 30 pg/l dosa-
Zeno pfiblizn€ za 48 h, zatimco fermentace s LCC3021 a s k—karagenanem vyZadovaly pro dosa-
Zenti této cilové hodnoty pouze cca 24 h a cca 40 h. Bylo postulovano, Ze tento rozdil se vztahoval
k poc¢atecni hodnoté diacetylu a nikoli k typu pouzité imobilizaéni matrice.

Obr. 6.79 zobrazuje vysledky diacetylu z obr. 6.78 s ipravou Sasu provedenou pro vysledky fer-
mentaci s LCC3021 a x—karagenanem. Pivodni kiivky sniZeni diacetylu z poslednich dvou fer-
mentaci byly posunuty tak, aby jejich po¢atetni hodnoty spadly na kfivku sniZeni diacetylu, vy-
tvofenou superflokulentnimi kvasinkami LCC290. Po této transformaci se zda, ze profil redukce
diacetylu spadé pro viechny tfi systémy na stejnou ¢aru. S pouzitim software TableCurve2D byla
t€mito vysledky proloZena kiivka kinetické rovnice prvniho fadu (Levenspiel, 1972) (obr. 6.80).
Bylo vypocteno, Ze upravena experimentalni data z obr. 6.79 vyhovuji rovnici:

[Diacetyl] = 648,54 ¢t 004260 (6.1)

s korelaénim koeficientem 0,96. Tento vysledek siln& podporuje teorii, ze viechny tfi imobilizag-
ni systémy maji stejny potencial redukce diacetylu. Tyto vysledky by nemély byt piekvapujici,
protoZze redukce diacetylu je Casto spojena skmenem kvasinek (Nakatani et al., 1984). x—
Karagenanovy systém imobilizoval kvasinky LCC3021 ve své gelové struktufe a kvasinky
LCC290 byly selektovanou variantou kmene LCC3021.

Jakmile byla hladina diacetylu pod cilovou hodnotou 30 pg/l, byla vysledné piva podrobena zrani
v tancich za studena (2 °C) po dobu 7 dni, neZ podstoupila finalni Gpravu produktu (filtrace, fe-
déni, syceni a baleni). V tabulce 6.3 je shrnuta analyza piv produkovanych v 501 pilotnich systé-
mech bud’ s kvasinkami LCC290, kvasinkami LCC3021 nebo k—karagenanem imobilizovanymi
kvasinkami jako imobiliza¢ni matrici. Obr. 6.81 je radarovy graf esteri a ptiboudlin téchto t¥ piv
vyrobenych kontinualné a kontrolniho piva vyrobeného primyslové vsazkovym zptsobem. V po-
rovnani s primyslové vyrobenou vsazkovou kapalinou (kontrola) mély kontinualné ziskané kapa-
liny niz3i estery (ethylacetat, isoamylacetat) a vy33i propanol a nizsi isobutanol, primarni amylal-
kohol a isoamylalkohol. Hladina acetaldehydu v produktech kontinualni fermentace byla vyssi
nez u kontrolni kapaliny. Hladina pé&néni, pocateéni chladovy zakal, tepelny zékal, hladina dime-
thylsulfidu, oxidu sifi¢itého, oxidu uhliitého a vzduchu byly v mezich specifikaci.
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OBR. 6.78. KONCENTRACE DIACETYLU V ZAVISLOSTI NA PRODLEVE ZA TEPLA PO PRIMARNI{
KONTINUALN{ FERMENTACI S KYASINKAMI LCC290, LCC3021 A KVASINKAMI

IMOBILIZOVANYMI KARAGENANOVYM GELEM V SYSTEMU S PLYNOVYM VYTAHEM.
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OBR. 6.79. KONCENTRACE DIACETYLU V ZAVISLOSTI NA PRODLEVE ZA TEPLA PO PRIMARNI
KONTINUALNI FERMENTACI S KVASINKAMI LCC290, LCC3021 A KVASINKAMI
IMOBILIZOVANYMI KARAGENANOVYM GELEM V SYSTEMU S PLYNOVYM VYTAHEM.
HODNOTY PRO FERMENTACI S LCC3021 A S KARAGENANEM BYLY UPRAVENY V CASE, ABY
MELY STEJNY VYCHOZ{ BOD JAKO FERMENTACE LCC290.
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[Diacetyl] = 648.54 exp(-0.0426 t)
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Obr. 6.80 KONCENTRACE DIACETYLU V ZAVISLOSTI NA PRODLEVE ZA TEPLA PO PRIMARNI

KONTINUALN{ FERMENTACI § KVASINKAMI LCC290, LCC3021 A KVASINKAMI

IMOBILIZOVANYMI KARAGENANOVYM GELEM V SYSTEMU S PLYNOVYM VYTAHEM.

HODNOTY PRO FERMENTACI S LCC3021 A S KARAGENANEM BYLY UPRAVENY V CASE, ABY

MELY STEJNY YYCHOZ{ BOD JAKO FERMENTACE LCC290.

Nekteré jiné parametry (zdanlivy extrakt, skuteny extrakt, vypo&teny ptvodni extrakt, barva,
hotkost), které jsou t&sné& ovlivnény fedénim produktu z piivodni koncentrace ethanolu na koneg-
nou hodnotu 5,9 % v/v, byly odlisné nez u kontroly, protoze kontinualni produkty vyzadovaly
vys$i fed€ni vodou pro dosazeni poZadované hodnoty ethanolu kvili vy$§im piivodnim koncen-
tracim ethanolu (70 g/l oproti 60 g/l ve vsazce). Obr. 6.82 je radarovy graf alkoholu, diacetylu,
pH, barvy a horkosti tychZ kapalin popsanych vyse. Hladina alkoholu, diacetylu a pH jsou v cilo-
vych mezich, zatimco barva a horkost jsou mimo specifikaci. NiZz3i barva souvisi s vy$sim fedé-
nim, které podstoupily kontinuélni kapaliny, a je ji mozno upravit zvySenim barvy v Zivinach
dodavanych do sladiny. Hodnoty hotkosti podléhaji stejné chybé fedéni a lze je rovnéz upravit

v pfivodu zivin do sladiny.
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Tabulka 6.3. Souhrn analyzy piv produkovanych s pouzitim systému plynového vytahu.

Specifikace kapalina kapalina kapalina kapalina
fermentovana  kontinudlné kontinualné kontinuainé
pramysloveé fermentovand fermentovand fermentovana
ve vsazce s LCC290 s LCC3021 s

karagenanem

vzduch (ml) <1 0,40 0,35 0,35

oxid uhligity (%) 2,75 2,90 2,81 2,73

oxid sifidity (mg/1) <10 0 0 0

dimethylsulfid (ug/1) <70 59 30 30

hotkost (BU) 12,00 11,30 13,74 13,18

barva (SRM) 3,20 2,20 2,10 2,30

pH 4,10 4,15 4,10 4,09

diacetyl (ng/l) <20 12 12 9

alkohol (%v/v) 5,00 4,99 5,03 5,04

alkohol (%w/w) 3,93 3,93 3,96 3,96

zdanlivy extrakt (°P) 1,55 1,02 1,40 1,44

skute¢ny extrakt (°P) 3,36 2,84 3,4 3,27

vypod&t. puv. extrakt 11,0 10,5 11,0 11,0

°P)

tepelny zakal (FTU) <200 45 50 47

pocatecni chladovy <100 43 51 54

zékal (FTU)

péna (s) >170 167 187 175

acetaldehyd (mg/1) 44+ 1,3 10,0 21,9 11,6

propanol (mg/l) 12,8 +6,8 57,6 51,7 84,3

ethylacetat (mg/1) 32,443 11,0 10,6 8,7

isobutanol (mg/1) 21,6 +3,4 10,6 8,3 8,9

primarni amylalkohol  20,0+2,3 15,2 9,4 6,4

(mg/h)

isoamylalkohol (mg/l) 60,9 £ 8,6 48,0 40,9 46,5

isoamylacetat (mg/1) 2,5+0,7 0,32 0,25 0,18
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OBR. 6.81. RADAROVY GRAF PIV FERMENTOVANYCH KONTINUALNE V SYSTEMU

S PLYNOVYM VYTAHEM S POUZITIM BUD KVASINEK LCC290, LCC3021 NEBO KVASINEK
LCC3021 IMOBILIZOVANYCH V KARAGENANOVYCH GELOVYCH PERLICKACH. V TOMTO
GRAFU JSOU ZNAZORNENY ESTERY A PRIBOUDLINA HOTOVYCH PIV. VSECHNY PRODUKTY

BYLY PO SKONCENI PRIMARNi FERMENTACE PODROBENY PRODLEVE ZA TEPLA.
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OBR. 6.82. RADAROVY GRAF PIV FERMENTOVANYCH KONTINUALNE V SYSTEMU

S PLYNOVYM VYTAHEM S POUZITIM BUD KVASINEK LCC290, LCC3021 NEBO KVASINEK
LCC3021 IMOBILIZOVANYCH V KARAGENANOVYCH GELOVYCH PERLICKACH. V TOMTO
GRAFU JSOU ZNAZORNENY ESTERY A PRIBOUDLINA HOTOVYCH PIV. VSECHNY PRODUKTY

BYLY PO SKONCENi PRIMARN{ FERMENTACE PODROBENY PRODLEVE ZA TEPLA.
6.6.2. Vybér nejlepsiho probublavaciho plynu

Oxid uhligity je ve vétsiné pivovart snadno k dispozici, protoZe jde o pfirozeny vedlejsi produkt
fermentace kvasinek. Pivovary uvoliiovany CO, shromazd'uji a pak plynny proud perou k odstra-
néni drobnych negistot, které mohly do ného byt zaneseny (typicky sirnych slou€enin). Tento
predistény proud je pak stladen a skladovan jako kapalina pro budouci pouZiti v pivovaru (Cistota
99,95 %). Pouziti oxidu uhli¢itého jako probublavaciho plynu pfi kontinuélni fermentaci se z pro-
vozniho hlediska zdalo jako logicka volba. Zatizeni by mélo byt schopno vyuZit sviij sbérny sys-
tém a ziskavat zpét CO, opoustéjici kontinualni fermentor. PouZiti jinych plynii by pouze pfida-
valo dalsi Groveii sloZitosti k dosavadnimu zafizeni.

Aby se v3ak kontinudlni fermentace stala Zivotaschopnou alternativou k dosavadnim vsazkovym
provoziim, je tfeba ziskavat produkt, t€sné se vyrovnavajici dosavadnim znatkdm. Ma se za to, Ze
takového pfiblizeni produktu je mozno minimalizaci biologickych/biochemickych dopadi, kte-
rym jsou kvasinky vystaveny béhem kontinualni fermentace. Je zndmo, Ze oxid uhliity nepfizni-
v& ovliviiuje metabolismus kvasinek b&hem priméarni fermentace. Tento efekt se zvétSuje ve vy-
sokych cylindrokénickych nadobach, kde hlavovy tlak systému potlauje volné uvolfiovani CO,
z kapalného média. Tyto podminky podporuji tendenci k vyrobé piv s nizSim obsahem esteri a
vy$$im obsahem pfiboudliny. Byly &inény Gsp&sné pokusy ¢ast tohoto CO, z fermentace odstra-
fovat periodickym nastfikovanim pomocného proudu plynu do dna cylindrokénické nadoby.
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Utinky inhibice CO, se zdaly byt potlateny a ziskané produkty obsahovaly méng pfiboudliny a
vys§i hladinu esteri.

Na zaklad¢ této znalosti bylo zkoumano pouziti dusiku misto oxidu uhli¢itého jako probublavaci-
ho plynu v systému s plynovym vytahem. Bylo odebrano né&kolik kapalin fermentovanych v 501
reaktorech s vytahem a zpracovano v experimentalnim pivovaru Labatt s pouZitim nasledujiciho
postupu. Po 14 h od odebrani kapaliny z reaktoru (doba zdrzeni 24 h), bylo ,,mladé pivo* dekan-
tovano od kvasinek. Tato kapalina pak byla podrobena ¢asové prodlevé 48 h pfi teploté mistnosti
(21 °C) hold period, po které se dosahlo Labattovych specifikaci jak pro diacetyl, tak pro acetal-
dehyd (diacetyl <30 ng/l a acetaldehyd <10 mg/l1). Tato kapalina pak byla ponechana zrit za stu-
dena po dobu 7 dni a pak zpracovana standardnim primyslovym postupem.

V tabulce 6.4 je uvedeno srovnani vysledkd hotovych piv, ziskanych kontinualni fermentaci
s kvasinkami LCC290 v systémech s probublavanim CO, a N, se standardné priimyslové ziska-
nou kapalinou (kontrola). Kapalina probublavana dusikem ma vi¢i primyslové ziskané kapaling
ptiznivé vysledky. Analyzy ukazaly, Ze v této kapaliné je dvakrat vice 1-propanolu, zatimco
koncentrace dimethylsulfidu je pfiblizné tfikrat niz$i. Hodnoty barvy i hotkosti se jevily vyssi nez
u primyslové kapaliny, stejn€ jako potencial pénéni, méfeny testem NIBEM. Pivo probublivané
CO, mélo nizsi estery (ethylacetat, isoamylacetat) a vys§i 1—propanol neZ pivo probublavané
dusikem. Pro kontrolni kapalinu, kapalinu probublavanou CO, a kapalinu probublidvanou dusi-
kem byly vypocteny poméry esterti (ethylacetat, isoamylacetat, ethylhexanoat, ethyloktanoat,
ethyldekanoat) k pfiboudliné (1-propanol, isobutanol, isoamylalkohol) a &inily 0,30, 0,27, resp.
0,15.

- 105 -



CZ 304820 B6

Tabulka 6.4. Souhrn chemickych analyz pro nékolik produkti kontinudlné fermentovanych s
pouzitim systému s plynovym vytahem plnéného superflokulentnimi kvasinkami LCC290.

Analyza priumyslové kontinualné kontinualné
vsazkové fermentovana fermentovana
fermentovan4 | kapalina kapalina
kapalina s probublavanim | s probublavanim

dusikem CO,

acetaldehyd (mg/l) 2,53 3,68 4,80

ethylacetat (mg/l) 28,08 30,90 14,14

1-propanol (mg/l) 13,03 28,45 40,03

isobutanol (mg/1) 17,15 17,89 7,01

isoamylacetat (mg/1) 2,57 2,06 0,69

isoamylalkohol (mg/l) 74,54 78,45 51,35

ethylhexanoat (mg/l) 0,140 0,180 0,074

ethyloktano#t (mg/l) 0,110 0,280 0,059

ethyldekanoat (mg/1) 0,0079 0,0630 0,0081

diacetyl (ng/h) 6 9 10

2,3-pentandion (ug/1) 4 5 14

oxid siFicity (mg/l) 1,3 1 0

dimethylsulfid (mg/1) 79 24 64

hotkost (BU) 11,5 20,6 15,5

barva (SRM) 3,1 4,1 3,7

péna (s) 176 210 195

FAN (mg/l) 192 84

pH 4,13 4,10 4,19

RE (°P) 3,38 4,08 3,601

COE (°P) 10,97 12,77 11,50

alkohol (% v/v) 4,93 5,74 517
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Obr. 6.83 je radarovy graf, zndzoriiujici koncentrace esterti, ptiboudliny a acetaldehydu v téchto
tfech kapalinach. Profil kapaliny probublavané dusikem se velmi bliZi profilu kontrolni kapaliny
aZ na vy$si hladinu propanolu. Fermentace s probublavanim CO, vykazovala mnohem niz§i este-
ry a pfiboudlinu, které se liSily od kontroly. V obou kapalinach z kontinualni fermentace byly
hladiny diacetylu a acetaldehydu pod specifikacemi Labatt.

Z téchto zjisténi vyplynulo, Ze probublavani dusikem zvySuje produkci esterti na podobnou tro-
veii jako u komerc¢nich piv, zatimco probublavani oxidem uhli¢itym produkuje kapaliny s relativ-
né nizkou koncentraci esteri. Tyto vysledky ukazuji na zménény metabolismus kvasinek v pro-
stfedi probublavanim CO,. Hladina propanolu, bez ohledu na probublavaci plyn, byla v kontinu-
4lné fermentovanych pivech mnohem vys$i nez v primyslové fermentovanych kontrolnich pi-
vech. Ackoli jsou koncentrace propanolu stale pod chutovym prahem 100 mg/l, zaznamenané
rozdily mohou byt ukazatelem mirné¢ zménéného metabolismu pfi kontinualni fermentaci v poro-
vnani se vsazkovou fermentaci. Je rovnéZ mozné, ze vys$i hladina propanolu je disledkem konti-
nuélni dodavky aminokyseliny threoninu, ktera poskytuje oxo—kyselou degrada¢ni cestou propa-
nol.

Acetaldehyde x 10

Isoamyl alcohol Ethyl acetate

Isoamyl acetate x

10 1-propanol

Isobutanol

Control  --A- N2-sparged ---®---CO2-sparged

OBR. 6.83. RADAROVY GRAF POROVNAVAJIC{ ESTERY A PRIBOUDLINU V KAPALINACH
Z KONTINUALNi FEMENTACE S PLYNOVYM VYTAHEM S DUSIKEM A CO; V¢ PRUMYLSOVE
ZiSKANE KAPALINE.

Kapitola 7.0 zavéry

Z vyzkumi, provadénych v celém pribéhu této prace, lze u¢init nasledujici zavéry. S pouzitim
501 pilotniho bioreaktoru s plynovym vytahem a saci trubkou jako primarniho kontinualniho fer-
mentoru Ize vyrobit pfijatelné pivo bez zavaznych chutovych defektt, jestlize nasleduje 2denni
prodleva ve vsazce pro omezeni diacetylu. Pro fermentaci sladiny o vysoké hmotnosti (17,5 °P)
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na kone¢nou fermentaéni pidu (2,5 °P) je dosazitelna minimalni doba zdrZeni 24 h nebo 1 obrat
objemu reaktoru za den. Pouziti superflokulentnich kvasinek LCC290, stfedn¢ flokulentnich kva-
sinek LCC3021 a kvasinek imobilizovanych k—karagenanem jako nosici je v systému s plyno-
vym vytahem proveditelné. PouZiti t€zSich prefabrikovanych nosi¢ii, jako jsou sklenéné perlicky
Siran® a kiemelinové perlicky Celite® nepredstavuje pro systém s plynovym vytahem a saci trub-
kou praktické alternativy. Je mozno dosahnout minimaln€ 2 mésicl nepfetrzitého provozu v pfi-
padé k—karagenanovych gelovych perli¢ek a minimalné 3 mésicti nepretrzitého provozu v pfipa-
dé fermentaci LCC290 a LCC3021 bez jakékoli zaznamenané mikrobialni kontaminace nebo
nestability vykonu reaktoru. Mimoto byl kontinualni systém schopen manipula¢niho potencialu a
piedpokladanych zmén v dodavce pti dlouhodobém provozu.

Kontinualni fermentaci s pouZitim superflokulentnich kvasinek LCC290 s dusikem jako pro-
bublavacim plynem, s naslednou 2denni prodlevou ve vsazce, se dosdhlo nejblizsi srovnatelné
chuti s kontrolnim primyslovym pivem. Dvoudenni vsizkova prodleva, navrhovana pro vypofa-
déani se s vysokymi koncentracemi diacetylu ve vystupni kapaling z primarniho kontinualniho
fermentoru, byla G¢innym, i kdyZ nikoli optimalnim kontrolnim mechanismem. Schopnost vSech
tii testovanych systém@ kontinualni fermentace snizit diacetyl byla velmi podobn4, a jak bylo
pfedem odekavano, tento rys lze pfifadit k typu kmene. Vsazkova prodleva neovlivnila koncen-
traci esterti a pfiboudliny v pivu béhem stadia prodlevy.

Pouziti 3 % kysliku v probublavacim plynu poskytlo adekvatni hladinu zdroje kysliku ve slading,
&ehoz vysledkem bylo udrZeni Zivotaschopné populace kvasinek (nad 90 %) po celou dobu fer-
mentace pii produkci piva s pfijatelnym chutovym profilem. Kontinualni fermentace s pouzitim
kvasinek LCC290 a LCC3021 jako imobiliza¢nich matric dosahly pseudo—ustaleného stavu rych-
leji nez systém s k—karagenanovymi gelovymi perli¢kami. Nestabilita fermentaci s imobilizaci k-
karagenanem, pravdépodobné v diisledku zvy3eni populace imobilizovanych kvasinek, zpisobila
fermentaci produktu pod cilovymi hodnotami. Pro idealni kontinualni produkci je nutno jev vy-
soce nezadouci, protoze prodlouZeny nab&h zvétsuje dobu nutnou k reagovani a znovuzapodeti
po katastrofickém vypadku. Del3i nabshova faze vyzaduje také del3i fazi kontinualniho b&hu, aby
byl atraktivni.

Kontinualnim procesem vyroby gelovych perli¢ek bylo ziskano pozadované mnoZstvi perlicek
pro testovani v poloprovoznich jednotkach. Proces vyroby perlicek je vSak nutno dale optimali-
zovat pro ziskani perlitek s t&sn&jsi distribuci velikosti. Proces rovnéZz vyZaduje dalsi vyzkum pro
stanoveni jeho vhodnosti pro primyslové méfitko. SpiSe nez michadlo typu Kenics, zkoumané
v této praci, musi byt nalezen novy typ statického michadla, u kterého lze doséhnout dimenzova-
ni zvétSenim priiméru, nikoli pouze pottu statickych prvki, a testovan, aby se tato moznost stala
uskuteénitelnou.

Technika sledovani pulsu kyseliny, pouzitd v této praci, ndm umoznila zjistovat dobu michani a
rychlost cirkulace v 501 pilotnim bioreaktoru béhem skutecnych fermentaci s pouZitim superflo-
kulentnich kvasinek LCC290, stiedné flokulentnich kvasinek LCC3021 a k—karagenanem imobi-
lizovanych kvasinek. Daty o michani byla proloZena utlumova sinusoida, z niz byla vypo¢tena
doba michani a rychlost cirkulace.

Systém s plynovym vytahem a saci trubkou poskytuje rychlé michani s dobou michani vypocte-
nou na méné nez 200 s pro viechny tfi typy imobiliza¢nich nosi¢i. Ve vSech tfech testovanych
verzich doba michani mirn& klesala se vzristem povrchové rychlosti plynu. Pii viech testova-
nych povrchovych rychlostech plynu (2 mm/s az 6 mm/s) vykazoval systém LCC290 nejrychlejsi
dobu michani (mezi 100 sa 120 s). Doby cirkulace kapaliny byly pro viechny tfi typy nosita
velmi podobné bez ohledu na povrchovou rychlost plynu. Také linedrné klesaly s odpovidajicim
vzriistem rychlosti plynu. Ke kompletnimu promichéani kapaliny (98% odpovéd’ na puls) doslo u
viech testovanych imobilizaénich nosi¢d b&hem tfi az Sesti cirkulaénich cykli reaktoru. Tyto
vysledky potvrdily, Ze testovany 501 pilotni systém poskytuje adekvatni michéani pro kontinualni
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fermentaci. Spatné doby michéani by ukazovaly na mozné mrtvé zény, které by byly pti fermenta-
ci piva nezadouci.

Tato vyzkumna prace Ph.D. jasné prokazala proveditelnost dal$iho dimenzovani vyrobniho zafi-
zeni, navrzeného, vystavéného a provozovaného v experimentalnim pivovaru Labatt. PouZiti
bioreaktoru s plynovym vytahem a saci trubkou se superflokulentnimi kvasinkami LCC290 a
dusikem jako probublavacim plynem s naslednou 2—denni vsidzkovou prodlevou pfi 21 °C je
doporucovano jako systém volby.

Podrobny popis — Cést 2:
Kapitola 4. materialy a metody
4.1. Kmen kvasinek a jeho charakteristika

V celé této praci byl pouzivan kmen leZékovych kvasinek Saccharomyces cerevisiae, ulozeny ve
sbirce Labatt Culture Collection (LCC) 3021. Saccharomyces cerevisiae je synonymem Sac-
charomyces uvarum Beijerinck kvar. carisbergensis Kudryavtsev, 1960 (Kurtzman, 1998). Pti
37 °C LCC 3021 neroste. To umoziiuje rozliSit LCC 3021 od vétsiny pivovarskych kvasinek,
které rostou pii 37 °C a vysSich teplotach. LCC 3021 je spodné kvasici kmen, podobné jako vét-
Sina lezakovych kvasinek, ale existuji vyjimky. Tento kmen rovnéZz zkvasuje glukozu, galaktozu,
sachardzu, maltozu, raffinézu a melibidzu, ale nikoli $kroby. Schopnost zkvaSovat melibiozu je
pro taxonomy jednim z nastroju, jak jej odlisit od ostatnich pivovarskych kvasinek.

Podobné jako vétsina pivovarskych kmeni je LCC 3021 polyploidni a reprodukuje se mitotickym
délenim. Za normalnich podminek vareni piva se lezakové kvasinky nereprodukuji meiézou. To
ma vyhodu, Ze je kmen geneticky staly, protoze je méné€ pravdépodobné kiiZeni genetického ma-
terialu (Kreger—van Rij, 1984).

4.2. Pfiprava inokula kvasinek

Kvasinky byly odebrany z lahvi¢ky, kryogenné uchovavané v mrazni¢ce pti —80 °C, a naneseny
na agarové zivné médium s peptonem a kvasniénym extraktem (PYN; pepton 3,5 g/, kvasniény
extrakt 3,0 g/l, KH,PO, 2,0 g/l, MgSO,-7H,0 10 g/l, (NH,),SO0s, 1,0 g/l, glukdza 20,0 g/1, agar
20,0 g/1 v dH,O) pro ziskani dobie oddélenych kolonii. Z 3 az 4 staré plotny rostoucich kvasinek
bylo odebréno sterilni oko, tvofené nékolika koloniemi, a tyto kolonie byly naokovany do 10 ml
objemu sladiny ve zkumavce. Sladina byla ponechédna pies noc pfi 21 °C, odtud termin ,,noni
kultura®, a pak byla pfiddna do vétSiho objemu sladiny, obvykle 200 ml, pro zvySeni biomasy
kvasinek. V nasledujicich dnech byla tato smés p¥idana do dal$iho vétsiho objemu sladiny, a tak
dale, dokud nedoslo k propagaci pozadovaného mnoZstvi kvasniéné biomasy. Obvykle se o&eka-
va produkce piiblizn€ 20 g lezakovych kvasinek na litr sladiny. Pro pfipravu na inokulaci kvasi-
nek byla kultura odstfed’ovana 10 min p¥i 4 °C a 1,0 X 10* min™ (radius = 0,06 m). Po odstfedéni
byla kapalina dekantovana a z pelety byla ziskana p¥islu§na mokra vaha kvasinek pro o¢kovani.

4.3. Médium pro fermentaci sladiny

Pivovar Labatt Breweries of Canada dodal pivovarskou sladinu se specifickou hmotnosti 17,5 °P.
Koncentrace zkvasitelnych uhlohydrati, specifickd hmotnost a volny aminovy dusik v pivovars-
ké sladin€ pouZivané pro fermentace v celé této praci jsou uvedeny v ptiloze A2.1. Dalsi podrob-
nosti ohledné sloZeni sladiny uvadi Dale et al., 1986, Hoekstra, 1975, Hough et al., 1982, Klop-
per, 1974, and Taylor, 1989.

Vsdzkové fermentace: Sladina byla zahfivana 45 min v autoklavu na 100 °C a pak ochlazena,
naceZ byla naockovana imobilizovanymi perlickami nebo volné suspendovanymi kvasinkami.
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Kontinudlni fermentace: Sladina pouzivana pro kontinualni fermentace byla bleskové pasterizo-
vana (deskovy tepelny vyménik Fisher, typ combi—flow Eurocal SFH) pfedtim, nez byla zavadé-
na do bioreaktoru s plynovym vytahem, a tato sladina byla pravidelné monitorovana na mikrobi-
alni kontaminanty, jak je popsano v sekci 4.6. JestliZze byla ve sladiné detekovana kontaminace,
byla okamzité znicena a ze zafizeni byla ziskana nova sladina.

Bleskovy pastér pracoval s objemovym prittokem 0,8 m’/h. Jednotka méla trubkovou zdrzovaci
sekci, kde byla sladina udrzovana na primérné teploté 85 °C s minimalni teplotou 80 °C. Objem
zdrzovaci sekce byl 1,13 x 102 m® a poskytoval dobu zdrzeni ve zdrzovaci sekci 51 s. Po ohfiva-
cim stupni byla sladina po vystupu z jednotky rychle zchlazena na teplotu 2 °C.

4 .4. Metodika imobilizace

Kappa—karagenanovy gel X—0909 byl laskavym darem od Copenhagen Pectin A/S. Kappa—
karagenanové gelové perli¢ky, obsahujici zachycené lezakové kvasinky, byly vyrobeny procesem
s pouZitim statického michadla, jak je podrobné popisuje Neufeld et al. (1996), s poCatecni zatézi
107 az 10® kvasinek/ml gelu, ktera je specifikovana pro kazdé zafizeni. Jak je znazornéno na obr.
15, proces se statickym michadlem je zaloZen na vzniku emulze mezi nevodnou kontinualni fazi,
rostlinnym olejem (kukufi¢ny olej Mazola) a dispergovanou vodnou fézi, roztokem kappa—kara-
genanu (3% w/v) v KClI (0,2% w/v), naoCkované kvasinkami, s pouzitim fadovych polyacetalo-
vych statickych michadel (Cole—Parmer Instrument Co., USA). V topné sekci schématu, kde se
kvasinky rychle misily s roztokem karagenanu a tvofila se emulze, byla teplota 37 °C. Gelace
kappa—karagenanovych kapek v emulzi byla vyvolina rychlym ochlazenim na ledové lazni a
naslednym vytvrzenim v lazni chloridu draselného (22 g/l). K vytvorfeni smési kvasinek a ka-
ragenanu bylo pouzito 24prvkové statické michadlo o priméru 6,4 mm. K vytvofeni emulze bylo
pouzito druhé 42prvkové michadlo o priméru 12,7 mm. Perlicky pouZzité pro experimenty v této
praci byly 0,5 mm < (pramér perlicky) < 2,0 mm.

4.5. Kumulativni distribuce velikosti ¢astic kappa—karagenanovych gelovych perli¢ek
S obsahem imobilizovanych kvasinek

Pro vypodet distribuce velikosti ¢astic na bazi mokré hmotnosti byly kappa—karagenanové gelové
perlicky nahodné odebrany z 301 produkéniho zafizeni gelovych perli¢ek. Kazdy vzorek mél
pfibliznou hmotnost za mokra 500 g. Pro ureni distribuce velikosti perli¢ek bylo pouzito sitova-
ni. Perlicky prochazely fadou sit s velikosti oka 2.0, 1.7, 1,4, 1,18, 1,0 a 0,5 mm. K usnadnéni
sitovani kazdého vzorku perli¢ek byl pouZit objem 4,5 I roztoku KC1 22 g/1. Bylo ptedpokladano,
Ze kappa—karagenanové gelové perlicky jsou dokonale kulové, takZze primér sita byl povazovan
za primér Castice. Bylo rovnéz predpokladano, Ze hustota Castic je rovnomérna a nezavisla na
velikosti Castice.

4.6. Pocitani a zivotnost kvasinek

Zivotnost a koncentrace volné suspendovanych kvasinek: K méfeni Zivotnosti kvasinek byla pou-
Zita mezinarodni metoda methylenové modfi podle The American Society of Brewing Chemists
(Technical Committee and Editorial Committee of the ASBC, 1992). Barvenim se zjistuje, zda je
populace kvasinek Zivotaschopna &i nikoliv na zakladé schopnosti Zivotaschopnych kvasinek
oxidovat barvivo na jeho bezbarvou formu. NeZivotaschopnym kvasinkam chybi schopnost oxi-
dovat barvivo, a tudiz se barvi modie. Methylenova modf, tlumena pufrem Fink—Kuhles, byla
pfipravena smisenim 500 ml roztoku A (0,1 g methylenové modti / 500 ml dH,O) s 500 ml roz-
toku B (498,65 ml 13,6 g KH,PO, / 500 ml dH,O ve smési s 1,25 ml 2,5 g Na,HPO,4-12H,0 / 100
ml d H,0) za vzniku kone&ného tlumeného roztoku methylenové modti s hodnotou pH 4,6.

Ziedény roztok kvasinek byl ve zkumavce smisen s roztokem methylenové modfi na suspenzi
priblizng 100 kvasinek v politku mikroskopu. Mala kapka dobfe promichané suspenze byla
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umisténa na mikroskopické sklicko a prekryta krycim sklickem. Po 1 az 5 minutdch kontaktu
s barvivem se kvasinky zbarvily modfe a byly spocitany ty buiiky, které ziistaly bezbarvé. Pro-
cento Zivotaschopnych bunck bylo uvedeno jako procento spoctenych bunék z celkového poétu.
Koncentrace kvasinek byla urena pomoci svételného mikroskopu a pfistroje Hemacytometer
(Hauser Scientific Company).

Zivotnost a koncentrace imobilizovanych kvasinek: Gelové perlicky byly oddéleny od kvasici
kapaliny prichodem smési sterilnim sitem (velikost pora 500 pm) a promytim 10 ml destilované
vody. Gelové perlicky, 1 ml, obsahujici zachycené kvasinky, byly pfidany do sterilni 50 ml vzor-
kovnice, obsahujici 19 ml destilované vody. Perli¢ky pak bylys pouzitim zafizeni Polytron®
(Brinkmann Instruments) rozruSeny, aby se kvasinky uvolnily z gelu. Zivotnost a koncentrace
kvasinek pak byla méfena zpuisobem popsanym pro volné suspendované kvasinky.

4.7. Mikrobiologické analyzy

Analyzy v kapalné fdazi: Vzorky pro mikrobiologické analyzy byly z kontinuélni fermentace ode-
birany alespori jednou tydné. Sladina, ktera byla pouzivana pro kontinudlni fermentace, byla rov-
né€Z pred pienesenim do reaktoru testovana na kontaminaci. Pro zji§téni pfitomnosti aerobnich a
anaerobnich bakterii byly vzorky naneseny na Universal Beer Agar (UBA, Difco Laboratories)
s pfidavkem 10 mg/l cykloheximidu a inkubovany 10 dni pfi 28 °C. Plotny, které byly testovany
na kontaminaci anaerobnimi bakteriemi, byly umistény do anaerobni nadoby s baliCkem Anae-
roGen® (Oxoid), ktery vychytava veskery kyslik zbyly v nadobé, a tak vytvafi anaerobni prostfe-
di. K potvrzeni anaerobnich podminek v nadobé byl pouzit anaerobni indikator (Oxoid), ktery se
v piitomnosti kysliku barvi riZzové. Kontaminace divokymi kvasinkami byla testovana nanesenim
vzorkili na kvasni¢né médium (YM agar, Difco Laboratories) plus CuSO, (0,4 g/L), inkubované
pfi 25 °C po dobu 7 dni. Pro testovani vzorki na kontaminaci neleZakovymi kvasinkami byl pou-
Zit vySe popsany agar s peptonem a kvasni¢nym extraktem (PYN) pfi 37 °C po dobu 7 dni. Ab-
sence rustu kvasinek na PN pti 37 °C ukazuje, Ze nejsou ptitomny Zadné pivovarské kvasinky,
které rostou pti 37 °C.

Analyzy v gelové fdzi: V nasi laboratofi byl vyvinut test, zaji$tujici, Ze imobilizované perlicky
s kvasinkami, pouzivané pro fermentace, jsou pied naockovanim do bioreaktoru prosté kontami-
nujicich bakterii. Hlavnim problémem bylo zamezit kontaminaci organismy, které kazi pivo, jako
je Pediococcus sp. a Lactobacillus sp. nebo divoké kvasinky. Objem 3 ml karagenanovych gelo-
vych perli¢ek byl naotkovan do 100 ml nékolika riznych selektivnich kapalnych médii, popsa-
nych déle, umistén do 250 ml ban€k pfi 25 °C a tfepan v inkubatorové tfepacce s rychlosti 100
min'. Médium NBB (Nechweis von Bierschédlichen Bacterien) (BBL cat # 98139, NBB Broth
Base, 0,02 g/l cykloheximidu) je semi—selektivni médium, které se pouziva pro bakterie kazici
pivo, jako je Pediococcus sp a Lactobacillus sp. Médium se siranem méd’natym (16 g/l média
YM, Difco; 0,4 g/l CuSO,) je semiselektivni médium pro testovani na kontaminaci divokymi
kvasinkami. Kone¢né médium Standard Methods (STA) + cykloheximid (16 g/l média ,,Standard
Methods®, Difco; 0,02 g/l cykloheximidu) se pouZiva pro testovani na bakterie, nachazeji se ve
vodé, odpadni vodé, mlékarenskych produktech a potravinach (Power and McCuen, 1988). Se-
lektivni média byla zvolena, aby detekovala a identifikovala potencialni organismy kazici pivo
béhem tfi dni. Kontaminované vzorky byly oznateny zékalem ve vzorku a byla provedena pied-
bézna identifikace kontaminant.

Metodika detekce respiracné deficitnich (RD) kvasinek: Technika pFekryvdni trifenyltetrazolium-
chloridem (TTC): Tato metoda byla pouzita k rozliSeni respiraéné deficitnich kvasinek od zbytku
populace a je zaloZena na principu, Zze TTC je bezbarva sil, ktera tvofi pfi redukci &ervenou sra-
Zeninu. Jestlize se TTC navrstvi na kolonie kvasinek rostouci na agaru YPD (kvasni¢ny extrakt
10 g/1, pepton 20 g/l, dextroza, 20 g/l, agar 20 g/l v dH,0), respiratné dostate¢né kvasinky TTC
redukuji a tyto kolonie se zbarvi do tmavé riizova az &ervena. Respiraéné deficitni kvasinky vak
toto barvivo neredukuji a zachovaji si svou ptivodni barvu.
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Pfed nanesenim na plotny byly kultury sériové nafedény na vhodnou koncentraci mikroorganis-
m, cca 100 bunék/ 0,2 ml. Plotny YPD pak byly inkubovany priblizn€ 3 dny pti 21 °C, dokud
nebyly kolonie kvasinek viditelné v aerobnim prostfedi. Kazda plotna pak byla ptevrstvena 20 ml
TTC agaru o teploté 50 °C. TTC agar byl pfipraven po ochlazeni jednotlivych roztokd na 50 °C
smisenim 1:1 roztoku A (12,6 g/l NaH,PO,, 11,6 g/l Na,HPO4, 30,0 g/l agaru v dH,O, autoklavo-
vano pfi 121 °C 15 min) s roztokem B (2,0 g/12,3,5-trifenyltetrazoliumchloridu v dH,O, autokla-
vovano pfi 121 °C 15 min). Plotny byly odecitany po 3 h inkubace pfi teploté mistnosti. Procento
RD bylo uvedeno jako procento nezbarvenych kolonii z celkového pozorovaného poctu.

4.8. Skanovaci elektronova mikroskopie (SEM) kvasinek imobilizovanych v kappa—karagenano-
vych gelovych perli¢kach

Kappa—karagenanové gelové perlicky obsahujici imobilizované kvasinky byly z bioreaktoru ode-
brany vzorkovacim otvorem a umistény do sklenéné lahvicky se Sroubovacim uzévérem o obje-
mu 10 ml, pfi¢emz perlicky byly ponofeny v malém objemu fermentaéniho média. Lahvicka byla
okamzité piekryta ledem a pfenesena v izolované nadobé do zatizeni SEM. Kappa-karagenanové
gelové perli¢ky obsahujici imobilizované kvasinky byly fixovany ve 2% (v/v) glutaraldehydu
pfipraveném v Sorensenové fosfatovém pufru, 0,07 M, pH 6,8 (Hayat, 1972). Poté byla provede-
na post—fixace v 1% (w/v) oxidu osmicelém, pfipraveném ve stejném pufru, a dehydratace po-
stupnou fadou alkoholickych roztoki 50, 70, 80, 90, 95,. 100 % (v/v), kazdy po dobu 15 min, a
pak 3 vymény pii 100 %. Pred susenim v kritickém bodé¢ (Ladd Research Industries, Burlington,
VT) pomoci oxidu uhli¢itého byly né€které perlicky zmrazeny v kapalném dusiku, naruSeny a
shromazdény do 100% alkoholu. Naruseni mrazem umoziiuje expozici vnitiniho povrchu perli-
&ek s minimalni distorzi. Po suSeni v kritickém bod¢ bylo na vzorky naneseno rozpraSovanim
(rozpraSovaci zafizeni Polaron SC500, Fison Instruments, England) 30 nm zlato/palladium a pak
byly vzorky podrobeny skanovani autoemisnim skanovacim elektronovym mikroskopem Hitachi
S—4500 (Nissei, Sangyo, Tokyo, Japonsko).

4.9. Protokol odebirani vzorku z bioreaktoru

Rezervoar vzorkovaciho otvoru bioreaktoru (membranovy vzorkovaci ventil Scandi-Brew Type
T) byl naplnén 70% (v/v) roztokem ethanolu pro zachovani aseptickych podminek v okoli otvoru
mezi odebiranim vzorkd. Pro odbér vzorku byla ptedtim, nez byl vzorkovaci otvor otevien, ze
dna ethanolového rezervoaru vyjmuta zatka, rezervoar byl vypustén a dikladné proplachnut
ethanolem. Vzorky byly shromazdovany do ampule se stisknutymi konci nebo do nadoby se
Sroubovacim uzavérem a objemy se pohybovaly od 560 ml v zévislosti na poZadované analyze.
Pro testovani na mikrobiologickou kontaminaci bylo 10 ml fermenta¢ni kapaliny vakuové pre-
Cerpano pres sterilni filtraéni jednotku. Membrana s velikosti pora 0,45 pm byla umisténa do
vhodného selekéniho média, jak je popsano v sekci 4.6.

Pro chemické analyzy bylo 60 ml vzorku odebrano pies septum ze 100ml ampulky se stisknutymi
konci a piefiltrovano pfes dvouvrstvy jehlovy filtraéni systém Schleicher a Shull FP-050
s velikosti pérti 5 um a 0,45 pm. Pozadovany objem vzorku byl pak umistén do nadobky s hor-
nim objemem 20 ml, ktera byla uzaviena Teflonovym septem a aluminiovym uzavérem. Potiebné
objemy vzorku jsou uvedeny v tabulce 4.1.
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Tabulka 4.1. PoZadavky na objem vzorkt pro rizné chemické analyzy.

Vzorek Objem (ml)
ethanol 5

dioly s kratkym fetézcem 10

t€kavy podil piva 12
vicinalni diketony 5

uhlohydraty/specifickd hmotnost/ 12

volny aminovy dusik/proteiny 12

4.10. Méfeni rozpusténého kysliku

Analyzator rozpusténého kysliku Dr. Thiediga Digox 5 méfi rozpustény kyslik v rozmezi 0,001
az 19,99 mg/l ve slading, kvasici zapafe a pivu (Anon, 1998). Vilacha a Uhlig (1985) testovali
mnoho pristroji pro méfeni rozpusténého kysliku v pivu a zjistili, Ze analyzator Digox poskytuje
divéryhodné a piesné hodnoty.

Elektrochemicka metoda, pouzivana pristrojem Digox 5, je zaloZena na ampérometrickém uspo-
fadani tii elektrod s potenciometrem. Méfici ¢lanek sestava z méfici elektrody (katody) a protie-
lektrody (anody). Tyto elektrody jsou vystaveny kapaling, v niz ma byt méfena koncentrace kys-
liku. Po fixaci definovaného méticiho potencialu dojde na méfici elektrodé k reakci. Na velké
stfibrné méfici elektrodé€ jsou molekuly kysliku redukovany na hydroxylové ionty. Dvé molekuly
vody reaguji podle rovnice 4.1 s jednou molekulou kysliku za pohlceni Etyf elektronii na Ctyfi
hydroxylové ionty.

0, + 2H,0 + 46 — 40H @.1)

Anoda z nerezové oceli absorbuje ¢étyfi elektrony uvolnéné na katodé k zajisténi toku proudu.
Podle rovnice 4.2 je méfeny proud I pfimo imérny koncentraci kysliku Cy o:

I=KxCrpo 4.2)

kde konstanta K je ovlivnéna Faradayovou konstantou, poétem elektronti pfevedenych na mole-
kulu, povrchovou plochou katody a tloustkou hraniéni vrstvy na povrchu méfici elektrody.

Konstantni charakteristicky méfici potencial je kriticky pro selektivitu (na kyslik) a pfesnost mé-
feni. Méfici napéti je stabilizovano referenéni elektrodou, ktera neni zatizena proudem. Tato
elektroda, spolu s potenciometrem, ktery poskytuje elektronickou zpétnou vazbu, dodava kon-
stantni méfici potencidl. Povrch méfici elektrody je elektrolyticky spojen s referencni elektrodou
pomoci diafragmy.

Chyba, vztazeno na méfici rozsah koneéné koncentrace rozpusténého kysliku, byla +3 % (Anon,
1998). Analyzator rozpusténého kysliku byl kalibrovan pomoci Thiedig Active Calibration, pfi
které Digox 5 poskytl definované mnozstvi kysliku podle Faradayova zakona (0,500 mg/1), které
pak bylo kiizov€ zkontrolovano s hodnotami naméfenymi v matrici. Tak bylo mozno pfistroj
kalibrovat béhem 1 min za podminek tlaku, teploty a toku, které odpovidaji podminkami méfeni.
ProtoZe vyména molekul v senzoru je difuzni proces, je ovlivnéna teplotou, coZ vede k vé&tsim
reakénim rychlostem a zvySeni méfeného proudu. Proto je zafizeni Digox 5 rovnéZz vybaveno
senzorem, ktery méfi teplotu a provadi automatickou kompenzaci vychylek.
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Zatizeni Digox 5 ma urité vyhody oproti kyslikovym senzorim na bazi membran. Protoze Di-
gox nepouziva elektrolyt, je ztrata citlivosti relativn€ pomala a na méfici elektrodé dochazi pouze
k drobnym usadam. Citlivost je také mozno zjistovat kdykoli provedenim aktivni kalibrace. Jed-
na se o jednoduchy proces &isténi elektrody a rekalibrace pfistroje. U vétSiny membranovych
senzorll se na katodé usazuje chlorid stéibrny a roztok elektrolytu se méni, coz vede k postupné
niz8im odeéditanym hodnotdm. Proto se doporucuje membrany a elektrolyty kazdych nékolik tyd-
nl ménit a pak rekalibrovat, coZ je zdlouhava a obtizna prace. Kalibrace membranovych senzortt
se obvykle provadi v laboratofi pfi hladiné nasyceni kyslikem, coz miize zpiisobit nezanedbatelné
chyby, zejména v matrici sladiny a piva pfi velmi nizké hladiné kysliku. Teplota ma na membra-
nové kyslikové senzory troji vliv: méni se propustnost membrany, méni se parcialni tlak kysliku
a méni se rozpustnost kysliku v elektrolytu. Tepelna kompenzace téchto tii faktorti je u membra-
novych senzord obtizna.

Méveni rozpusténého kysliku ve sladiné béhem skladovdni: Ohebna trubka potravinarské kvality
Tygon® (vnitini primér’”) byla asepticky napojena na vzorkovaci otvor umistény v blizkosti vr-
cholu kuzelové zakladny skladovacich tankd sladiny T-1 a T-2 (viz sekci 4.2.1). Peristaltické
erpadlo s proménlivou rychlosti poskytovalo objemovy priitok 11 I/h blokem analyzatoru roz-
pusténého kysliku ((Masterflex® L/S™ Digital Standard Drive, Cole-Parmer cat. #P—07523-50)).
Méfeni rozpusténého kysliku ve sladiné pak byla zaznamendvéna po 4 aZ 5 minutach.

Méveni rozpusténého kysliku v bioreaktoru: Pted provedenim méfeni rozpuéténého kysliku
v bioreaktoru byl blok analyzatoru Dlgox 5 dezinfikovéan. Vstup senzoru byl napojen na sterilni
trubku potravinarské kvality Tygon® (vnitini primér %". Do analyzatoru byl po dobu 15 min
&erpan 70% (v/v) roztok ethanolu s objemovym priitokem pfiblizn€ 10 I/h. Analyzator rozpusté-
ného kysliku byl napojen na laboratorni rozvod vody a minimalné 2 h byla do senzoru pousténa
horka voda (70 °C). Tato metoda byla pouzita misto sterilizace parou, protoZe materidly bloku
analyzatoru nesnaseji teplotu nad 70 °C. Po dvouhodinové dezinfekci bylo potrubi na vstupu i
vystupu zaSkrceno, aby byla uvnité analyzatoru zachovana sterilita. V digestofi s laminarnim
proudénim bylo na vstup a vystup analyzatoru napojeno erstvé sterilizované potrubi. Volné kon-
ce potrubi byly asepticky upnuty na vstupy na hlavé bioreaktoru z nerezové oceli o vnitfnim
priméru %'~ a byla provadéna méfeni. KdyZ nebyly vstupy na bioreaktoru pouZivany, byly uza-
vieny kratkym Gsekem sterilizované potravinarského potrubi Tygon®.

Rozpustény kyslik byl v bioreaktoru s plynovym vytahem méfen on—line odebiranim kapaliny
z fermentace vystupem umisténym v hlavé bioreaktoru. Fermenta¢ni kapalina opoustéla bioreak-
tor ptes nerezovy filtr (viz sekei 4.1.2), napojeny na nerezovou trubku o priiméru 4", ktera zasa—
hovala do hlavy bioreaktoru. Kapalina pak proudila ohebnou potravinafskou trubkou Tygon®

(vnitini primér %), ktera byla napojena na peristaltické erpadlo s proménlivou rychlosti
(Masterflex® L/S™ Digital Standard Drive, Cole-Parmer cat. #P—07523-50), poskytujici objemo-
vy prutok 11 1/h blokem analyzitoru rozpuéténého kysliku. Fermentani kapalina pak byla
recyklovéna druhym &étvrtpalcovym nerezovym vstupem, ktery zasahoval do hlavy bioreaktoru.
K napojeni senzoru na bioreaktor bylo pouzito potrubi potravinafské kvality Tygon® (Cole—
Parmer, 1999) pro svou dodavatelem specifikovanou nizkou propustnost pro kyslik
30 cm’ mm/(s-cmz-cmHg) x 107'°. Méfeni bylo provadéno po 4 aZ 5 minutach obéhu.

4.11. Chemické analyzy

Kalibrace byly provadény s pouZitim pfislusnych standardnich ¢inidel. VSechna €inidla pouZziva-
na pro analyzu méla istou >99 %. V pripadé potieby bylo provedeno dalsi pfecisténi destilaci.

4.11.1. Ethanol
Koncentrace ethanolu byla stanovena s pouZitim metody plynového chromatografu s vnitinim
standardem (GC) podle Technical Committee a Editorial Committee spole¢nosti American Socie-

ty of Brewing Chemists (1992). Odplynéné vzorky byly pfimo oSetfeny isopropanolem jako
vnitinim standardem, 50 (v/v), a nastfiknuty do plynového chromatografu Perkin Elmer 8500,
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vybaveného plamenovym ioniza¢nim detektorem (FID) a automatickym vzorkova¢em Dynatech.
Byla pouzita kolona Chromosorb 102, 80 az 100 mesh s héliem jako nosnym plynem. Podminky
chromatografie: pritok 20 ml/min, teplota injektoru 175 °C, teplota detektoru 250 °C a teplota
kolony 185 °C.

4.11.2. Souhrnny prehled vhlohydrati

Koncentrace glukoézy, fruktézy, maltézy, DP3 (maltotriéza), DP4 (maltotetr6za), poly—1 (poly-
sacharidovy pik 1) a glycerolu ve fermentaénich vzorcich byly kvantifikovany pomoci vysoko-
uc¢inného kapalinového chromatografu (HPLC). Spectra—Physics (SP§100XR), vybaveného kati-
ontovyménnou kolonou (Bio—Rad Aminex, HPX-87K) a detektorem indexu lomu (Spectra—
Physics, SP6040XR). Mobilni fazi tvofil 0,01 M monohydrofosfore¢nan draselny a systém byl
vybaven automatickym vzorkovadem Spectra—Physics (SP8110). Zafizeni pracovalo s proti-
tlakem 800 psi. Pritok vzorku a eluentu kolonou byl 0,6 ml/min, teplota kolony 85 °C a teplota
detektoru 40 °C. Objem nasttiku byl 10 pl.

4.11.3. Specificka hmotnost

Specificka hmotnost sladiny a fermenta¢niho média je v této studii uvadéna prostiednictvim sku-
teného extraktu (stupné Plato, °P), coZ je uzndvana jednotka pouZivana v pivovarnickém pri-
myslu.

Fermentacni vzorky byly prefiltrovany, jak je popsano v sekci 4.8, a promichany, nacez byla
provadéna analyza digitalizovanym méfi¢em hustoty (densitometr Anton Parr DMA-58) pro
zjisténi specifické hmotnosti sladiny (stupeni Plato). Fermentaéni vzorky byly vloZeny do sklené-
né trubice tvaru U, kterd elektronicky oscilovala, a tak byla stanovena specificka hmotnost, ne-
ptimo poskytujici stupné Plato.

Stupn€ Plato oznacuji €iselnou hodnotu procenta (w/v) roztoku sachardzy ve vodé pfi 20 °C,
jehoz specifickd hmotnost je stejna jako u méfené sladiny. Protoze $kéla stupiii Plato a vysledné
tabulky, tykajici se specifické hmotnosti roztoku ke koncentracim solutu jsou zalozeny na vod-
ném roztoku sacharézy, jedna se pouze o aproximaci mnozstvi extraktu. Extrakt je termin ozna-
¢ujici celkovou disponibilni rozpustnou hmotu v kvasicim materialu ,,jako takovou®“ a/nebo po-
tencidln€ po zpracovani (Hardwick, 1995), jako uhlohydraty, proteiny, taniny. Extrakt se v pivo-
varnickém prumyslu dosud vyjadiuje jako specifickd hmotnost ve stupnich Plato, protoze chybi
vhodné;jsi oznaceni, 1épe vyjadfujici variabilitu sloZeni sladiny rizného pivodu.

4.11.4. Celkovy diacetyl

Celkovy diacetyl (2,3—butandion) v pivu a fermenta¢nich vzorcich byl mé&fen s pouzitim techniky
horniho odbéru vzorkii analytu s naslednym délenim kapilarni GC (Hewlett—Packard 5890) a
detekci elektronového zachytu (ECD), zaloZzené na metodé Technical Committee a Editorial
Committee spoleénosti American Society of Brewing Chemists (1992). Metoda se vztahuje k
»celkovému diacetylu“, protoze méfi mnoZstvi diacetylu i jeho prekursoru, alfa—acetolaktatu.
Nosnym plynem byl 5% methan v argonu s pritokem 1,0 ml/min a byla pouzita kolona J & W
DB-Wax. Pomér stépeni byl 2:1 a pomocnym plynem bylo hélium s pritokem 60 ml/min. Teplo-
ta injektoru byla 105 °C a teplota detektoru 120 °C.

Systém byl vybaven hornim automatickym vzorkovaéem Hewlett Packard 7694E a jako vnitini
standard byl pouzit 2,3-hexandion. Doba cyklu vzorku byla 40 min, s dobou ekvilibrace lahvi¢ky
30 min pfi 65 °C, dobou natlakovani 2 min pti 4,8 psig, dobou plnéni smycky 0,2 min, dobou
ekvilibrace smycky 0,1 min, a dobou néstfiku 0,27 min. Tlak nosiée byl 18,8 psig, teplota postu-
pové linky 95 °C a teplota smycky 65 °C.
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4.11.5. Teékavy podil piva

Té&kavy podil piva, zahrnujici acetaldehyd, ethylacetat, isobutanol, 1-propanol, isoamylacetat,
isoamylalkohol, ethylhexanoat a ethyloktanoat, byl méfen metodou GC (Hewlett Packard 5890)
s pouzitim vnitiniho standardu (n—butanol) a plamenového ionizaéniho detektoru (FID). Nosnym
plynem bylo hélium s priitokem 6,0 ml/min a GC byla vybavena hornim automatickym vzorko-
vatem Hewlett Packard 7694.

Teplota injektoru GC byla 200 °C a teplota detektoru 220 °C. Teplotni profil picky: 40 °C
(5 min), 40 az 200 °C (10 °C/min), 200 az 220 °C (50 °C/min), 220 °C (5 min). Plyny FID zahr-
novaly nosny plyn s pritokem 6,0 ml/min, dodatek hélium 30 ml/min a 28 psig, H, 50 ml/min a
25 psig a vzduch 300 ml/min a 35 psig.

Septum bylo proplachovéno s pritokem 0,8 ml/min. Tlak v hlavé byl 4,0 psig. KdyZ byl na na-
stiikovy otvor napojen automaticky vzorkovag, byl tlak v lahvicce 15,9 psig, tlak nosice 7,1 psig,
hlavovy tlak v kolon& 4 psig, pritok odstépeného proudu 18 ml/min a priitok v koloné 6 ml/min.
Teploty zon: lahvi¢ka 70 °C, smycka 80 °C, ptenosové linka 150 °C.

Doba cyklu GC byla 40 min, s dobou ekvilibrace lahviéky 35 min, dobou natlakovani 0,25 min,
dobou plnéni smycky 0,1 min, dobou ekvilibrace smy¢ky 0,1 min, dobou nastfiku 3 min a obje-
mem smycky vzorku 1 ml

4.11.6. Volny aminovy dusik (FAN)

Ke stanoveni koncentrace volného aminového dusiku ve fermentaénim vzorku byla pouzita me-
zinarodni metoda pro volny aminovy dusik podle Technical Committee a Editorial Committee
spole¢nosti American Society of Brewing Chemists (1992), s pouzitim spektrofotometru Perkin
Elmer LS50B. Tato spektrofotometricka metoda zobrazuje barevnou reakci mezi ninhydrinem a
dusikem p¥itomnym ve vzorku. Velikost absorbance se pfimo vztahuje k mnoZstvi pfitomného
volného aminového dusiku.

a) Barevné Cinidlo: 19,83 g hydrogenfosfore¢nanu disodného (Na,HPO,)
30,00 dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH,PO,)
2,78 g ninhydrid monohydrat
1,50 g fruktéza

b) Redidlo: 2,00 g jodi&nan draselny (KIOs)
596 ml destilovana, deionizovana voda
404 ml 95% (v/v) ethanol

Uchovavano v chladni¢ce a pouZzivano za teploty mistnosti.
c) Zasobni roztok glycinu: 0,1072 g/100 ml destilované deionizované vody

d) Standardni roztok glycinu: zasobni roztok byl zfedén 1:100 (v/v) destilovanou, deionizovanou
vodou. Tento standard obsahuje 2 mg/l FAN.

Vzorky byly ziedény destilovanou vodou v pomé&ru 100:1 a do kazdé ze 3 zkumavek byly nality
2 ml nafedéného vzorku. Slepy pokus byl ptipraven nalitim 2 ml destilované deionizované vody
do kazdé ze 3 zkumavek. Byly rovnéZ pfipraveny tfi zkumavky, obsahujici kazda 2 ml standard-
niho roztoku glycinu.

Ke viem vzorkim byl ptidan 1 ml barevného &inidla a byly vlozZeny na pfesn€ 16 min do vodni

lazné o teploté 100 °C. Pak byly zkumavky 20 min chlazeny ve vodni lazni o teploté 20 °C. Poté
bylo do kazdé zkumavky piidano 5 ml fedidla a dikladné promichéno. Vzorky pak byly pone-
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chany 10 az 15 min stat. Poté byla spektrofotometrem métena absorbance pii 570 nm a mnoZstvi
FAN ve vzorku bylo vypoéteno podle rovnice 4,3.

FAN (mg/L) = (Ap — Ap — Af) 2d / As (4.3)

kde FAN je mnozstvi volného aminového dusiku ve vzorku v mg/l, Ap je primér absorbanci zku-
Sebnich roztokd, Ap je primér absorbanci po slepé pokusy, Ar je primér absorbanci pro korekci
na tmavé sladiny a piva, 2 je mnozstvi FAN ve standardnim roztoku glycinu, d je faktor fedéni
vzorku a Ag je priumér absorbaci pro standardni roztok glycinu.

Kapitola 5. Kontinualni fermentace s pouzitim systému bioreaktoru s plynovym vytahem

Pro kontinuélni fermentaci byl zvolen systém bioreaktoru s plynovym vytahem pro své publiko-
vané vyborné charakteristiky pfenosu hmoty (kapalina—pevna latka) a michani. Pfenos hmoty
kapalina—pevna latka je zvlast' dilezity, protoZe zahrnuje pfenos Zivin z kapalné faze do pevného
biokatalyzatoru s imobilizovanymi kvasinkami, ktery poskytuje substrat pro enkapsulované kva-
sinky. Tyto reaktory také maji dobré provzdusnéni, niz8i spotfebu energie a jednoduchou kon-
strukci. Tim jsou bioreaktory s plynovym vytahem velmi atraktivni pro operace ve velkém méfit-
ku, jako naptiklad pro primyslové zpracovani odpadnich vod (Driessen et al., 1997; Heijnen,
1993).

5.1. Popis bioreaktoru s plynovym vytahem a saci trubkou
Tato sekce uvadi podrobny popis bioreaktoru s plynovym vytahem, pouZitého v této praci.
5.1.1. Téleso bioreaktoru

Bioreaktor s plynovym vytahem a saci trubkou o objemu 13 1 (pracovni objem 8 1), navrzeny pro
tuto praci, byl tvoten trojfazovym fluidnim loZem (kapalina/pevna latka/plyn), kde byly imobili-
zované kvasinky udrZovany v suspenzi vnitini cirkulaci kapaliny, pohanénou plynnym oxidem
uhli¢itym (Heijnen, 1996), jak je zndzornéno na obr. 16. Fotografie nadoby bioreaktoru je na obr.
17 a podrobny nékres s rozméry na obr. 18. Oxid uhli¢ity a vzduch proudi do spodniho kuzele
bioreaktoru z probublavaci trubky ze sintrované nerezové oceli (tryska proCO,, ¢ast #9222,
Hagedorn & Gannon, USA) o délce 0,11 m a vn&j§im priméru 0,013 m. Oxid uhligity byl pouzit
Jjako fluidiza¢ni plyn a vzduch k dodavani kysliku kvasinkam.

Saci trubka, umisténa ve valcovém bioreaktoru soustfedné, fungovala v tomto systému fluidniho
loZe jako stoupaci trubka, zatimco vnéjsi prstenec slouzil jako klesaci trubka. Vnitfni saci trubka
byla zavé$ena z cylindrického odludovade &astic, usazeného na téech vystupnich z nerezové oceli
v rozSifené hlavové ¢asti bioreaktoru. Umisténi armatur saci trubky a odluovade Eastic uvnitf
bioreaktoru minimalizovalo riziko mikrobialni kontaminace z vné&jsiho prostiedi.

Plvodné mél bioreaktor sito k oddélovani imobilizovanych kvasinek od kapaliny na vystupu.
Sito viak bylo nachylné k ucpavani, takze byl pouzit valec z nerezové oceli, ktery oddéloval per-
li€ky imobilizovanych kvasinek od kapalné faze, kdyz prochazely pfes vrchol saci trubky a pro-
tékaly prstencem dolii. Misto aby opoustély bioreaktor jako pfepad, narazely ¢astice do vélce a
spadavaly do kapalné faze. Tak vznikala mala oblast blizko vystupu z bioreaktoru, ktera byla
prosta imobilizovanych kvasinek. Rozsifend hlavova oblast bioreaktoru také zvétSovala plochu
povrchu pro odpoutani bublin plynu.

5.1.2. Viko bioreaktoru
Na obr. 19 je uveden schematicky nacrt vika bioreaktoru. Otvory vika byly udrZovany na mini-

mu, aby se minimalizovalo nebezpe¢i kontaminace. Otvory byly bud’ pfimo navafeny na viko,
nebo byly pouZity tlakové armatury (Swagelok®™). Viko bylo opatfeno inokula&nim otvorem, tep-
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lomérnou jimkou, teplomérem, septem pro odbér vzorkl plynu a vstupy a vystupy pro kapalinu
pro méfeni rozpusténého kysliku. Do teplosmérné jimky bylo vloZeno teplotni €idlo, které bylo
napojeno na systém regulace teploty. Regulator teploty ovladal solenoidovy ventil, ktery oteviral
a uzaviral ptfivod glykolu do tepelného plasté bioreaktoru. Teplota byla monitorovana pomoci
teploméru (vodovzdorny termoclankovy teplomér Cole—Parmer Waterproof, #90610-20) a sondy
typu T, ktera byla navafena do vika bioreaktoru. Rozpustény kyslik byl méfen pomoci analyzato-
ru rozpusténého kysliku (Dr. Theidig, Digox 5), ktery pro presné odeéitani kysliku vyzadoval
prutok 9 az 11 I/h kapalného média blokem analyzatoru. Kapalina pro méfeni kysliku se z bio-
reaktoru odvadéla trubkou o vnitfnim primeéru Y, ktera prochazela vikem do fermentacni kapali-
ny. Jak je znazornéno na obr. 20, byl vrchol trubky opatien filtrem pro odstrafiovani vétSich ¢as-
tic z kapaliny pfi jejim Cerpani skrze analyzator rozpusténého kysliku. Kapalina pak byla do bi-
oreaktoru vracena jinym %" otvorem ve viku.

5.1.3. Sanitarni ventily pro asepticky odbér vzorkii

Bioreaktor byl vybaven membranovym vzorkovacim ventilem (Scandi-Brew®), navafenym do
stény bioreaktoru. Ventil byl uréen pro odbér vzorki za aseptickych podminek. Membrana tésnila
pfimo proti fermentadni kapalin€, diky ¢emuz byl ventil pln¢ sterilizovatelny parou a alkoholem
prostfednictvim dvou vystupt (obr. 18). Membrana byla obklopena malym vnéj$im rezervoarem
ethanolu pro uchovani sterility mezi odbéry. Tento ventil byl pouzivan pro vSechny odbéry vzor-
ki v bioreaktoru a bylo pfedpokladano, Ze slozeni kapaliny v bodé odbéru vzorkii nebylo vy-
znamné odli$né od kapaliny opoustéjici vystup z reaktoru. Jak je zminéno v této praci v kapitole
Materialy a metody, byl odbér vzorkii z bioreaktoru provadén z ventilu umisténého na vnéjsi
sténé bioreaktoru. Pro potvrzeni piedpokladu, ze slozeni kapaliny vystupujici z vystupu bioreak-
toru je stejné jako u kapaliny odebrané z télesa bioreaktoru, byly provedeny studie doby michani.

Ke stanoveni doby michani v bioreaktoru s plynovym vytahem byla pouzita metoda detektoru
pulst (Chistie, 1989). Do prstence bioreaktoru byl rychle nastfiknut 1 ml 10 N HCI a zména pH
byla logaritmovana v Case s Casem t = 0 s v okamziku nastfiku. Hodnota pH se nastfikem 10 N
NaOH vrétila na pivodni hodnotu. pH elektroda (Cole—Parmer, cat. #P—05990-90) méla délku
277 mm a prumér 3,5 mm. K monitorovani pH byl pouzit snima¢ pH Ingold Model 2300. Dvou-
bodova kalibrace pH byla provedena pomoci certifikovanych standardnich pufrii, Beckmanova
zeleného pufru o pH 7,0, Part #566002 a Beckmanova ¢erveného pufru o pH 4,0, Part #566000.
Data byla logaritmovana s frekvenci 3750 Hz po dobu 300 s s pouzitim programu, ktery sestrojili
Cheryl Hudson a John Beltrano v r. 1994 a modifikoval Norm Mensour v r. 199 (University of
Western Ontario, London, Ontario).

pH data pak byla vyvaZzena s pouzitim algoritmu Savitsky—Golay v TableCurve 2D (Jandel
Scientific Software, Labtronics, Guelph, Ontario). Algoritmus Savitzky—Golay je metoda vyva-
Zovéani ¢as—doména, zaloZend na bikvadratickém polynomialnim prolozeni nejmensSich Ctverci
v pohyblivém okné podél dat pH (Anon, 1996). Vyvazena data pak byla normalizovéna a byla
sestrojena zavislost ApH na ¢ase. Doba michani byla brana na nejbliz§i minutu, kdyz pH dosahlo
cca 95% rovnovazné hodnoty. Doba michéani byla méfena s pouzitim tfi riznych objemovych
pritokit oxidu uhligitého: 283 cm®/min, 472 cm’/min (objemovy pritok pouzivany v celé této
praci) a 661 cm’/min. Ve viech tiech piipadech se pH v bioreaktoru vyrovnalo (na cca 95 %) za
méné nez 2 minuty, jak je zfejmé z piilohy 1. Doba michani byla povazovana za dostatené krat-
kou pro potvrzeni naseho ptivodniho predpokladu, Ze bioreaktor je dobfe michén. To ndm umoz-
nilo pfedpokladat, ze slozeni kapaliny, odebrané ze st€ny bioreaktoru neni vyznamné odlisné od
kapaliny, které odtéka na vystupu s primérnou dobou zdrzeni v bioreaktoru 24 h. Z piipojenych
obrazkd je vidét uréita recirkulace kapaliny, vznikajici navic michanim dispergaci, ktera je typic-
ka pro bioreaktory s plynovym vytahem (Chisti, 1989).
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5.2. Proudové schéma systému kontinualni fermentace piva

Proudové schéma systému kontinudlni fermentace piva, ktery byl umistén v pilotnim mikropivo-
varu Labatt Brewing Company Limitexd, London, Ontario, je znazornéno na obr. 21 s podobnym
popisem souéasti v tabulce 5.1. Sladina byla ziskéna ze zivodu Labatt v mésté€ London, sterilizo-
véana v bleskovém pastéru (deskovy tepelny vyménik Fisher s kombinovanym tokem typ Eurocal
5FH), a skladovéana ve velkych tancich (T-1 a T-2). Béhem kontinualni fermentace byla sladina
prevadéna s kontrolovanym priitokem do bioreaktoru s plynovym vytahem (BR-1), obsahujiciho
imobilizované kvasinky. Fermentovana kapalina opoustéla bioreaktor jako pfepad a byla jimana
do sbérné nadrze (T-3). V nasledujici sekci je podrobné popsan provoz systému kontinualni fer-
mentace znazornéného na obr. 21.

5.2.1. Odbér a skladovani sladiny

Neokyslieny sladina pro kontinualni fermentaci byla odebirana potrubim z londonského zavodu
Labatt do 16001 cylindrokénického skladovaciho tanku, ptedem proplachnutého oxidem uhlici-
tym pro minimalizaci pfijmu kysliku sladinou. Vsechny tanky tohoto méfitka, v¢etné uchovava-
cich tankd na sladinu T-1 a T-2, byly pied pouzitim dezinfikovany podle nejlepsi praxe firmy
Labatt. Sladina pak byla podrobena bleskové pasterizaci a pii 2 °C pievedena do volného ucho-
vavaciho tanku T—1 nebo T-2 (také piedem proplachnutého oxidem uhli¢itym). Sladina byla
v téchto tancich pii 2 °C uchovavana az 2 tydny a dodavala kapalinu do kontinudlné fermentac-
niho bioreaktoru BR—1. Po skong&eni dvoutydenni doby byl vstup suroviny do bioreaktoru pie-
pnut, takze sladina byla dodavana z druhého uchovavaciho tanku, ktery obsahoval Cerstvou sladi-
nu. Byly pouzity dva identické uchovavaci tanky, T-1 a T-2, aby se minimalizovala ¢ekaci doba
b&hem prepinani na Cerstvou sladinu. Ve vSech pfipadech byla sladina miniméln€ 2 dny pied
zavedenim do bioreaktoru (BR~-1) testovana na kontaminaci. Jestlize byla sladina kontaminova-
na, byla zni¢ena a okamzité byla odebrana a pasterizovéna Cerstva sladina.

Minimalizace koncentrace rozpusténého kysliku ve sladiné béhem skladovdni. Cilem bylo skla-
dovat sladinu s minimem kysliku s konstantni hladinou a pfi nizké teploté bez zmrazovani sladi-
ny. To bylo potfebné k zamezeni nezadouciho zvétravani sladiny v disledku chemickych reakei
s kyslikem (Narzif} et al., 1993), k poskytovani konzistentni dodavky sladiny do bioreaktoru a
k minimalizaci nebezpedi kontaminace sladiny mikroby béhem skladovani. Velké 16001 (Cisty
objem) cylindrokénické nadoby (T-1 a T-2), pouZivané pro uchovavani sladiny pro kontinualni
fermentaci, byly pivodné navrZeny jako vsazkové fermentory, nikoli uchovavaci tanky na sladi-
nu. Proto nebylo chlazeni téchto naddob adekvétni pro uchovavani sladiny pti 2 °C. Po tfech
dnech uchovavani sladiny se teplota od jedné oblasti tanku k druhé ménila az o 15 °C (tabulka
5.2).

Tyto teplé oblasti v tancich zvySovaly nebezpedi ristu mikrobi. Proto bylo nutno tyto tanky né-
jak michat, aby se vSude zajistila rovnomérn¢ nizka teplota.

Z téchto diivodii byl do zakladového kuZele kazdého uchovavaciho tanku na sladinu (T-1 a T-2)
umistén trubkovy rozdélovag. Byly provadény experimenty pro nalezeni nejlepSiho postupu pro
pInéni tanki sladinou a udrZovani konstantni nizké hladiny rozpusténého kysliku. V prvnim ex-
perimentu byl uchovavaci tank naplnén sladinou, ktera byla odebrana bez okysli¢eni a bleskové
pasterizovéana. Jakmile byl uchovavaci tank naplnén 1600 | sladiny, bylo do zékladny tanku
vpousténo 0,113 m*/h oxidu uhligitého. Béhem druhého experimentu byla sladina opét odebréana
bez okysli¢eni a bleskové pasterizovana. Tentokrat byl ale tank proplachovéan oxidem uhli¢itym
(0,85 m*/h) 3 hodiny pred naplnénim a malé mnoZstvi oxidu uhli¢itého (0,113 m’/h) bylo do
uchovavaci nadoby kontinualn& p¥ivadéno soucasné s pievadénim sladiny do tanku. Tento maly
pritok oxidu uhligitého byl kontinualn€ probublivan sladinou, uchovavanou v tanku, b&hem
jejiho dodavani do kontinuélni fermentace. V obou experimentech byla b&éhem tydné€ skladovani
pravidelné monitorovana koncentrace kysliku rozpusténého ve slading.
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Na obr. 5.7 je vynesena koncentrace rozpusténé¢ho kysliku proti sob& skladovani sladiny. Kdyz
nebyl uchovavaci tank predem proplachnut oxidem uhlic¢itym, vzduch v hlavovém prostoru
umoznil uréité zachyceni kysliku ve sladin€. Bez piedchoziho proplachnuti tanku tak trvalo vy-
znamn¢ déle, nez koncentrace rozpusténého kysliku ve sladiné dosahla minimalni a konstantni
hladiny. Kdyz byl tank piedem proplachnut, zistala koncentrace rozpusténého kysliku ve sladiné
po celou dobu skladovéni na konstantni Urovni. Proto bylo pfedbézné proplachovani skladova-
cich tanki sladiny (T-1 a T-2) a pokracovani v pfivodu malého mnoZstvi oxidu uhli¢itého béhem
skladovani sladiny k udrzeni mirného pretlaku v tancich pfijato jako soucast procedury uchova-
vani sladiny pii vSech kontinualnich fermentacich.

Byl rovnéz srovnan teplotni profil v uchovavacich nadobach s proplachem a bez proplachu 0,113
m’/h oxidu uhligitého. Misto se sladinou byl tento experiment provadén s vodou s pouzitim tep-
lotni sondy typu T napojené na teplomér (vodovzdorny termoclankovy teplomér Cole—Parmer,
kat #90610-20). Do uchovavaci nadrze na sladinu byla nabrana vodovodni voda (1600 1) a tfi
dny ekvilibrovana a byla zaznamenavéna teplota vody v riznych oblastech tanku. Pak byla voda
vtanku 24 h proplachovana 0,113 m’/h oxidu uhli¢itého a opét byla zaznamenana teplota.
V kazdém piipadé byla zaznamenana teplota okoli a pozadovana teplota v uchovavaci nadrzi
byla 2 °C.

Jak je patrné z tabulky 5.2, pfi probublavani oxidem uhli¢itym byla teplota v uchovavacich tan-
cich rovnomérnéjsi, v méfenych oblastech lezela mezi 0,1 az 4,1 °C a obsah nadrZi nezamrzal.
Tato nizsi teplota pomahala zabrafnovat nezadoucimu ristu mikrobi ve sladiné béhem skladova-
ni.

Plyn byl z uchovavacich tanki na sladinu vypoustén ptes sterilni plynovy filtr, umistény na vrchu
tanku. Sladina pak byla odvadéna pomoci peristaltického Cerpadla s proménlivou rychlosti (P-1)
(Masterflex® L/S™ Digital Standard Drive, Cole—Parmer kat. #P-07523-50) do vstupu do 81 bi-
oreaktoru (BR-1) s pouZitim ohebného potrubi potravinaiské kvality Norprene® L/S 16.

5.2.2. Kontinualni fermentace s pouzitim systému bioreaktoru s plynovym vytahem a saci trub-
kou

Sladina byla do bioreaktoru BR—1 zavadéna v blizkosti spodniho kuzele ¢tvrtpalcovym vstupem.
Smés filtra¢né sterilizovaného (filtraéni jednotka Millipore, Millex®—FGso) vzduchu a oxidu uhli-
¢itého (Cistota 99,99 %) byla do reaktoru pfivadéna rozdélovadem ze sintrované nerezové oceli.
Ke kontrole priitoku oxidu uhli¢itého na STP byl pouzit rotametr (R-3) a ke kontrole priitoku
vzduchu na STP byl pouzit pfedem kalibrovany hmotovy pritokomér (M—1). Fermentovana ka-
palina odchézela z bioreaktoru jako pfepad trubkou z vytuzeného PVC s vnitinim primérem 1"
do 30 1 sbérné nadoby z nerezové oceli (T—3), ktera byla chlazena vnéjsi glykolovou spiralou a
udrZovana na teplot€ 4 °C.

5.2.3. Jimani produktu

Nadoba na jimani produktu (T-3) méla velky vstupni otvor (vnitini primér 1), ktery byl kon-
struovan tak, ze fermentovana kapalina tekla sbérnou nadobou dolii, aby se minimalizovalo pé-
néni. Tato nadoba byla také opatiena sterilnim plynovym filtrem (filtraéni jednotka Millipore,
Millex®~FGso, 0,2 pm) pro vypousténi plynu z bioreaktoru (BR-1) a sbérnou nadobou (T-3).
Sbérna nadoba se periodicky vyprazdiiovala pomoci 1/4” ventilu (V-12), umisténou 2" nad za-
kladnou tanku.

5.2.4. Glykolové chladici smycka

Glykol byl z londynského pivovaru do pilotniho mikropivovaru ptrepravovan pfi teplot€ —23 °C a
tlaku 310 kPa (45 psig) a obihal v chladicich plastich uchovavacich tankt na sladinu (T-1 a T-2),

-120 -



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 304820 B6

bioreaktoru s plynovym vytahem (BR-1) a sbé&rné nadoby produktu (T-3). Oba uchovavaci tanky
na sladinu a bioreaktor byly vybaveny teplotnimi sondami pro kapalnou fazi, které udavaly hod-
noty regulatorim teploty, které pak regulovaly pritok chlazeného glykolu do plasti nadob.
Uchovévaci tanky na sladinu uchovavaly sladinu pfi 2 °C, zatimco teplota v bioreaktoru byla
udrzovana na 12 az 22 °C, v zavislosti na konkrétnim experimentu. Sbérna nadoba produktu ne-
méla automatickou regulaci teploty, ale pritok glykolu byl regulovan manuélné tak, aby udrzoval
teplotu nadoby na piiblizné 4 °C. Teplotu sbérné nadoby produktu (T-3) nebylo nutno pfesné
regulovat, protoZe kapalina v této nadob& se pouze vypoustéla do odpadu a nebyla déle analyzo-
vana nebo zpracovavana.

Glykol byl pouzivan také k oplastovani a chlazeni dopravnich linek sladiny z tanki sladiny (T-1
a T-2) do bioreaktoru (BR-1). Poté, co glykol cirkuloval v daném plasti, byl vracen do hlavniho
potrubi v pilotnim mikropivovaru a pak vracen do zdvodu v mést¢ London, obvykle pfi teploté
~15 °C a tlaku 275,8 kPa (40 psig).

5.3. Protokol sterilizace bioreaktoru

Bioreaktor (BR-1) byl naplnén 2% (v/v) roztokem Diversol® CX/A (DiverseyLever, Kanada),
coz je desinfekéni detergent, a ponechan pfes noc napustény s proplachovanim plynem. Pak byl
reaktor vypustén a vyplachnut studenou vodou. Tento cyklus Eisticiho roztoku a vyplachovani
vodou se dvakrat opakoval. Za i¢elem pfipravy bioreaktoru na parni sterilizaci byla odpojena
potrubi sladiny a plynu. K bioreaktoru bylo pfipojeno potrubi pary a byly otevieny tyto ventily:
vstupni a &istici ventil bioreaktoru (V-7, V-6), ventil vstupu plynu (V-17), ventily vystupu pro-
duktu (V-9, V-11), membranové vzorkovaci ventily (V-8, V-10), a vypoustéci vystup sbérné
nadoby (V12). Pak byl pomalu otevien parni ventil zafizeni a ventily bioreaktoru byly nastaveny
tak, aby na vystupu z kazdého vnéjsiho otvoru byl pozorovan pramének pary. Po 60 minutich
expozice parou byly uzavieny vSechny vné&jsi ventily na bioreaktoru (V-17, V-8, V-10, V-12)
kromé& piepoustéciho ventilu sladiny (V-6). Po uzavfeni parniho ventilu byl pfepoustéci ventil
sladiny uzavien a ke sb&érné nadobé byl pfipojen sterilni filtr, aby se zabréanilo kontaminaci neste-
rilnim vzduchem, vstupujicim do systému pfi chlazeni. Po uzavfeni parniho potrubi zatizeni bylo
rovnéZ napojeno plynové potrubi reaktoru na V—17 za ucelem udrzeni pfetlaku béhem chlazeni.

5.4. Nastartovani fermentacniho systému

Pivovarska sladina byla ze zatizeni odebirana do 201 nerezové tlakové nadoby a zahfivana 45 min
v autoklavu na 100 °C. Do vychlazené sladiny byly asepticky pfeneseny imobilizované kvasinky
(40 % v/v). Tésné uzaviena nadoba byla dopravena do pilotniho zafizeni mikropivovaru, kde byl
umistén systém bioreaktoru. Pak byla tato 201 nadoba napojena na rychloupinaci armaturu (Cor-
nelius Anoka, MN, USA), ktera byla uchycena na 3/8" potrubi z vyztuzeného PVC (Cole—
Parmer, USA). Druhy konec PVC potrubi byl napojen na membranovy vzorkovaci ventil (V-8)
ve sténé bioreaktoru. Do 201 nadoby byl pfivadén filtraéné sterilizovany oxid uhli€ity v mnoZstvi
10 psig a membranovy vzorkovaci vstup byl otevien pro pfeneseni imobilizované smési kvasinek
znadoby do bioreaktoru, aniz by se inokulum vystavilo okolnimu vzduchu. Vnitini soucasti
wrychloupinacich armatur 201 nadoby byly odstranény, aby nedo$lo k ucpani imobilizovanymi
kvasinkami pfi ptenosu do bioreaktoru. Kumulativni distribuce velikosti ¢astic (podsitné) kappa—
karagenanovych gelovych perlidek je zndzornéna na obr. 5.8. Aritmeticky stfedni primér &astic,
Dyams byl vypoéten jako 1,252 mm a Sautertv stfedni primér ¢astic, Dy, byl 1,17 mm. Stfedni
primér &astic byl 1,255 mm. Experimentéalni data a stfedni primér €astic jsou udany v pfiloze 1.

Po inokulaci imobilizovanymi kvasinkami béZel bioreaktor vsazkovym zptisobem, do doby, nez
koncentrace cukrd a diacetylu dosahly poZzadovanych hodnot méné nez 3 °Pluto, pokud jde o
specifickou hmotnost, a méné nez 100 pg/l diacetylu. Pak byl systém pfipraven pro kontinualni
provoz. Pro proplachnuti pfenosového potrubi sladiny horkou vodou a jeho parni sterilizaci byly
otevieny ventily V-2 (nebo V—4 pro T-2), V-5 a V-6, zatimco V-1 (nebo V-3 nebo T-2) a V-7

-121-



10

15

CZ 304820 B6

byly uzavfeny, a tak bylo potrubi sladiny izolovano. Pfenosové potrubi sladiny bylo proplachnuto
horkou vodou o teploté ptiblizné 80 °C, ktera byla dodavana ptes V-2 (nebo V—4 pro T-2). Po
skondeni cyklu proplachu horkou vodou bylo na stejné misto napojeno parni potrubi zafizeni a
prenosové potrubi sladiny bylo minimalné 30 min sterilizovano parou. Ve stejném okamziku, kdy
bylo uzavieno parni potrubi, byl také uzavien pfepoustéci ventil (V—6). Jakmile systém vyhladl,
byl uzavien V-2 (nebo V—4 pro T-2) a bylo odpojeno parni potrubi. Byl otevien ventil tanku
sladiny, V-1 (nebo V-3 pro T-2) a piepoustéci ventil (V-6) a bylo nastartovano ¢erpadlo sladiny
(P-1). Sladina byla pfepoustécim ventilem (V—6) odvadéna do kanalizace, dokud nebyl konden-
zat v potrubi nahrazen Cerstvou studenou sladinou. V tomto okamziku byl uzavien ptepoustéci
ventil a vstupni ventil do reaktoru (V—6) na reaktoru byl otevien, a tak byl zahajen proces konti-
nualni fermentace.

Kazdé dva tydny se tank, ktery dodaval sladinu, vymeénil mezi obéma uchovéavacimi tanky (T-1 a
T-2). Po dvou tydnech dodavky sladiny z T-1 bylo zastaveno spojit¢ davkovaci Cerpadlo P1 a
uzavien ventil (V=5) na vstupu do bioreaktoru. Pfenosové potrubi sladiny bylo pak napojeno na
druhy uchovavaci tank (T-2) a proplachnuto a sterilizovano zpisobem popsanym v pfedchozim
odstavci. Kontinudlni fermentace pak pokracovalo po pouze kratké odstdvce mén€ nez 1 h.
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Symboly pouZité na obr. 21:

Flexibilni konektor a
spojka

Plynovy filtr

Tlakovy regulator

Cerpadlo

X DO ® —f 4 —

Ventil
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Tabulka 5.2. Teplotni profil vody v uchovavaci nadobé sladiny (T-1 nebo Z-2) po 3denni ekvi-
libraci bez probublavani oxidem uhli¢itym, a po 24 h probublavani oxidem uhliCitym v mnoZstvi
0,113 cm’/h.

Teplota (°C)
Misto méfeni v cylindrokoénické nadobé Bez S probublavanim

probublavani CO,

CO,
10 cm pod povrchem kapaliny a 10 cm od stény nadoby 20,6 0,4
10 cm pod povrchem kapaliny a ve stfedu nadoby 20,1 0,1
na dné valcové sekce a 10 cm od stény nadoby 3,8 3,7
na dné valcové sekce a ve stfedu nadoby 3,7 4,1
Okoli pilotniho zavodu 21,4 19,8
100,00 o
90,00 4
2
3 8000
2
g 70,00
g
é 60,00
‘E
9 5000
£
8 4000
2
2
§ =000
g 20,00 o
10,00 1
0,00 y T T — v v r
05 0,7 0,9 11 1,3 15 17 19 2,1

Primér &éstic Dy, mm

Obr. 5.8. Kumulativni distribuce velikosti &astic kappa-karagenanovych gelovych perliek

obsahujicich imobilizované kvasinky (n = 5)
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'Kapitola 6. Imobilizace LEZAKOVYCH KVASINEK v kappa-karagenanovém gelu

Védci studovali riizné matrice pro fyzikalni zachyceni celych bunék, véetné alginatu vapenatého
(Bejar et al., 1992; Curin et al., 1987; Masschelein a Ramos—Jeunehomme, 1985; Nedovic et al.,
1996; Shindo et al., 1994; White a Portno, 1978), agar6zy (Hooijmans et al., 1990; Lundberg a
Kuchel, 1997), a karagenanovych gelti (Norton et al., 1995; Wang et al., 1982). Karagenan je
material potravinafské &istoty a je favorizovan pro enkapsulaci bunék pro svou vynikajici mecha-
nickou pevnost v porovnani s jinymi gely (Biiyiikgiing6r, 1992).

V prvni &asti této kapitoly byla behem tii cyklia opakované vsazkové fermentace monitorovana
kolonizace kappa—karagenanovych gelovych perli¢ek imobilizovanymi kvasinkami. Byla zji§to-
vana Zivotnost imobilizovanych kvasinek a mnoZstvi kvasinek uvolnénych do kapalné faze.
V pribéhu opakovanych vsazkovych fermentaci byly sledovany parametry fermentace, zahrnujici
ethanol, maltozu, maltotridzu, fruktozu a glukézu, a pak porovnavany s kontrolni fermentaci pou-
zivajici pouze voln& suspendované kvasinky za stejnych nutri¢nich podminek.

Dosud existuje malo publikovanych informaci ohledng fyzikalnich u¢inkii na kvasinky po dlou-
hodobé imobilizace (Virkajirvi a Kronlof, 1998) a trvalém vystaveni vnéjs§imu stresu a fermen-
taénim produktim. Druha &4st této kapitoly zkouma Zivotnost, distribuci populace kvasinek a
fyzicky vzhled kvasinek imobilizovanych v karagenanovych gelovych perlickich béhem delsi
doby kontinualni fermentace v bioreaktoru s plynovym vytahem. Po delsi dobu byl také zkouman
relativni procenticky podil respiraéné& deficitnich kvasinek v populaci imobilizovanych a volné
suspendovanych kvasinek v bioreaktoru.

Karagenan je tvofen opakujicimi se 3—6—anhydrogalaktézovymi jednotkami a riizné druhy ka-
ragenani se li§i poStem a polohou sulfatovych esterovych skupin na opakujicich se galakt6zo-
vych jednotkach. Schematické zndzornéni mechanismu gelace karagenanu je uvedeno na obr. 22.
Pokud je karagenan ve stavu solu, maji jeho polysacharidové fetézce konfiguraci ndhodné Srou-
bovice. Kdyz se vytvoii dost Sroubovic, aby poskytly pfi¢né vazby pro spojitou sit, dojde ke
gelaci. S tim, jak vznik4 vice $roubovic nebo jak Sroubovice tvoii agregaty, stava se gel pevnéj-
§im a tuz§im (Rees, 1972).

T#i obvyklé typy karagenanu jsou lambda, iota a kappa. Jak je uvedeno na obr. 6.2, li8i se obsa-
hem sulfatovych ester@i a mnoZstvi sulfatovych estert ovliviiuje rozpustnost polysacharidového
fetézce. Lambda—karagenan je vysoce sulfatovany a nemé schopnost tvofit gel (Marrs, 1998).
Iota—karagenan tvoFi v pfitomnosti vapenatych ionti vysoce elasticky, slaby gel a nevykazuje
vyznamnou synerezi. Synereze vznikd, je-li tendence gelu dale tvofit Sroubovice nebo agregaty
tak silna, Ze se sit’ srazi a zpiisobuje ,,poceni“ kapaliny (Rees, 1972). Kappa—karagenan je mirné&
sulfatovany, a tak tvoii v ptitomnosti draslikovych iontii siln€jsi a tuzsi gel a podléha urcité syne-
rezi. Zvysena pevnost gelu, poskytovana kappa—karagenanem, jej &ini Zadoucim pro imobilizaci
celych kvasinek.

Lambda .
CH.OH CH.0SO;-

lota Kappa
O (o) CHlOMO e o CH¢0"<|) o o]
HO, -0,
S P e S T S
- H
Obr. 6.2. Chemické struktury lambda—, iota— a kappa—karagenanu.

Vyznamnou charakteristikou karagenanu jsou jeho reversibilni termogela¢ni vlastnosti. Pfi chla-
zeni roztoku karagenanu vzriistd viskozita a dochézi ke gelaci. Pfi zahivani roztoku viskozita

Werze sekce 6.0 byla publikovéna (Pilkington et al., 1999)
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klesa a karagenan se vraci zpét do stavu solu. Kontrolou sloZeni gelujiciho kationtového roztoku
je moZno ménit teplotu, pfi které se karagenan transformuje ze solu na gel. Gela¢ni teplota kap-
pa—karagenanu vzristd se vzriistajici koncentraci chloridu draselného v roztoku. Tento jev byl
pouZit pfi vyvijeni postupu imobilizace bunék, protoZe je moZno zamezit prikrému kolisani teplo-
ty (Neufeld et al., 1996). Gela¢ni teplota karagenanu muze byt kontrolovana tak, aby byla dost
vysoka na to, aby byl za podminek fermentace gelem, ale pfitom dost nizka, aby mohly byt kva-
sinky michény s karagenanem v jeho stavu solu bez nepfiznivych u¢inkd na Zivotnost pred gelaci
perlicek.

Nicméné existuje fada faktort, které ukazuji na potebu dal3iho studia G&inki imobilizace v gelo-
vych matricich na metabolismus a fyziologii kvasinek. Imobilizované kvasinky nejsou vystaveny
stejnému mikroprostfedi jako volné kvasinky v kapalné fazi, protoze zde jsou dalsi bariéry
z gelové matrice a dalsi zachycené kvasinky, které museji byt pfekonany, neZ miize byt substrat
dopraven k jejich povrchu (obr. 23). Byly provadény &etné studie pfenosu hmoty v gelovych
matricich (Estapé et al., 1992; Hannoun a Stephanopoulos, 1986; Korgel et al., 1992; Kurosawa
et al., 1989; Merchant et al., 1987; Qyaas et al., 1995; Venancio a Tiexiera, 1997) k dosaZeni
lepsiho pochopeni potencialnich negativnich (&inkd, kterd miZe mit omezeni Zivin pro imobili-
zované buiiky na priibéh fermentace. Uginné difuzivity malych molekul v karagenanovém gelu
jsou srovnatelné s difuzivitami stejnych molekul v samotné vodé, a gel umoZiiuje molekularni
difuzi malych molekul, jako je glukdza a ethanol. Avsak pfi typické fermentaci s imobilizova-
nymi kvasinkami jsou Ziviny rychle dopravovany k perlickdm s imobilizovanymi kvasinkami
kromé molekularni difuze hlavné konvekénim transportem (Hannoun a Stephanopoulos, 1986).
Jakmile Ziviny vstoupi do perli¢ek, je transport relativné pomaly, protoZze dominuje molekularni
difuze. To znamen4, Ze kvasinky na periferii gelovych perli¢ek mohou mit ur&itou nutriéni vyho-
du oproti kvasinkdm ve stfedu perli¢ek.

Je nutno brat v uvahu rovnéZ stati imobilizovanych kvasinek. Zachycené kvasinky stirnou, jak
kontinudlni fermentace probihd po dobu mésici, a fermentuji za definované sady podminek
pseudo-ustaleného stavu. AvSak b&hem vsazkové fermentace jsou kvasinky vystaveny prostiedi,
které se méni s Casem, a kvasinky, nez jsou zlikvidovany, se pouZivaji pouze po omezeny podet
fermentaci. Je proto tfeba dal§iho vyzkumu ke studiu dlouhodobych &inkii kontinualni fermen-
tace na Zivotnost kvasinek ve vztahu k vykonu fermentace.

V &asti A této kapitoly byla zkouména kinetika kolonizace kappa—karagenanovych gelovych
perli¢ek kvasinkami béhem tii cykli opakované vsazkové fermentace. Byla sledovéana Zivotnost a
koncentrace imobilizovanych a volné suspendovanych kvasinek, spolu s ethanolem, stupni Plato
a koncentraci cukru.

V Casti B byly zkoumany G¢inky doby fermentace na polohu a distribuci kvasinek v gelové per-
licce a na morfologii kvasinek. Byla pouZita elektronova mikroskopie (SEM) ke zkoumani kap-
pa—karagenanem imobilizovany kvasinek v riiznych oblastech gelové perlicky ve &tyfech riiznych
Casech: 1) bezprostiedné po vytvofeni perli¢ky; 2) po dvou dnech vsazkové fermentace; 3) po
dvou mésicich kontinudlni fermentace v pilotnim bioreaktoru s plynovym vytahem; 4) po 3esti
mésicich kontinualni fermentace v pilotnim bioreaktoru s plynovym vytahem. Byla rovnéz méte-
na Zivotnost a koncentrace kvasinek, jak imobilizovanych, tak v kapalné fazi. Byl rovnéz zkou-
man relativni procenticky podil respiraéné deficitnich kvasinek (imobilizovanych a volnych
v kapalné fazi) po péti mésicich kontinualni deficitnich kvasinek (imobilizovanych a volnych
v kapalné fazi) po péti mésicich kontinuélni fermentace v bioreaktoru s plynovym vytahem a byl
porovnan s procentickymi podily, zjistovanymi pfi tradiéni vsazkové fermentaci piva. V celé
studii byl pouzivan produkéni kmen lezakovych kvasinek.

6.1. Experimentalni postup

Produkce kappa-karagenanovych gelovych perlicek: kappa—karagenanovy gel X—0909 byl las-
kavym darem od Copenhagen Pectin A/S. Kappa—karagenanové gelové perlicky, obsahujici za-
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chycené lezékové kvasinky, byly vyrabény procesem s pouzitim statického michadla s poc¢ateéni
zatézi kvasinek 2,6 x 107 bunék/ml gelu (patentové ptihlaska 2133789 (Neufeld et al., 1996) a
prumérem perlicek 0,5 az 2,0 mm.

Fermentacni prostredi: Labatt Breweries of Canada dodaly pivovarskou sladinu o specifické
hmotnosti 17,5 °P, podrobnéji popsanou v sekci Materialy a metody.

Cast A: Kinetika kvasinek imobilizovanych kappa-karagenanovych gelovych perlickdch p¥i opa-
kovanych vsdzkdch

Fermentace byly provadény ve 2 | Erlenmeyerovych baiikach pfi 21 °C, s michanim 150 min™".
Néplii nosice byla 40 % (v/v) imobilizovanych perli¢ek v s kvasinkami a celkovy fermentacni
objem byl 1 1. Kazdé4 fermentace trvala sedm dni. V R1 byly Cerstvé perli¢ky s imobilizovanymi
kvasinkami naockovany do sladiny a po skonéeni fermentace byly tyto perlicky oddéleny od
fermentované kapaliny priichodem sterilnim nerezovym sitem (velikost ok 500 pum). Perlic¢ky pak
byly ve stejném poméru znovu naockovany do Cerstvé sterilni sladiny pro provedeni druhé (R2) a
pak tieti (R3) vsazkové fermentace. Odbér vzorki se provadél pii kazdé fermentaci prvni tiéi dny
dvakrat denné a pak ctvrty a paty den jednou denné. Fermentace se provadély duplicitné nebo
triplicitné. VSechny fermentace byly provadény s kontrolnimi fermentacemi s volné suspendova-
nymi kvasinkami, které se provadély za tychz podminek kromé toho, ze do fermentace byly na-
oCkovény pouze volné kvasinky v mnoZstvi 4 g/l. Vzorky byly analyzovany na Zivotnost a kon-
centraci imobilizovanych kvasinek a koncentraci uhlohydrati a ethanolu v kapalné fazi.

Hodnoty vytézku Yp;s produktu ethanolu ze substratu celkové zkvasitelné glukézy byly pro tii
imobilizované fermenta¢ni cykla a pro kontrolu s volnymi kvasinkami vypocteny s pouZzitim
rovnice 3.20. Pro vSechny fermentace byl vytéZek pocitan od zahajeni fermentace do doby, kdy
byla dokonc¢ena spotieba maltdzy.

Produktivita ethanolu Veganel, tj. mnoZstvi ethanolu produkované na celkovy pracovni objem bi-
oreaktoru na jednotku doby fermentace, byla pro R1, R2, R3 a kontrolu s volnymi kvasinkami
vypoétena s pouzitim rovnice 3.25 od zahajeni fermentace do doby, kdy byla Giplné spotfebovana
maltéza. V ptipadé vytéZku a produkty ethanolu nebyl navzajem odlisen pfinos imobilizovanych
a volné suspendovanych kvasinek.

Lokalni maximalni specifickd rychlost ristu pm.x @ doba zdvojnasobeni kvasinek byla vypoctena
pro zprimérovanou kontrolu s volnymi kvasinkami s pouzitim 3.3 a 3.4.

Cast B: Zivotnost a morfologické charakteristiky imobilizovanych kvasinek pri prodlouzené dobé
Sfermentace

Podminky vsazkové fermentace: Vsazkové fermentace byly provadény ve 2 | Erlenmeyerovych
batikach pfi 21 °C, s michanim 150 min™'. Néplii nosie byla 40 % (v/v) s celkovym objemem
fermentace 1 1.

Podminky kontinudlni fermentace: Pro kontinudlni fermentace byly pouZity bioreaktory
s plynovym vytahem a saci trubkou pilotniho méfitka. VSechna ziskana data pochézela z bioreak-
toru s pracovnim objemem 8 1, kromé snimki z elektronového skanovaciho mikroskopu po 2
mésicich, které byly ziskany z 50 1| bioreaktoru s pouZzitim stejného fermenta¢niho prostfedi a
metody imobilizace. Perli€ky s imobilizovanymi kvasinkami v mnoZzstvi 40 % (v/v) byly v bio-
reaktorech fluidizovany pomoci smési vzduchu a oxidu uhli¢itého. Bioreaktory pracovaly za
riznych podminek s teplotou fermentace udrZzovanou na 12, 17 a 22 °C a dobou zdrzeni udrzova-
nou mezi 0,9 a 1,8 dny. Béhem Sestimé&si¢niho experimentu doséahl bioreaktor s })Iynovym vyta-
hem maximélni koncentrace ethanolu 73 kg/m’ s primérnou koncentraci 58 kg/m”.
Mikrobiologické analyzy: Z kapalné faze bioreaktoru s plynovym vytahem byly odebirany ale-
spofl jednou tydné vzorky pro testovani na necistoty, zahrnujici divoké kvasinky, nelezakové
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kvasinky a aerobni a anaerobni bakterie kazici pivo. Po péti mésicich byly kvasinky v kapalné
fazi duplicitng testovany na mutaci respira¢niho deficitu.

Skanovaci elektronovd mikroskopie (SEM): Kappa—karagenanové gelové perli¢ky (primér 1,0 az
1,5 mm), obsahujici imobilizované lezékové kvasinky, byly pro SEM analyzu odebirany ve &ty-
fech riiznych &asovych bodech: 1) po vytvofeni perli¢ek s imobilizovanymi kvasinkami a pted
jejich inokulaci do fermentaéniho média; 2) po 2 dnech vsazkové fermentace; 3) po 2 mésicich
kontinualni fermentace v pilotnim bioreaktoru s plynovym vytahem a saci trubkou; 4) po 6 mési-
cich kontinualni fermentace v pilotnim bioreaktoru s plynovym vytahem a saci trubkou. Metodi-
ka pouzita pro SEM a souvisejici piipravu vzorki je popsana v sekci 4.7.

S pouzitim metod popsanych v sekci 4.6 byla soucasné se SEM zjistovana koncentrace a Zivot-
nost kvasinek (imobilizovanych i volné suspendovanych).

6.2. Vysledky a diskuse

Cdst A: Kinetika kvasinek imobilizovanych v kappa—karagenanovych gelovych perlickdch v opa-
kovanych vsazkdch

Doba fermentace se znainé zkratila pokazdé, kdyZz byly imobilizované kvasinky naockovany do
Cerstvé sladiny, jak je patrné z obr. 6.4 (a), (b) a (c), znazoriiujicich maltézu, maltotriézu, gluké-
zu, fruktézu a ethanol v zavislosti na dob& fermentace pro tii cykly fermentace v opakovanych
vsazkach. Z téchto obrazki je patrné, Ze doba Gplné spotieby cukri byla pro R1 64 h, pro R2 44 h
a pro R3 26 h. Pfi kontrolni fermentaci s volné suspendovanymi kvasinkami, ktera neobsahovala
imobilizované kvasinky, znidzornéné na obr. 6.5, trvalo 82 h, nez doslo k uplné spotiebé cukril.
Z grafu na obr. 6.4 je také patrné, Ze konena koncentrace ethanolu byla nejvyssi pfi treti
z opakovanych vsazkovych fermentaci s imobilizovanymi kvasinkami. ProtoZe kappa—karagenan
je hydro—gel, je ur&ité mnoZzstvi ethanolu pfenaseno v perli¢kach, kdyz se ockuji do Cerstvé sladi-
ny. Proto byl v &ase nula pro R2 a R3 ve fermenta¢ni kapaliné pfitomen v ur¢itém mnoZzstvi etha-
nol a pocatedni koncentrace glukézy, maltézy, maltotriozy a fruktézy byla pfi fermentaci
s imobilizovanymi kvasinkami (obr. 6.4) niz$i v porovnani s kontrolni fermentaci s volnymi kva-
sinkami, kterd je znazornéna na obr. 6.5. Byly vypodteny vytézky fermentace tak, aby mohl byt
vytéZek v gramech ethanolu na gramy spotiebovanych cukri zkouman na srovnatelné bazi.
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Obr. 6.4. a) R1, koncentrace maltézy, maltotridzy, glukozy, fruktézy a ethanolu v zévislosti

na dobé& fermentace pro opakované vsazkové fermentace s pouZitim lezakovych kvasinek

imobilizovanych v kappa-karagenanovych gelovych perli¢kach.
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Obr. 6.4. b) R2, koncentrace maltozy, maltotridzy, glukézy, fruktézy a ethanolu v zavislosti
na dob¢ fermentace pro opakované vsazkové fermentace s pouZitim lezakovych kvasinek

imobilizovanych v kappa-karagenanovych gelovych perli¢kach.
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Obr. 6.4. ¢) R3, koncentrace maltdzy, maltotriézy, glukdzy, fruktézy a ethanolu v zavislosti
na dobé fermentace pro opakované vsazkové fermentace s pouZitim leZdkovych kvasinek

imobilizovanych v kappa-karagenanovych gelovych perlickach.
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Obr. 6.5. Koncentrace maltézy, maltotridzy, glukézy, fruktézy a ethanolu v z4vislosti na dob
fermentace pro kontrolni fermentace s volng suspendovanymi le?akovymi kvasinkami (bez

imobilizovanych kvasinek).

Obrézky 6.6 (a) a (b) porovnavaji koncentraci maltdzy, resp. ethanolu v zavislosti na dobé fer-
5 mentace pro R1, R2 a R3. Bé¢hem opakované R1 byla maltéza kvasinkami spotfebovana téméf

bezprostfedné po naockovani do &erstvé sladiny. Koncentrace ethanolu dosahovaly v opakované

R1 diive svych maxim a rovnéz dosahovaly vy$§ich koncentraci neZ prvni dv& vsazkové fermen-

tace. Jak je vidét z obr. 6.6 (b), pocatecni zpozdéni produkce ethanolu v R1 se drasticky sniZilo,

kdyz byly tyto imobilizované kvasinky znovu naokovéany do R2, a déle se sniZilo po naockovani
10 doR3.

- 137 -



CZ 304820 B6

700

3
=4

—R1
Rz
—4R3

Koncentrace maitézy (kg/m®)
8
o

B
(=]

10,04

00 i T -

Obr. 6.6. a) Koncentrace maltdzy v zavislosti na dobé fermentace pro opakované vsazkové
fermentace R1, R2 a R3 s pouZitim leZakovych kvasinek imobilizovanych v kappa-

karagenanovych gelovych perli¢kach.
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Obr. 6.6. b) Koncentrace ethanolu v zavislosti na. dob& fermentace pro opakované vsazkové
fermentace R1, R2 a R3 s pouzitim leZ4dkovych kvasinek imobilizovanych v kappa-
karagenanovych gelovych perli¢kach..

Obr. 6.7 (a) ukazuje koncentraci imobilizovanych kvasinek na celkovy objem bioreaktoru
v zavislosti na dob¢ fermentace pro R1, R2, a R3. Volné kvasinky, uvolnéné z imobilizaéni ma-
trice do kapalné faze pfi téchto fermentacich, v zavislosti na ¢ase jsou znazornény na obr. 6.7 (b).
Na obr. 6.7 (c) je pro tyto tfi vsazky znazornéno celkové mnoZstvi imobilizovanych a volnych
kvasinek na celkovy objem reaktoru. Obr. 6.7 (a) ukazuje, Ze koncentrace imobilizovanych kva-
sinek v kappa—karagenanovém gelu po jejich po¢atednim naogkovani do sladiny v R1 stale rostla.
Kdyz byly kvasinky pak naockovany do Cerstvé sladiny pro opakovani v R2, objevoval se
v gelovych perli¢kach stile rist. Kdyz byly enkapsulované kvasinky naotkovany do &erstvé sla-
diny potfeti, rychlost zvySovani koncentrace imobilizovanych kvasinek se zpomalila. Koncen-
traéni profil volnych kvasinek, uvolnénych z kappa—karagenanové gelové matrice do kapalné

faze, imobilizovanych kvasinek a celkovych kvasinek pfi fermentaci pro R1 je znazornéna na
obr. 6.8.
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Obr. 6.7. a) Primérna koncentrace imobilizovanych leZzakovych kvasinek na celkovy objem
bioreaktoru v zavislosti na dob& fermentace pro fermentace R1, R2 a R3. Usetky chyb

predstavuji dolni a horni meze experimentélnich dat (n = 2).

- 140 -



CZ 304820 B6

1,00E+08

9,00E+07 -

:

--R1
Rz
~&-R3

BRE

Koncentrace kvasinek v kapalné fazi na celkovy objem
bioreaktoru (kvasinky/mi)

Doba fermentace (h)

Obr. 6.7. b) Koncentrace leZikovych kvasinek, uvolndnych do kapalné faze, na celkovy
objem bioreaktoru v zavislosti na dob& fermentace pro fermentace R1, R2 a R3. Usetky chyb

pfedstavuji dolni a horni meze experimentalnich dat (n = 2).
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Obr. 6.7. ¢) Celkova koncentrace leZakovych kvasinek (imobilizovanych i v kapalné fazi) na

celkovy objem bioreaktoru v zavislosti na dobé fermentace pro fermentace R1, R2 a R3.

Usetky chyb predstavujf dolni a horni meze experimentéalnich dat n=2).
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Obr. 6.8. Profil koncentrace imobilizovanych kvasinek, kvasinek v kapalné fézi a celkovy
(imobilizovanych i v kapalné fazi) v zavislosti na dob¢ fermentace pro prvni ze tii
opakovanych fermentaci R1 s pouZitim lezdkovych kvasinek imobilizovanych v kappa-

karagenanovych gelovych perli¢kéch.

V R1 koncentrace kvasinek imobilizovanych v kappa—karagenanovych gelovych perlickach
stoupala rychlosti podobnou jako pfi kontrolni fermentaci, ktera obsahovala pouze kvasinky
v kapalné fazi. To bylo potvrzeno porovnanim kiivky primérného ristu kontrolni fermentace
s volnymi butikami na obr. 6.9 s podobnou ristovou kiivkou kvasinek imobilizovanych v karage-
nanu v R1 na obr. 6.10. Béhem R1 nebyly gelové perlicky jest€ pln€ kolonizovany a zda se, Ze
gelova matrice neméla inhibi¢ni efekt na rist kvasinek v perlickach. Pii R2 se zdalo, Ze matrice
omezuje riist kvasinek v gelové perlice, na coZ poukazuje nizsi vzrist poctu kvasinek béhem
tohoto fermenta¢niho cyklu. To miZe byt zpisobeno povahou gelu nebo nahlou¢enim kvasinek
v perli¢kdch nebo nedostatkem dodavky Zivin pro kvasinky.
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Obr. 6.9. Priméma koncentrace volné suspendovanych lezikovych kvasinek pfi kontrolni
fermentaci (n = 3) na celkovy objem bioreaktoru v zavislosti na dob& fermentace. B€hem

téchto fermentaci nebyly pfitomny Zadné imobilizované kvasinky.
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Obr. 6.10. Koncentrace imobilizovanych leZdkovych kvasinek na ml gelovych perliek
v zavislosti na dob& fermentace pro fermentace R1, R2 a R3. Usegky chyb predstavuji dolni a

horni meze experimentalnich dat (n = 2).

V tabulce 6.1 jsou shrnuty vyt&zky ethanolu ze zkvasitelnych cukrl substratu, Yps, pro tfi vsaz-
kové fermentace a kontrolu. V tabulce 6.2 jsou rovnéz uvedeny volumetrické produktivity etha-
nolu v bioreaktoru, vypo&tené pomoci dat uvedenych v tabulce 6.1. Vytézky ethanolu z cukri se
v jednotlivych fermentacich nebo v kontrole vzajemné pfilis nelisily. VSechny vytézky byly nad
90 % teoretického vytézku 0,51, predpokladaného z Guy-Lussacovy rovnice. Jak bylo dfive uve-
deno, produkce biomasy a dalsich vedlejsich produktii z kvasinek brani tomu, aby mohlo byt
dosazeno G¢innosti vy$3i nez 95 % teoretické (Hardwick, 1995). Volumetrickd produktivita etha-
nolu v bioreaktoru se ve tiech opakovanych vsazkovych fermentacich v jednotlivych vsazkach
vyznamné lidila. Produktivita ethanolu se s kazdym cyklem opakované vsizkové fermentace
zvy$ovala a v R3 byly imobilizované kvasinky produktivnéjsi nez v kontrolni fermentaci. Celko-
vé mnoZstvi ethanolu produkované v R2 nebylo vyznamné vétsi nez mnoZstvi produkované v R1,
ale doba fermentace byla mensi nez polovina v R1 a v kontrolni fermentaci. Existuje mnoho fak-
tord, které mohly prispét k této zvySené rychlosti fermentace imobilizovanych kvasinek s kazdym
opakovéanim vsazky, jako je adaptace kvasinek na podminky fermentace a progresivné rostouci
koncentrace kvasinek. Celkovy podet kvasinek na objem bioreaktoru je pouze v R3 vyznamné
véti neZ v kontrole. Na obr. 6.7 (b) znazoriiuje graf zavislosti koncentrace volné suspendova-
nych kvasinek (uvolnénych z gelové matrice) v kapaliné na dob& fermentace, Ze poCet kvasinek
uvolnénych z gelovych perli¢ek s kazdou vsazkovou generaci vzrista. Jakmile se perlicky kva-
sinkami vice zaplnily, zda se, Ze uvoltiovaly vice kvasinek do kapalné faze. Hiisken et al. (1996)
provadéli studie, v nichz zkoumali expanzi kolonii bakteridlnich bunék a jejich praskani, resp.
uvoliiovani z kappa—karagenanovych gelovych platkd. Vives et al. (1993) uvadéji, Ze maximalni
koncentrace kvasinek, jaké dosahli v kappa—karagenanovych gelovych perli¢kach, byla 10° kva-
sinek na gram gelu, coZ je koncentrace, ktera byla dosazena v gelovych &asticich pfi R2. Podobné
maximalni koncentrace kvasinek se vyskytovaly béhem kontinualni fermentace v Casti B. Maxi-
malni naplii gelu kvasinkami v gelové matrici viak zavisi na pocate¢ni naplni kvasinek, sloZeni
gelu a dalSich faktorech.
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Dalsi faktor ovliviiujici zvySenou produktivitu bioreaktoru, pozorovanou pfi kazdé opakované
vsazkové fermentaci, zahrnuje adaptaci kvasinek. Ke konci prvni fermentace kvasinky adaptova-
ly sviij metabolicky aparat na dané podminky fermentace. To mize vést ke zkraceni lag faze na
zacatku nasledujicich vsazkovych fermentaci a ke zvySeni rychlosti fermentace. Béhem této stu-
die byly vSechny kontrolni fermentace provadény s Cerstvé pfipravenymi lezdkovymi kvasinka-
mi. Bylo by zajimavé pieotkovat volné suspendované kontrolni kvasinky vedle pieockovanych
imobilizovanych a dale zkoumat tento efekt ve vztahu k efektiim koncentrace kvasinek.

Obr. 6.11 ukazuje, Ze Zivotnost imobilizovanych kvasinek s pouzitim methylenové modfi jako
indikatoru byla nizka (< 50 %), pokud byly imobilizované kvasinky naockovany piivodné do
sladiny v R1, ale po 48 h fermentace byla zivotnost imobilizovanych kvasinek nad 90 %. Kva-
sinky rychle kolonizovaly perlicky a Zivotnost zlistala vysoka i v R3. Avsak pti opakované R3
Zivotnost ke konci fermentace mirné stagnovala. Béhem vsech tii opakovanych fermentaci ale
mély volné kvasinky, které byly uvolnény do kapalného média vétsi Zivotnost nez jejich imobili-
zované protéjsky. Imobilizaéni matrice muze tedy mit negativni vliv na Zivotnost kvasinek (limi-
tace v disledku pfenosu hmoty a/nebo prostorova omezeni), nebo mohou byt Zivotaschopné kva-
sinky uvolilovany z imobiliza¢ni matrice do kapaliny pfednostné oproti neZivotaschopnym kva-
sinkam.

S pouzitim zprimérovanych dat ze t¥i oddélenych kontrolnich fermentaci s volné suspendovany-
mi kvasinkami obsaZenych v pfiloze 1 byl vytvoren graf 1n (X/Xo) versus doba fermentace, ktery
je znazornén na obr. 6.12. Smérnice je rovna mistni maximalni specifické rychlosti ristu kvasi-
nek pti 21 °C s michanim rychlosti 150 min™" v pivovarské slading. Bylo zji§téno, Ze mistni ma-
ximalni specificka rychlost riistu kvasinek je 0,096 h™' a doba zdvojnasobeni kvasinek byla 7,22
h. Hodnota py., zjisténa v této praci byla definovana jako mistni pmax, protoze, jak je uvedeno
v sekei Teorie, skute€né pne pouzivané v Monodové rovnici se ziska, pouze je-li S vyznamné
vétsi nez Monodova konstanta K. Je tieba dalSich praci ke zjisténi Monodovy konstanty Kg limi-
tujiciho substratu v téchto fermentacich, aby bylo mozno potvrdit, Ze vypotené mistni pmay je
skuteéné maximum, jak je definovano Monodovou rovnici.
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Obr. 6.11. Zivotnost imobilizovanych lezakovych kvasinek (methylenova modf) v zavislosti

na dobé€ fermentace pro fermentace R1, R2 a R3.

-147 -



10

CZ 304820 B6

25

Ln (X / Xo)

0 5 10 15 e 2 ©
Doba (h)
Obr. 6.12. Ln (X/X,) oproti dobé& vsazkové fermentace béhem exponencialni ristové faze

zpriimérovanych kontrolnich vsazkovych fermentaci s volné suspendovanymi kvasinkami,

kde X je koncentrace kvasinek v ¢ase t a X, je koncentrace kvasinek v &ase t =0 (n = 3).

Cast B: Zivotnost a morfologické charakteristiky imobilizovanych kvasinek pti prodlouzené dobg
fermentace

Piedtim, nez byly gelové perli¢ky vystaveny fermenta¢nimu médiu a po vytvoieni imobilizova-
nych gelovych perli¢ek procesem s pouZitim statického michadla byla koncentrace kvasinek 2,6
x 107 kvasinek/ml gelovych perli¢ek (tabulka 6.3, kde hodnoty jsou priimérem dvou vzorkd).
SEM zobrazeni ukazuje, Ze kvasinky jsou individualné a rovnomé&mné rozdéleny v celé gelové
perlicce (obr. 24).
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Tabulka 6.3. Zivotnost (methylenova modf) a koncentrace volné suspendovanych a imobilizova-
nych lezdkovych kvasinek zachycenych v kappa—karagenanovych gelovych perli¢kach v priibéhu
doby fermentace.

Doba Zpiisob VoIng suspendované kvasinky Imobilizované kvasinky
fermentace v kapalné fazi v gelové fazi
Zivotnost konc.kvasinek Zivotnost konc. kvasinek
(%) (bunék/ml (%) (bunék/ml gelu)
v kapaling)

0 - - - - 2,6E+07

2 dny vsazkova 98 5,5E+07 92 2,35E+08

2 mésice kontinualni 93 2,35E+08 76 8,60E+08

6 mésice kontinualni 92 2,11E+08 <50* 1,40E+09*

*zaloZeno na jediném vzorku.

Po 2 dnech fermentace byla Zivotnost >90 % a koncentrace kvasinek v gelové perlicce vzrostla
desetkrat (tabulka 6.3). Kvasinky (>90% Zivotaschopnost) se také zacaly z gelu uvolfiovat do
kapalné fermentacni faze a dosahly koncentrace 107 bunék/ml kapaliny. Uvnit¥ gelovych perli¢ek
se vytvorily malé kolonie kvasinek s mnoha jizvami po o¢kéach na jednotlivych kvasinkach, jak je
patrné z obr. 25.

Zivotnost imobilizovanych kvasinek po 2 mé&sicich kontinuélni fermentace v bioreaktoru s plyno-
vym vytahem klesla (tabulka 6.3), ale kvasinky volné v kapalné fazi ziistaly vysoce Zivotaschop-
né (>90 %), a toto zjisténi bylo podpofeno béhem nékolika riznych kontinualnich fermentaci
v pilotnich bioreaktorech s plynovym vytahem. SEM na obr. 26 ukazuje, ze po dvou mésicich se
k obvodu perli¢ky vytvotily velké kolonie kvasinek, coz podporuje vysledky jinych pracovniki
(Bancel a Hu, 1996; Godia et al., 1987; Wada et al., 1979; Wang et al., 1982). V nékolika vzor-
cich bylo pomoci SEM zobrazeni provedeno porovnani morfologie kvasinek umisténych u vnéj-
§iho okraje perli€ky s kvasinkami nachézejicimi se ve stiedku gelové perli¢ky. Kvasinky nacha-
zejici se pfi obvodu byly vejéité a hladké s mnoha jizvami po o&kach (obr. 27), coz ukazuje na
multiplikaci kvasinek (Smart, 1995). Kvasinky, které byly zobrazeny ve stfedku perli¢ky (obr.
28), se zdaly zdeformované a vykazovaly mélo znamek tvorby jizev po oc¢kéach. Nedostatek jizev
po ofkach miize byt znimkou mozného omezeni Zivin, jako je kyslik, ve sttedu perlicek. Povr-
chova nepravidelnost pozorované na povrchu kvasinek na obr. 28 mize byt také zndmkou starnu-
ti kvasinek (Barker a Smart, 1996; Smart, 1999).

Zivotnost kvasinek imobilizovanych v karagenanovém gelu po 6 mésicich kontinualni fermenta-
ce v bioreaktoru s plynovym vytahem klesal pod 50 % (tabulka 6.3). Je tfeba uvést, ze zatimco po
Sesti mésicich byla koncentrace a Zivotnost imobilizovanych kvasinek zjistovana pouze pro jeden
idaj, adaje po péti mésicich byly podobné; koncentrace imobilizovanych kvasinek 1,14 x 10°
bunék/ml gelu a Zivotnost <50 %. Zatimco u imobilizovanych kvasinek byl pozorovan postupny
pokles Zivotnosti v Ease, Zivotnost kvasinek v kapalné fazi zistala spolehlivé vysoka, kromé toho,
i kdyz byla Zivotnost imobilizovanych kvasinek v perlickach jako celek nizké, bioreaktor produ-
koval b&hem téchto $esti mé&sicti kontinualni fermentace plné fermentované pivo. Mezi mozné
divody tohoto pozorovani patii vyznamny piinos vysoce Zivotaschopnych volné suspendovanych
kvasinek k fermentaci. RovnéZ existuje potencialni pfinos Zivotaschopnych imobilizovanych
kvasinek, umisténych na periferii gelové perlic¢ky, kde je méné bariér pro pfenos hmoty, v porov-
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nani s kvasinkami nachazejicimi se ve stiedku perli¢ky. Neni jasné, zda maji imobilizované kva-
sinky schopnost se v gelové matrici pfemistovat nebo zda zistavaji stacionarni na misté, kde
byly na pocatku. Koncentrace 10° bunék/ml gelovych perli¢ek byla maximalni hodnota, dosaZena
u téchto perli¢ek béhem Sesti mésicti kontinualni fermentace.

Na obr. 29 je pomoci SEM zobrazena cela perli¢ka. Tato perlicka ma duty stfed a tuto strukturu
vykazovala piiblizné polovina viech zkoumanych perli¢ek. Dutina muze byt vysledkem degrada-
ce gelové struktury karagenanu a déle mizZe byt podpofena preparaci SEM. Tato dutina nebyla
pozorovéana u &erstvé piipravenych perli¢ek. Pfedchozi prace jinych autord (Bancel et al., 1996)
ukazala, Ze rostouci kvasinky vyvolavaji zeslabovéni gelové sité. Audet et al. (1988) uvadéji, ze
ptidavek rohovnikové pryskyfice ke kappa—karagenanu modifikoval mechanickou pevnost gelo-
vych perli¢ek pro imobilizaci bakterii.

Béhem celého Sestimési¢niho experimentu s fermentaci piva byl bioreaktor s plynovym vytahem
testovan alespofi jednou tydn& na kontaminaci. Nikdy béhem experimentu nebyly detekovany
bakterialni kontaminanty. V poslednich dvou mésicich pokusu byly detekovany kontaminujici
kvasinky v koncentraci, ktera se pohybovala mezi 1 a 5 cfu/ml. Tyto kvasinky byly schopny rist
na médiu PYN pfi 37 °C, ale nerostly aerobné ani anaerobné na médiu DUBA (selektivnim pro
bakterie), nezkvaSovaly dextriny a nevykazovaly riist na médiu CuSO; (selektivnim pro divoké
kvasinky).

Po péti mésicich byl prim&my procenticky podil respiraéné deficitnich kvasinek 7 %, coz je
vys$i, nez se normalné vyskytuje pii pouziti tohoto kmene v primyslovych vsazkovych fermen-
tacich (primér 2 %). Dal3i autofi publikovali podobna zjisténi (Norton a D’ Amore, 1995). Respi-
raéné deficitni kvasinky vznikaji mutaci, ktera zpisobuje neschopnost kvasinek dychat glukozu
na oxid uhli¢ity a vodu. Tyto kvasinky maji mitochondrie s trvale zhorSenou aktivitou a obvykle
vznikaji v disledku mutace mitochondrialni DNA (Hardwick, 1995).

Nalezy z preparati SEM mohou byt matouci. Pro neinvazivni zkoumani kvasinek se pouzivaji
technologie jako jadernd magnetické resonance (NMR) (Fernandez, 1996) a konfokalni mikro-
skopie (Bancel a Hu, 1996). Zobrazovaci techniky NMR vyzkumnikiim umoZiuji studovat trans-
port, tok a prostorovou distribuci kvasinek a biochemikalii v biofilmech. Vyzkumnici (Bancel a
Hu, 1996) rovnéz ukazali, ze konfokalni laserovou skanovaci mikroskopii lze pouzit k pozorova-
ni bun&k imobilizovanych v poréznich Zelatinovych mikronosi€ich s pouzitim sériovych optic-
kych fezi.

Piestoze se methylenovd modi pouziva v pivovarnickém primyslu jako standardni indikator Zi-
votnosti kvasinek, ma tato metoda mnoho nevyhod (Mochaba et al., 1998). Zjist'uje, zda je popu-
lace kvasinek Zivotaschopna, na zékladé schopnosti Zivotaschopnych bunék oxidovat toto barvi-
vo na jeho bezbarvou formu. NeZivotaschopné buiiky schopnost oxidovat barvivo nemaji, a tudiz
zistavaji modré (O'Connor—Cox et al., 1997). Metody pogitani na plotnach a kultivace na skli¢-
kéch jsou zaloZeny na schopnosti bunék rist a produkovat makrokolonie na agarovych plotnach
nebo mikrokolonie v médiu pokryvajicim mikroskopické skli¢ko (Technical Committee and Edi-
torial Committee of the ASBC, 1992). Probihajici prace na zkoumani dlouhodobé Zivotaschop-
nosti kvasinek v imobilizovanych matricich ve firm& Labatt nyni pouZivaji nejen methylenovou
mod, ale také vy3e uvedené metody, a rovnéZ vyvijeji techniku konfokalni mikroskopie s pouzi-
tim vitalniho barveni. Kromé méfeni Zivotaschopnosti kvasinek je nutno se v budoucich pracich
zamé&Fit také na otazku ,,vitality* imobilizovanych kvasinek. Zatimco Zivotaschopnost se pouZiva
k popisu schopnosti bunék riist a reprodukovat se, vitalita méfi fermenta¢ni vykon kvasinek, je-
jich aktivitu nebo schopnost se zotavit ze stresu (Smart et al., 1999).

Kapitola 7. Dosahovéni prichuté v systému kontinualnim fermentace s plynovym vytahem

7.1. Experimentalni postup
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Pouziti kontinualni fermentace pro vyrobu piva je velmi odlisné od jinych aplikaci pouZivajicich
imobilizované buiiky, protoZe vysledny produkt se neméfi z hlediska jedné dané slozky, jako je
ethanol. Misto toho jde o rovnovéahu vice chemickych slou¢enin, které museji byt vyvazeny, aby
poskytly kvalitni kone¢ny produkt. Byly zkoumany u¢inky kysliku na chut'ové metabolity kvasi-
nek béhem kontinudlni primarni fermentace a béhem sekundarni vsazkové prodlevy. Uginek do-
by zdrZeni na chut'ové metabolity byl rovnéZ zkouman na dvou trovnich. Kone¢né byl ke sladi-
n¢, pfivadéné do kontinudlni fermentace, pfidan komeréni enzymovy preparat alfa—acetolaktat
dekarboxylazy a byla monitorovana celkova koncentrace diacetylu v kapalné fazi.

7.1.1. Ukinek relativnich mnozstvi vzduchu ve fluidizaénim plynu bioreaktoru na metabolity
kvasinek béhem primarni kontinualni fermentace

Mnozstvi vzduchu, a tedy kysliku, ve fluidiza¢nim plynu bioreaktoru se ménilo, zatimco doba
zdrZeni, teplota a vSechny dalsi regulovatelné proménné procesu byly udrZzovany konstantni. Cel-
kovy objemovy pritok plynu byl udrzovan konstantni na 472 m/min za normalniho tlaku, teplota
byla 15 °C a béhem celého pokusu byly pouzivany kappa—karagenanové gelové perli¢ky, obsahu-
jici imobilizované kvasinky LCC 3021 s po&ateéni nalozi kvasinek 1 X10°® bunék/ml gelu. Béhem
pokusu byly pouZity Etyfi rizné objemové priitoky vzduchu (tabulka 7.1) a primérna doba zdrze-
ni v bioreaktoru R, byla 1,18 dne

Tabulka 7.1. Objemové prutoky vzduchu dodavaného rozdélovadem do bioreaktoru béhem kon-
tinualni fermentace. Celkovy objemovy pritok doddvany do reaktoru byl 472 ml/min za normal-
niho tlaku, pfi¢emz zbytek plynu tvofil oxid uhligity.

Objemovy pritok Procenticky podil vzduchu  Zahé4jeni Ukonéeni Celkova
vzduchu ve fluidizaénim plynu doba
(ml/min) (% v/iv) (dny) (dny) (dny)
94 19,9 10 26 17

354 75,0 27 40 14

34 7,2 41 58 18

0 0 59 66 8

Béhem experimentu byly opakované provadény nasledujici analyzy: volny aminovy dusik
(FAN), celkové zkvasitelné uhlohydraty (jako glukéza), ethanol, celkovy diacetyl, t&kavy podil
piva (vybrané estery a alkoholy) a koncentrace a zivotnost kvasinek v kapalné fazi. Bioreaktor
byl také alespon jednou tydné testovan na kontaminaci.

Koncentrace rozpusténého kysliku v kapalné fazi v bioreaktoru byla métena, kdyZ byl stav konti-
nuélni fermentace pro kazdy objemovy priitok vzduchu povazovan za pseudo-ustileny (mini-
mum ze tfi obrati reaktoru).

7.1.2. Vsazkova prodleva po fermentaci: Uginky kysliku na metabolity kvasinek

I kdyZ mnozstvi kysliku ve fluidizaénim plynu bioreaktoru bylo relativng nizké (34 ml/min za
normalniho tlaku), byly koncentrace acetaldehydu a celkového diacetylu, zjiiténé béhem experi-
mentu provedeného v sekci 7.1.2, pro severoamericky trh lezdkového piva nepfijatelné vysoké.
Proto byl pfijat novy pfistup, kdy byla kapaliné odebirana z kontinuélniho primarniho bioreakto-
ru za U¢elem sniZeni koncentrace téchto dvou slou¢enin udrzovéana 48 hodin ve vsazce pfi mirné
zvySené teploté 21 °C. Vysledky z predchozi sekce 7.1.2 také naznalily vyznamny vliv, jaky
mélo mnoZzstvi vzduchu ve fluidizaénim plynu na méfené chutové sloudeniny. Proto byl zkou-
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man vliv aerobnich versus anaerobnim podminkam za primarni fermentaci, kde dochézelo
k sekundarni vsazkové prodlevé, na chut'ové metabolity kvasinek.

Kontinudlni priméarni fermentace byla v tomto pokusu provadéna v 501 bioreaktoru s plynovym
vytahem s pouZitim vysoce flokulentni varianty kmene kvasinek LCC3021, protoze pozadavky
na objem vzorku byly pfili§ velké vzhledem k objemu bioreaktoru 8 1. Pracovni podminky byly
1180 ml/min CO, a 189 ml/min vzduchu za normalniho tlaku ve fluidizaénim plynu, primérma
doba zdrzeni v bioreaktoru R, 1,0 den, teplota 15 °C a vysokostuptiova pivovarska lezakova sla-
dina 17,5 °P.

Byly odebrany celkem 4 vzorky (uzaviraci lahvi€ky 100 ml), z nichZ dva byly zpracovavany za
anaerobnich podminek a druhé dva byly vystaveny aerobnimu prostiedi.

Anaerobni zpracovani vzorki probihalo nasledovné: dvé 100 ml a Sest 25 ml lahvi¢ek bylo oset-
feno v autoklavu a pak umisténo do anaerobniho boxu (Labmaster 100, mbraun, USA) s argonem
Jjako proplachovacim plynem. 100 ml lahvicky se nechaly 45 min ekvilibrovat a pak byly uzavie-
ny pomoci hlinikovych zatek a Teflon® septa. K odbéru vzorki z bioreaktoru byla pouzita 50 ml
injekéni stiikacka vybavena 3" jehlou velikosti 16, dezinfikovana 70% (v/v) roztokem ethanolu,
pfi¢emz bylo propichnuto septum membrany vzorkovaciho ventilu, a vzorek byl nastéiknut do
100 ml pfedem proplachnutych anaerobnich lahvi¢ek. Lahvitku bylo nutno pomoci dalsi sterilni
injekéni jehly odvzdusnit, aby se uvolnil tlak v lahvi¢ce béhem plnéni. Aerobni vzorky byly vy-
staveny atmosféfe pfi odbéru z bioreaktoru, pfi¢emz byl membranovy vzorkovaci ventil bez pou-
ziti injek¢ni jehly plné otevien do neuzavienych 100 ml vzorkovacich lahvigek.

Kapalny vzorek byl ponechan 2 h v klidu pfi teploté mistnosti, aby se umoZnilo usazeni kvasinek
z roztoku, pfidemz koncentrace kvasinek v kapaling pak byla p¥iblizné 10° bungk/ml. Po usazeni
byla kapalina z kazdé 100 ml lahvic¢ky dekantovana do tfi 25 ml lahvi¢ek. Anaerobni vzorky byly
zpracovavany v anaerobnim boxu, aby se minimalizoval pfijem kysliku, zatimco aerobni vzorky
byly zpracovavany v digestofi s laminarnim proudénim. Kazdy ze vzorkd ve 100 ml lahvi¢kach
byl rozdélen do 3 mensich 25 ml lahvicek, takze analyzy vzorkti mohly byt provadény beze zmé-
ny prub&hu fermentace kvili odebirani vzorki. Jakmile byly aerobni vzorky pfeneseny do men-
Sich lahvicek, byly bez uzavéru inkubovany pfi 21 °C. Anaerobni vzorky byly pfeneseny do tii
mengich lahvitek a uzavieny hlinikovou zitkou a Teflon® septem. Aby se zabrénilo vytvofeni
pretlaku v disledku vyvinu oxidu uhli¢itého v lahvi¢kach a zaroveii vystaveni vzorkd aerobni
vn&jsi atmosfére, byla septa propichnuta jehlou. Konec jehly, vystaveny vnéjsi atmosféie, byl
ponoien do ethanolu (méné nez 1 cm tlakové hlavy), aby se zabranilo zpétnému proudéni vzdu-
chu do vzorku. Na analyzu byly vzorky odebirany po 2, 24 a 48 hodinach. Byl také odebran vzo-
rek pfimo z bioreaktoru a okamzZit€ analyzovén, aby se zjistil stav fermentace v bioreaktoru
v dobé& odbér. Vzorky byly analyzovany na celkové zkvasitelné uhlohydraty (jako glukdza), etha-
nol, celkovy diacetyl a t€¢kavé podily piva (vybrané estery a alkoholy).

7.1.3. Vliv doby zdrzeni kapaliny na metabolity kvasinek béhem kontinualni primarni fermentace
piva

Pro zjisténi vlivu doby zdrZeni kapaliny na metabolickou aktivitu kvasinek byl proveden experi-
ment, pfi némz byla béhem kontinualni primarni fermentace piva s kvasinkami LCC3021 imobi-
lizovanymi v kappa—karagenanovych gelovych perlickach aplikovana stupiiovitd zména objemo-
vého pritoku sladiny. Teplota v bioreaktoru byla po dobu pokusu udrzovana konstantni na 17 °C.
Objemovy pritok plynu, dodavaného do bioreaktoru, byl rovnéz konstantni, 472 ml/min za nor-
malniho tlaku. Plyn tvofila smés vzduchu (11 ml/min za normélniho tlaku) a oxidu uhli¢itého
(461 ml/min za normalniho tlaku). Po¢ateni koncentrace kvasinek v kappa—karagenanovém gelu
byla 2,6 x 10 bunék/ml gelové perli¢ky a bioreaktor obsahoval 40 % (v/v) perlidek.

Béhem pokusu byly opakované provadény tyto analyzy: uhlohydraty, volny aminovy dusik
(FAN), celkové zkvasitelné uhlohydraty (jako glukdza), ethanol, celkovy diacetyl, t¢kavy podil
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piva (vybrané estery a alkoholy) a koncentrace a Zivotnost kvasinek v kapalné fazi. Bioreaktor
byl také alespori jednou za tyden testovan na kontaminaci.

7.1.4. Pouziti komer&niho preparatu alfa-acetolaktat dekarboxylazy k redukci celkového diacety-
lu béhem kontinualni primarni fermentace piva.

Vysoké koncentrace diacetylu povaZuje vétSina severoamerickych pivovarnikli za neZidouci
chutovy defekt piva. P¥i dosud provadénych kontinualnich primarnich fermentacich byly koncen-
trace celkového diacetylu stale nad prahovou hladinou pro tradi¢ni vsazkové fermentace (70 aZ
150 pg/l) u severoamerického lezaku. Pfi vsazkové fermentaci se diacetyl snizuje v pozdéjsich
stadiich fermentace, kdy jiz neni p¥itomen kyslik, a nepfivadgji se dalsi cukry. V systému konti-
nualni fermentace se do bioreaktoru dodavé jednak rozdélovadem konstantni hladina kysliku a
jednak &erstva sladina. Proto byla zkoumdana nova strategie omezeni koncentrace diacetylu
v kontinuélnim bioreaktoru s pouzitim komeréniho enzymového preparatu.

P¥i fermentaci sladiny vznika diacetyl, jestlize je alfa—acetolaktat, meziprodukt syntézy valinu,
oxidativné dekarboxylovan vn& kvasinky. Kvasinka pak reabsorbuje diacetyl a pfeméfiuje je na
méné chutové aktivni acetoin. Tato oxidativni dekarboxylace alfa—acetolaktitu na diacetyl je
rychlost urujici pfi vsazkovych fermentacich sladiny. P¥i kontinuélni fermentaci opousti celkovy
diacetyl bioreaktor v nepfijatelné vysokych koncentracich (300 az 400 ng/l). Komer¢ni enzym
alfa—acetolaktat dekarboxylaza (ALDC) od Novo—Nordisk A/S mize pievadét alfa—acetolaktat
pfimo na acetoin, a tak zamezit tvorbé nezadouciho meziproduktu diacetylu (obr. 7.1) (Jepsen,
1993).

\/{I g I
il i \/\
0 0 CO, + [2H] i
0]
alfa-acetolaktat - > D
neenzymaticky (pomalu)
kvasinky
NAD* diacetyl
reduktaza
jednostupiiova konv. /
NADH
alfa-acetolaktat
v

dekarboxylaza

CO;

AN

|
0

acetoin

Obr. 7.1. Pisobeni alfa—acetolaktat dekarboxylazy (ALDC).
Do sladiny v bioreaktoru byla pfidavana alfa—acetolaktat dekarboxylaza pro zjiténi jejiho Cistého

efektu na celkovou koncentraci diacetylu. Byly zkoumany i jiné strategie snizovani diacetylu.
Byly zkoumany i jiné strategie sniZovani diacetylu, vCetné vsazkové prodlevy po fermentaci za
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tepla po dobu 48 h a imobilizovanych systémi sekundarni fermentace, technologie od Alpha—
Laval (Anon, 1997). Ob¢ tyto dalsi strategie vykézaly uspéch pii snizovani hladiny diacetylu po
fermentaci, ale ani jedna neovlivnila hladinu diacetylu u zdroje (tj. na vystupu z bioreaktoru).
Pouzitim ALDC ve slading ke snizovani koncentrace diacetylu vychézejiciho z bioreaktoru je
mo¥no minimalizovat nebo eliminovat doby zpracovani po skonceni fermentace.

Aktivita ALDC je optimalni pti pH 6,0 v lezikové slading pii 10 °C. Pfi pH 5,0, typickém pro
pramyslové sladiny, je aktivita ALDC maximalizovéana pfi teploté 35 °C (Anon, 1994). Za typic-
kych podminek kvaseni piva, tj. nizsi teploty a pH, je aktivita ALDC niZz3i nez optimalni.

Helath Canada novelizovala v r. 1997 kanadské predpisy pro potraviny a léciva (SOR/97-81) a
povolila pouziti ALDC v alkoholickych népojich, coz otevielo dvefe jejimu pouziti v pivovarech
v Kanadé. Bacillus subtilis, nesouci gen pro ALDC (E.C. 4.1.1.5) z Bacillus brevis, produkuje
enzym ALDC. Protoze ALDC je enzym, produkovany geneticky upravenym organismem
(GMO), existuji otazky vnimani vefejnosti, které je tfeba pred pouzitim tohoto enzymu v potravi-
naiském produktu vzit v ivahu.

Pro tyto experimenty byly pouzZity lezikové kvasinky LCC3021. Vysokostupiiova lezakova pivo-
varska sladina o hodnot$ 17,5 °P byla dodana pivovarem Labatt London. Byl monitorovan etha-
nol, celkové zkvasitelné uhlohydraty (jako glukéza), celkovy diacetyl a koncentrace kvasinek
v kapalné fazi. Kvasinky byly imobilizovany v kappa—karagenanovych gelovych perlickach, jak
je popsano v kapitole 4. Bioreaktor byl ponechan b&zet tii obraty a poté se piedpokladalo, ze
dosahl pseudo—ustaleného stavu. Jak je uvedeno vyse, metoda pouZita v této praci pro diacetyl se
oznaduje ,,celkovy diacetyl”, protoze m&t mnozstvi diacetylu i jeho prekursoru alfa—acetolaktatu.
Snizeni celkového diacetylu, pozorované b&hem tohoto experimentu, tedy bylo souétem ucinku
enzymu pfeméfujiciho alfa—acetolaktat pfimo na acetoin a nasledné sniZzené koncentrace jeho
derivatu diacetylu.

Alfa—acetolaktat dekarboxyldza (ALDC) byla dodana jako laskavy dar pro laboratorni ucely od
Novo Nordisk A/S, Déansko, pod znackou Maturex® L. Aktivita enzymu byla 1500 ADU/g, kde
ADU je mnozstvi enzymu, které ze standardnich podminek dekarboxylaci alfa—acetolaktatu pro-
dukuje 1 pmol acetoinu za minutu, jak je popsano v metodice Novo Nordisk, Method AF27
(Anon, 1994).

Podminky kontinudini fermentace: Kontinualni fermentace byly provadény v 81 bioreaktoru
s plynovym vytahem a saci trubkou, naokovaném 40 % (v/v) kappa—karagenanovych gelovych
perli¢ek, obsahujicich imobilizované lezakove kvasinky. Bioreaktor byl probublévan smési oxidu
uhligitého (438 ml/min za normalniho tlaku) a vzduchu (34 ml/min za normalniho tlaku). Teplota
fermentace byla b&hem pokust udrzovéna na 15 °C a doba zdrZeni v bioreaktoru R; byla 1,5 dne.
Celkova koncentrace diacetylu byla monitorovéna za téchto podminek a bylo dosazeno primérné
kontrolni koncentrace diacetylu v pseudo-ustileném stavu. Pak se ke slading pfidala ALDC
v koncentraci 72 pg/l (108 ADU/I) a byla monitorovana reakce celkové koncentrace diacetylu
v bioreaktoru.

Experiment 1: Z bioreaktoru byla odebrana sladina do 20l nadoby z nerezové oceli a zahfivana
45 min na 100 °C v autoklavu. Pfi dodavani do bioreaktoru byla sladina udrzovana na 2°C ve
vodni 1azni s kontrolovanou teplotou. Jakmile bylo v bioreaktoru dosazeno koncentrace celkové-
ho diacetylu v pseudo-ustaleném stavu, bylo ke sladiné v 201 nadobé ptidano 72 pg/l (108
ADU/I) 1 ALDC. Pogateéni naloz biomasy v kappa—karagenanovych gelovych perli¢kach byla 3
x 107 bunék/ml gelu.

Experiment 2: Pro minimalizaci nebezpeéni kontaminace byl systém tvoien uzavienou smyckou
na vystupu a byly provedeny i dal3i Gpravy popsané v kapitole 4. Stejn& jako v experimentu 1
byla sladina odebirana z pivovaru do 20l nadoby z nerezové oceli a autokldvovana 45 min pri
100 °C. Pfi napousténi do bioreaktoru byla sladina udrzovana vodni 14zni s kontrolovanou teplo-
tou na 2 °C. Po&ate&ni naloz biomasy v kappa—karagenanovych gelovych perli¢kach byla 3 x 10’
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bunék/ml gelu. Jakmile byla v bioreaktoru dosazena celkovd koncentrace diacetylu pseudo—
ustaleného stavu, bylo ve 201 nadobé ke slading pfidano 72 pug/1 (108 ADU/I) ALDC.

Experiment 3: Neokysli¢ena pivovarska sladina 17,5 °P (14 hl) byla jimana do velké uchovavaci
nadoby (T-1) v pilotnim zatizeni. Pak byla mzikové pasterizovana a uchovévéna s probublava-
nim oxidem uhli¢itym, aby byla dodrzena konstantni koncentrace rozpusténého Kkysliku
<0,10 mg/l, jak je popsano v kapitole 5. Z této nadrze byla sladina pfivadéna do bioreaktoru,
dokud nebylo dosazeno koncentrace celkového diacetylu pseudo-ustaleného stavu. Pak byla po
zbytek pokusu ke slading asepticky ptidavana ALDC (72 pg/l). Pfidavani ALDC bylo provadéno
meéfenim mnoZstvi sladiny, zbyvajici ve skladovaci nadobg, a vypoctenim mnoZstvi ALDC po-
tfebného k uvedené koncentrace enzymu na cilovou hodnotu 72 ng/l (108 ADU/I). Prisluiné
mnoZstvi enzymu pak bylo rozpusténo v 10 I sterilni sladiny. Tento roztok byl pfenesen do 201
tlakové nadoby z nerezové oceli, ktera byla pomoci sterilniho potrubi napojena na vzorkovaci
otvor uchovavaci nadoby na sladinu (T-1). Pak byla do uchovévaci nadoby na sladinu tladena
ALDC pomoci tlaku sterilniho oxidu uhligitého. Pro zajidténi spravného promichani roztoku
ALDC se sladinou byl pritok oxidu uhli&itého do tanku na 1 hodinu zvysen na 4720 ml/min za
normalniho tlaku a pak vracen na normalni hodnotu. V uchovavaci nadobg pak bylo dost sladiny
s ptidavkem ALDC pro dokonéeni pokusu. Po&ate&ni naloz biomasy v kappa—karagenanovych
gelovych perligkach byla 10° bungk/ml gelu.

7.2. Vysledky a diskuse

7.2.1. Vliv relativnich mnozstvi vzduchu ve fluidizaénim plynu bioreaktoru na metabolity kvasi-
nek béhem primarni kontinualni fermentace

Na obr. 7.2 az 7.11 je vynesena Zivotnost a koncentrace kvasinek v kapalné fazi, volny aminovy
dusik (FAN), celkové zkvasitelné uhlohydraty (jako glukéza), koncentrace ethanolu, celkového
diacetylu, acetaldehydu, ethylacetatu, 1—propanolu, isobutanolu, isoamylacetatu, isoamylalkoho-
lu, ethylhexanoatu a ethyloktanoatu proti dob& kontinualni fermentace. Vsechny provozni pod-
minky bioreaktoru byly v priibéhu pokusu udr?ovany konstantni s vyjimkou procentického podi-
lu vzduchu v probublavacim plynu bioreaktoru, ktery je vyznalen pfimo v obrazcich. V tabulce
7.2 jsou uvedeny priméry pro kazdy analyt v pseudo—ustaleném stavu (po minimalné téech obra-
tech reaktoru).

Tabulka 7.2. Souhrnné tabulka vlivu objemového priitoku vzduchu rozd&lovagem do bioreaktoru
na koncentrace kvasinek a klidovych metaboliti kvasinek v kapalné fazi v bioreaktoru pti dob&
zdrzeni R, 1,18 dne, priméry pii pseudo—ustileném stavu.
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Primé&ma* koncentrace analytu Objemovy priitok vzduchu (ml/min)
94 354 34
konc. kvasinek (bunék/ml) 3,87E+08 2,98E+08 4,73E+08
celkova zkvasitelna glukoza (g/100 1,36 1,25 2,07
ml)
FAN (mg/l) 196,9 171,7 162,8
ethanol (g/100 ml) 6,14 5,46 5,74
celkovy diacetyl (ug/l) 346 1417 389
acetaldehyd (mg/1) 75,62 329,48 28,63
ethylacetat (mg/1) 22,38 21,13 18,01
1-propanol (mg/1) 44,74 50,89 53,04
isobutanol (mg/1) 8,73 16,09 8,05
1soamylacetat (mg/1) 0,38 0,21 0,30
isoamylalkohol (mg/1) 58,62 61,64 59,16
ethylhexanoat (mg/1) 0,060 0,030 0,053
Priméma* koncentrace analytu Objemovy pritok vzduchu (ml/min)
ethyloktanoat (mg/1) 0,031 0,013 0,025

Obr. 7.2 a 7.3 ukazuji, Ze populace kvasinek v kapaling béhem tohoto experimentu nedoséhla
nuly. Chut'ové slouceniny, které byly v této praci studovany, byly produkovany kombinaci vol-
nych a imobilizovanych kvasinek a nebyl stanovovan relativni piinos z jednotlivych zdrojd.
V této praci byl vice neZ jeden zdroj voln& suspendovanych kvasinek: riist biomasy a kvasinky,
které byly do kapalného média uvolnény z gelovych perlicek. Vyzkum na slozitych modelech
uvoliiovani a riistu kvasinek ukézal, Ze jsou-li kvasinky uvoliiovany z biofilmi, i kdyZz bioreaktor
pracuje pfi velkém ziedéni, bude ve vystupni kapaling stale ur¢ita populace kvasinek (Karama-
nev, 1991).
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Obr. 7.2. Koncentrace kvasinek v kapalné fazi proti relativni dobé kontinualni fermentace.

V grafu je uveden objemovy pritok vzduchu za normalniho tlaku, dod4avany do bioreaktoru

rozdélovatem. Zbylou &ast plynu tvofil oxid uhli¢ity a celkovy objemovy priitok plynu byl

béhem celého pokusu konstantn€ 472 ml/min za normalniho tlaku.
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L 2
* “0 .“..

€ 354 m/min ————p-
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25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
Doba kontinuéini fermentace (dny)

Obr. 7.3. Zivotnost kvasinek v kapalné fazi proti relativni dob& kontinualni fermentace.

V grafu je uveden objemovy pritok vzduchu za normélniho tlaku, dod4vany do bioreaktoru
rozd€lovadem. Zbylou &ast plynu tvofil oxid uhligity a celkovy objemovy pritok plynu byl
béhem celého pokusu konstantng 472 ml/min za normalniho tlaku.
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Na obr. 7.4 byla vynesena koncentrace volného aminového dusiku (FAN) v kapalné fazi. Je za-
jimavé, ze minimalni koncentrace FAN byly pfi 34 ml/min vzduchu za normalniho tlaku. Toto
nekoincidovalo s maximalni koncentraci ethanolu nebo minimélni koncentraci celkovych zkvasi-
telnych uhlohydrati (jako glukoza).

Koncentrace ethanolu v kapalné fazi bioreaktoru klesala, zatimco celkové zkvasitelné uhlohydra-
ty (jako glukéza) stoupaly, pokud byl objemovy pritok vzduchu v probublavacim plynu zvySen
z 94 na 354 ml/min, jak je zfejmé z obr. 7.5. To miZe naznacovat, Ze v diisledku zvySené dostup-
nosti kysliku dochazi k vét3i respiraci kvasinek oproti fermentaci. Kdyz byl objemovy pritok
opét snizen z 354 ml/min na 34 ml/min za normalniho tlaku, koncentrace ethanolu opét stoupla,
aviak nedosahla koncentrace, ktera byla pozorovana pfi pritoku 94 ml/min za normalniho tlaku.
Je obtizné presné porovnavat koncentraci ethanolu pfi 34 ml/min a 94 ml/min za normélniho
tlaku, protoZe jsou ptitomny dalsi faktory ovliviiujici systém, které vyplyvaji ze starnuti kvasi-
nek, u&inkd trvalého vystaveni relativné vysokému mnozstvi kysliku po dobu, kdy byl pritok 354
ml/min za normalniho tlaku, a zmén v populaci imobilizovanych kvasinek. Na obr. 2.4 znézomnili
White a Portno (1978) zmény koncentraci chutovych metabolitii kvasinek s dobou kontinualni
fermentace v jejich véZzovém fermentoru.

300
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g o' * o ost®e *,
£ . * * o
= 150 1 * .
< 3
[IN
0.0
100 1 4—— 354 mi/min w—p <4— (0 mi/min —P
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50 1
0 : . . v .

0 5 10 15 20 25 3'0 3Is 4|0 4'5 5'0 5‘5 6'0 és 70
Doba kontinuaini fermentace (dny)
Obr. 7.4. Koncentrace volného aminového dusfku, zbyvajiciho ve slading, v zavislosti na
relativni dobg kontinuélni fermentace V grafu je uveden objemovy priitok vzduchu
rozdélovadem za normalniho tlaku. Zbytek plynu tvotil oxid uhlidity a celkovy objemovy
priitok plynu byl b&hem experimentu udrZovéan konstantn€ na 472 ml/min za normélniho

tlaku.
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Obr. 7.5. Koncentrace ethanolu a celkovych zkvasitelnych uhlohydrati (jako glukéza)
v zavislosti na relativni dob& kontinudlni fermentace V grafu je uveden objemovy pritok
vzduchu dodavaného do bioreaktoru rozdélovaéem za normalniho tlaku. Zbytek plynu tvofil

oxid uhli¢ity a celkovy objemovy pritok plynu byl béhem experimentu udrZovéan konstantng

na 472 ml/min za normalniho tlaku.

Na obr. 7.6 je zfejmy zvyraznény efekt kysliku na produkci celkového diacetylu. Protoze diacetyl
se veobecné povazuje za nezadouci chutovou slozku piva, je jednim z hlavnich divodi optima-
lizace mnozstvi kysliku v bioreaktoru kontrola hladiny této chut'ové slozky. Po fazi s 354 ml/min
vzduchu byl pritok sniZzen na 34 ml/min za normalniho tlaku a celkovy diacetyl poklesl. Béhem
vsazkové fermentace je znamo, Ze zvySena hladina kysliku vede ke zvyseni tvorby alfa—aceto-
laktatu, prekursoru diacetylu (Kunze, 1996).

Na obr. 7.7 vznikl zfetelny vztah mezi mnozstvim vzduchu v probublavacim plynu a acetaldehy-
du. Se vzriistem procentického podilu vzduchu v probubldvacim plynu vzrostlo rovnéz mnoZstvi
acetaldehydu. Acetaldehyd dodava pivu charakter zeleného jablka a v komer&nich pivech je nor-
malné pfitomen v mnozstvich niz§ich nez 20 mg/I.
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Obr. 7.6. Koncentrace celkového diacetylu v kapalné fazi v zavislosti na relativni dob&

kontinualni fermentace V grafu je uveden objemovy pritok vzduchu dodévaného do

70

bioreaktoru rozdélovadem za normalniho tlaku. Zbytek plynu tvofil oxid uhligity a celkovy

objemovy pritok plynu byl b2hem experimentu udrZovan konstantné na 472 ml/min za

normalniho tlaku.
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Obr. 7.7. Koncentrace acetaldehydu v kapalné fazi v zavislosti na relativni dob& kontinualni
fermentace V grafu je uveden objemovy pritok vzduchu dodavaného do bioreaktoru
rozdélovatem za normélniho tlaku. Zbytek plynu tvofil oxid uhligity a celkovy objemovy
priitok plynu byl b&hem experimentu udrZovan konstantné na 472 ml/min za normélniho
tlaku.

V tabulce 7.2 a na obr. 7.8 az 7.9 jsou uvedeny koncentrace v pseudo—ustaleném stavu pro ethy-
lacetat, isoamylacetat, ethylhexanoat a ethyloktanoat v zavislosti na dobé& kontinu4lni fermentace.
Pro vSechny méfené estery vedla skokova zména rychlosti aerace z 94 na 354 ml/min za normal-
niho tlaku k poklesu koncentrace. KdyZ byla rychlost aerace sni¥ena z 354 ml/min na 34 ml/min
za normalniho tlaku, koncentrace isoamylacetatu, ethylhexanoatu a ethyloktanoatu stouply. Ne-
stouply viak na hodnoty, pozorované pfi aeraéni rychlosti 94 ml/min. Charakter odpovédi t&chto
slougenin se navzdjem blizce podobal, s tim, Ze ethylhexanoat a ethyloktanoat vykazovaly rela-
tivngjsi fluktuace neZ isoamylacetat. Koncentrace ethylacetatu dale klesla, kdyz byl objemovy
pritok vzduchu snizen na 34 ml/min za normélniho tlaku. Pro viechny estery méfené v této studii
vykazovaly koncentrace vzriist, kdyz byl vzduch z fluidizaéniho plynu zcela odstranén. Koncen-
trace kazdého esteru vzrostla a pak se ustilila s tim, jak rychle klesala koncentrace kvasinek
v kapalné fazi reaktoru.
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Obr. 7.8. Koncentrace ethylacetatu v zavislosti na relativni dobé kontinuéalni fermentace
V grafu je uveden objemovy priitok vzduchu dodavaného do bioreaktoru rozdélovatem za
normalniho tlaku. Zbytek plynu tvofil oxid uhli¢ity a celkovy objemovy pritok plynu byl

béhem experimentu udrZzovan konstantné na 472 ml/min za normalniho tlaku.
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Obr. 7.9. Koncentrace isoamylacetatu, ethylhexanoatu a ethyloktanoatu v kapalné fazi

v zavislosti na relativni dobé& kontinualni fermentace. V grafu je uveden objemovy pritok
vzduchu dodavaného do bioreaktoru rozdélovadem za normélniho tlaku. Zbytek plynu tvofil
oxid uhli€ity a celkovy objemovy prutok plynu byl b&hem experimentu udrZovan konstantné

na 472 ml/min za normélniho tlaku.

Vyssi alkoholy isoamylalkohol, isobutanol a I-propanol v zavislosti na dobé& kontinualni fermen-
tace jsou uvedeny na obr. 7.10 a 7.11. Pro méfené alkoholy se koncentrace v disledku skokové
zmény aerace z 94 na 354 ml/min za normalniho tlaku zvysila. Isobutanol vykazoval pfi zm&ng
rychlosti aerace nejvétsi fluktuace. Koncentrace 1—propanolu byly bezpe&né pod prahovou hod-
notou chuti 600 az 800 mg/l, ale béhem celého experimentu kontinualni fermentace byly vysoko
nad hodnotou typickou pro komeréni vsazkové vyrabéna piva, kde je tato koncentrace obvykle
pod 16 mg/l. To nebyl pfipad isoamylalkoholu nebo isobutanolu, které byly v normalnich me-
zich. Ma se za to, Ze slou¢enina 1—propanol vznika redukei kyselého propionatu (Gee a Ramirez,
1994). Jini (Hough et al., 1982; Yamauchi et al., 1995) spojuji tvorbu l-propanolu také
s metabolismem aminokyselin o—aminomaéselné a threoninu, pfi¢emZ odpovidajici oxo—kyseli-
nou, resp. aldehydem je a—oxomaselna kyselina, resp. propionaldehyd.
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Obr. 7.10. Koncentrace isoamylalkoholu a isobutanolu v kapalné fazi v zavislosti na relativni
dobé kontinualni fermentace. V grafu je uveden objemovy prittok vzduchu dodévaného do
bioreaktoru rozdélovadem za normélniho tlaku. Zbytek plynu tvofil oxid uhligity a celkovy

objemovy priitok plynu byl béhem experimentu udrzovén konstantné na 472 ml/min za
normalniho tlaku.
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Obr. 7.11. Koncentrace 1-propanolu v kapalné fazi v zavislosti na relativni dob& kontinu4lni
fermentace. V grafu je uveden objemovy priitok vzduchu dod4vaného do bioreaktoru
rozd€lovalem za normalniho tlaku. Zbytek plynu tvotil oxid uhligity a celkovy objemovy
pritok plynu byl béhem experimentu udrfovan konstantng na 472 ml/min za norméalniho
tlaku.

ProtoZe nadbyte¢né mnoZstvi diacetylu, acetaldehydu a ptiboudlinovych alkoholi jsou v pivu
nezadouci, je regulace kysliku vyznamna pro omezeni jejich produkce. Jak je diskutovaino
v piehledu literatury, jestliZe se zvy3i dodavka kysliku pro kvasinky, dojde ke zvysené anabolic-
ké tvorbé prekursori aminokyselin, a tudiz nadbytku vys3ich alkohold, oxokyselin a diacetylu. Je
znamo, Ze koncentrace estert se s dostupnosti kysliku sniZuje, protoZe tvorba esterti Jje katalyzo-
véana acetyltransferdzou. Acetyltransferaza je inhibovana nenasycenymi mastnymi kyselinami a
ergosterolem, coz dale zvy3uje pfitomnost kysliku (norton a D' Amore, 1994).

Pro podminky bioreaktoru, pouZité v tomto experimentu, byly koncentrace rozpusténého kysliku
v pseudo-ustileném stavu (minimalné po tfech obratech reaktoru) naméfené v kapalné fazi bi-
oreaktoru blizké nule (méng nez 0,03 mg/l).

Tento experiment neumoziioval pfimé srovnani dat pro fluidizaéni plyn pro pritoky 94 ml/min a
34 ml/min vzduchu za normalniho tlaku, protoze byly oddéleny vy3§im pritokem vzduchu (354
ml/min). Je tomu tak proto, e fyziologicky stav kvasinek, vyplyvajici z vystaveni pfedchozim
podminkdm bioreaktoru, imobilizaéni matrice a doba kontinualni fermentace mohly zpiisobit
dalsi zmény kone¢né chuti.

V Zadném okamZiku béhem toho experimentu nebyla v bioreaktoru detekovéana kontaminace.
Za ucelem vyvézeni potfeby kvasinek mit k dispozici urgité mnozstvi kysliku k uchovani své

Zivotnosti a nutnosti kyslik minimalizovat pro ziskani piva s zddoucim chutovym profilem je
mozno zkoumat dalsi strategie, jako pridavek Zivin, naptiklad zinku, hot¢iku, nebo dodéavani
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dalgich exogennich slougenin potfebnych k udrzeni Zivotnosti kvasinek. Takové piidavky umozni
dal¥i snizeni potieby kysliku pro kvasinky. Dal3i moZnosti je pracovat po vétSinu doby s velmi
nizkou koncentraci kysliku a s pravidelnymi periodickymi pulsy dodavky kysliku kvasinkam pro
uchovéni jejich zivotnosti.

7.2.2. Vsazkova doba zdrZzeni po fermentaci: Utinek vystaveni kysliku na metabolity kvasinek

Protoze po skondeni primarni fermentace nebyl celkovy diacetyl v normalnim rozmezi pro ko-
mer&ni pivo, bylo piijato nékolik piistupt ke sniZeni koncentrace této slouceniny na pfijatelnou
trovei. Jeden takovy piistup spolivéa v aplikaci doby zdrZeni za tepla bezprostfedné po kontinu-
alni primarni fermentaci.

Na obr. 7.12 az 7.21 jsou vyneseny koncentrace celkovych zkvasitelnych uhlohydratd (jako
glukéza), ethanolu, celkového diacetylu, acetaldehydu, ethylacetatu, 1-propanolu, isobutanolu,
isoamylacetatu, isoamylalkoholu a ethylhexanodtu v kapainé fazi proti dob€ zdrZeni po fermenta-
ci. Vzorky, odebrané z primarniho kontinudlniho fermentoru v pseudo-ustileném stavu, byly
udrZovéany za aerobnich nebo anaerobnich podminek, jak je uvedeno v legendé ke kazdému ob-
razku.

Na obr. 7.12 koncentrace celkovych zkvasitelnych uhlohydrati (jako glukéza) jak u aerobniho,
tak anaerobniho vzorku béhem prvnich dvouhodin klesala rychle a pak po zbytek doby zdrZeni
klesala pomaleji. Moznym diivodem tohoto pozorovani je, Zze b&hem prvnich dvou hodin bylo
pkitomno vice kvasinek pred dekantaci a koncentrace cukrii byla na zaCatku doby zdrZeni vyssi.
Nebyl vyznamny rozdil v pfijmu zkvasitelné glukézy mezi aerobnim a anaerobnim vzorkem, i
kdyz zpocatku byly uréité rozdily pozorovany.

Koncentrace ethanolu na obr. 7.13 stoupla na zadatku doby zdrZeni rychle a pak u anaerobniho i
aerobniho vzorku stoupala v &ase téméf paralelng. Pogate¢ni stoupnuti ethanolu pro anaerobni
vzorek souhlasilo s dobou, kdy dochéazelo k nejvétsi konzumaci cukru. Na konci doby zdrZeni
byla koncentrace ethanolu vy3§i u anaerobné oSetfenych vzorkd.
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Obr. 7.12. Stfedni koncentrace zkvasitelné glukozy v zavislosti na dobé zdrZeni po fermentaci
pro aerobn¢ a anaerobné o$etfené vzorky po priméarni kontinuélni fermentaci v bioreaktoru

s plynovym vytahem. Chybové usecky pfedstavuji horni a dolni mez experimentalnich dat (n
=2).
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Obr. 7.13. Stfedni koncentrace ethanolu v zévislosti na dob& zdrZeni po fermentaci pro
aerobn¢ a anaerobné€ oSetfené vzorky po primarni kontinualni fermentaci v bioreaktoru

s plynovym vytahem. Chybové usecky pfedstavuji horni a dolni mez experimentalnich dat
(n=2).
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Na obr. 7.14 vykazaly aerobni vzorky brzky vzestup acetaldehydu po vystaveni aerobnim pod-
minkam vné bioreaktoru. Za tento vysledek miZe odpovidat kombinace aerobnich podminek se
spotiebou cukru a produkei ethanolu. Ke konci 48hodinové doby zdrZeni klesla koncentrace ace-
taldehydu v anaerobnim vzorku ze 17 mg/l na 9 mg/l, takze pak odpovidala specifikacim pro
kvalitni severoamericky lezak (méné nez 10 mg/l).

Koncentrace celkového diacetylu v zavislosti na dob& zdrzeni je uvedena na obr. 7.15. Vysledky
ukazuji, Ze eliminace kysliku ze systému b&hem této doby zdrzeni poskytuje pfiznivéjsi podmin-
ky pro redukci diacetylu. Tvar kfivky celkového diacetylu miize souviset s ibytkem volného
aminového dusiku a naslednou intraceluldrni produkei valinu, jehoZ je diacetyl vedlejsim produk-
tem (Nakatani et al., 1984a; Nakatani et al., 1984b). Koncentrace celkového diacetylu na konci
primarni kontinudlni fermentace byla 326 pg/l a na konci anaerobni doby zdrzeni 33 ug/l, coz je
bezpené pod chutovym prahem pro komer¢ni piva.

30
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5
0 v : v v v
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Obr. 7.14. Stfedni koncentrace acetaldehydu v zavislosti na dob¢€ zdrZeni po fermentaci pro
aerobné€ a anaerobné oSetfené vzorky po primémni kontinudlni fermentaci v bioreaktoru

s'plynovjlm vytahem. Chybové usecky predstavuji horni a dolnf mez experimentélnich dat
(n=2).
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Obr. 7.15. Stfedni koncentrace celkového diacetylu v zavislosti na dob& zdr¥eni po fermentaci
pro aerobn¢ a anaerobn¢ oSetfené vzorky po primarni kontinuélni fermentaci v bioreaktoru

s plynovym vytahem. Chybové use¢ky pfedstavuji homi a dolni mez experimentalnich dat
(n=2).

Na obr. 7.16 az 7.18 jsou vyneseny koncentrace estert ethylacetatu, isoamylacetatu a ethylhexa-
noatu proti dobé zdrzeni po fermentaci. U vsech esterti bylo pozorovano stejné schéma pro ae-
robni i anaerobni vzorky. Koncentrace esterii se mezi anaerobnimi a aerobnimi vzorky nelisila az
do pozdéjsi faze doby zdrzeni, kdy koncentrace esterti v aerobnich vzorcich poklesla a
v anaerobnich se zvysSila. ProtoZe koncentrace esterti v kontinualnich fermentacich je ponékud
nizka ve srovnani s koncentraci vyskytujici se v komerénim pivu, je Zadouci volit takové pod-
minky, které favorizuji produkci esterti.
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Obr. 7.16. Stredni koncentrace ethylacetatu v zavislosti na dob& zdrzeni po fermentaci pro

aerobné a anaerobng oSetfené vzorky po primarni kontinuélni fermentaci v bioreaktoru

s plynovym vytahem. Chybové usecky pfedstavuji horni a dolni mez experimentalnich dat

(n=2).
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Obr. 7.17. Stfedni koncentrace isoamylacetatu v zavislosti na dob& zdrZeni po fermentaci pro
aerobné a anaerobné o3etfené vzorky po priméarni kontinualni fermentaci v bioreaktoru

s plynovym vytahem. Chybové tisetky piedstavuji horni a dolni mez experimentélnich dat
(n=2).
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Obr. 7.18. Stredni koncentrace ethylhexano4tu v zavislosti na dobé zdrZeni po fermentaci pro
aerobné a anaerobné oSetfené vzorky po priméarmi kontinualni fermentaci v bioreaktoru

s plynovym vytahem. Chybové uisetky ptedstavuji horni a dolni mez experimentalnich dat
(n=2).

Obr. 7.19 aZ 7.21 ukazuji koncentraci isoamylalkoholu, 1—propanolu a isobutanolu proti dobé
zdrZeni po fermentaci. Na konci 48hodinové doby zdrzeni nebyly u téchto alkohold pozorovany
vyznamné rozdily mezi acrobnim a anaerobnim zpracovéanim. Vzorky po 24 h v§ak vykazaly ve
viech piipadech vy3si koncentraci pfi aerobnim zpracovani.
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Obr. 7.19. Stfedni koncentrace isoamylalkoholu v zavislosti na dobé zdrZeni po fermentaci
pro aerobné a anaerobng oetfené vzorky po primarni kontinuélni fermentaci v bioreaktoru
s plynovym vytahem. Chybové tse¢ky ptedstavuji horni a dolni mez experimentélnich dat
(n=2).
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Obr. 7.20. Stredni koncentrace 1-propanolu v zavislosti na dob¢ zdrZeni po fermentaci pro
aerobng a anaerobng o¥ettené vzorky po primérni kontinualni fermentaci v bioreaktoru

s plynovym vytahem. Chybové usetky piedstavuji horni a dolni mez experimentalnich dat
(n=2).
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Obr. 7.21. Stfedni koncentrace isobutanolu v zvislosti na dob& zdrZeni po fermentaci pro
aerobné a anaerobné oSetfené vzorky po primami kontinualni fermentaci v bioreaktoru

s plynovym vytahem. (n = 2).

Radarovy graf na obr. 7.22 umoziiuje srovnani po¢tu chutovych slou¢enin po 48 h doby zdrzeni
za aerobnich a anaerobnich podminek s profilem komeréniho piva. Radarové grafy se
v pivovarnickém primyslu pouzivaji obvykle k usnadnéni zkoumani a srovnavani riznych cha-
rakteristik piva dohromady v jednom grafu (Sharpe, 1988). Z tohoto obrazku je ziejmé, Ze konti-
nuilné fermentované pivo, udrzované za anaerobnich podminek, se nejvice blizi typickému tri-
nimu pivu. Z pfilohy 6 je zfejmé, Ze anaerobni kapalina byla v normélnich rozmezich pro trzni
pivo, kromé 1-propanolu, ktery byl vyznamné vyssi neZ u vsazkové fermentovanych piv. Tato
vys8i hodnota u I-propanolu byla pozorovana u vSech kontinualné fermentovanych piv v této
praci.

Tvorba 1-propanolu probihala ve stadiu primarni kontinuélni fermentace a béhem doby zdrzeni
se vyznamné nesnizila, at’ byly podminky aerobni &i anaerobni. Kunze (1996) uvadi, ze ke zvy-
Seni vysSich alkohold, jako je 1-propanol, béhem vsazkové fermentace pfispivaji tyto faktory:
michéni, intenzivni provzdusiiovani sladiny a opakované pfidavani Cerstvé sladiny k existujicim
kvasinkam.

Optimalni se tedy zda zcela eliminovat sekundarni dobu zdrZeni optimalizaci podminek v bio-
reaktoru pro primarni kontinualni fermentaci. Dal§i vyhody v8ak lze ziskat pouZitim doby zdrze-
ni, optimalizaci teploty zdrZeni (odstrafiovani diacetylu kvasinkami je siln& zavislé na teplotg),
mnoZstvim zkvasitelnych cukrii zbyvajicich v kapaling na zalatku doby zdrZeni, optimalizaci
koncentrace pfitomnych kvasinek, hydrodynamickymi charakteristikami nadoby (odstranéni dia-
cetylu mize byt vylepSeno zlepSenim kontaktu mezi kvasinkami a pivem) a dal§imi opatéenimi
k eliminaci kysliku v tomto stadiu.

Vypolty objemové produktivity piva jsou uvedeny v pfiloze 3. Postup, popisovany v této sekei,
s kontinualnim bioreaktorem pracujicim s dobou zdrZeni 24 h a s naslednou vsazkovou prodlevou
48 h, je 1,8krat produktivngjsi nez soudasny primyslovy vsazkovy proces. Relativng rychly pri-
myslovy vsazkovy proces s dobou cyklu 7,5 dne ma objemovou produktivitu piva 0,093 m’® pro-
dukovaného piva / (m’ objemu nadoby x den), zatimco zde popisovany kontinualni proces ma
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produktivitu 0,165 m’ produkovaného piva / (m’ objemu nadoby x den). Kdyby dalsi vyzkum
umoznil zkriceni vsazkové doby prodlevy na méng nez 24 h, stala by se produktivita piva 2,3krat
vétsi nez prumyslovy vsazkovy standard. Pokud by se dosahlo idealniho scénafe s 24-h konti-
nuélnim procesem a zadnou vsazkovou prodlevou, byla by objemova produktivita piva 7,5krat
vy$8i nez vsazkovy standard. Kromg zvy$ené objemové produktivity je nutno s peclivou analy-
zou relativnich provoznich nakladi vybalancovat dodatecné piinosy, realizované pfechodem z
vsazkového na kontinualni proces, jako je krati doba k dodani na trh, sniZeni velikosti pivovaru
a méné Casta propagace kvasinek.

Jini vyzkumnici (Kronldf a Virkajarvi, 1996; Nakanishi et al., 1993; Yamauchi et al., 1995) se
zamé&fili na vyvoj vicestuptiové kontinualni fermentace, kde prvni stupefi kontinuélni fermentace
(aerobni) vede pouze k astetné spottebé zkvasitelnych cukri pfitomnych ve slading. I kdyzZ tato
strategie vykazala urdity uspéch, pokud jde o produkci chuti, jsou tyto systémy sloZité. Prvni
aerobni stadium t&chto procesti také vytvafi prostiedi, které je vice nachylné k mikrobialni kon-
taminaci (tj. vysoké koncentrace cukru, teplota a kyslik, s nizkou koncentraci ethanolu). V syst¢-
mu bioreaktoru s plynovym vytahem, popisovaném v této praci, mé bioreaktor nizkou koncentra-
ci zkvasitelnych cukri, nizké pH, vysokou koncentraci ethanolu a nizkou koncentraci kysliku,
coz ¢&ini prostfedi nehostinnym pro potencidlni kontaminanty.

Diacetyt
1,00 | -
L)
090 LS
. 0,80 N

. 070 e
Alcohol Isoamyt - 0.60 ~ mAcetaldehyde

- @« Aerobic Hoid Beer
e~ Anaerobic Hold Beer
== -~ Commercial Beer

Acetate Isoamyl ¥ Acetate Ethyl

Isobutanol 1-Propanol

Obr. 7.22. Radarovy graf normalizovanych koncentra¢nich dat, ziskanych po 48 h aerobniho
nebo anaerobniho uchovavani po primarni kontinualni fermentaci v bioreaktoru s plynovym
vytahem. Normalizovana data jsou zaloZena na primérech zdvojenych vzorkd a data prb

komeréni piva byla vzata jako stfed dat uvedenych v pfiloze 6.

7.2.3. Vliv doby zdrZeni kapaliny na kli¢ové metabolity kvasinek béhem kontinualni primarni
fermentace piva

Obr. 7.23 a2 7.28 ukazuji analytické vysledky, ziskané z kapalné faze bioreaktoru. V tabulce 7.3
jsou uvedeny primérné koncentrace a pritoky méfenych analyti v pseudo-ustaleném stavu (po
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minimalné tfech obratech bioreaktoru) pfi dvou dobach zdrzeni kapaliny, pouzitych b&hem toho-
to experimentu. Zatimco Zivotnost kvasinek v kapalné fazi se pti zvySeni pritoku sladiny do bio-
reaktoru vyznamné nezménila, koncentrace kvasinek se zménila, jak je zfejmé z obr. 7.23.

Tabulka 7.3 (a) Souhrnna tabulka vlivu doby zdrZeni v bioreaktoru na koncentrace kvasinek a
jejich kli€ovych metabolitii v kapalné fazi, priméry v pseudo-ustaleném stavu; (b) Souhrnna
tabulka vlivu doby zdrZzeni v bioreaktoru na pritok kvasinek a jejich kli¢ovych metaboliti v ka-
palin€ na vystupu z bioreaktoru, priméry v pseudo—ustaleném stavu.

(a) Primérna koncentrace analytu ~ Doba zdrZeni v bioreaktoru

1,8 dne 0,9 dne
konc. kvasinek (bun&k/ml) 2,38E+08 1,32E+08
celk. zkvas. glukéza (g/100 ml) 0,29 6,09
FAN (mg/l) 106,3 246,4
ethanol (g/100 m1) 5,16 4,80
celkovy diacetyl (ug/) 292 460
acetaldehyd (mg/1) 19,47 37,07
ethylacetat (mg/1) 41,00 38,29
1-propanol (mg/1) 44,95 13,53
isobutanol (mg/1) 22,78 9,13
isoamylacetat (mg/1) 0,90 1,28
isoamylalkohol (mg/1) 76,67 51,39

(b) Priimérny pritok analytu

Doba zdrZeni v bioreaktoru

1,8 dne 0,9 dne
Priitok kvasinek (bun&k/min) 7,38E+08 8,22E+08
celk. zkvas. gluk6za (g/min) 8,93E-03 3,72E-01
FAN (g/min) 3,65E-04 1,50E-03
ethanol (g/min) 1,60E-01 2,93E-01
celkovy diacetyl (g/min) 9,06E-07 2,81E-06
acetaldehyd (g/min) 6,04E-05 2,26E-04
ethylacetat (g/min) 1,27E-04  2,34E-04
1-propanol (g/min) 1,39E-04 8,25E-05
isobutanol (g/min) 7,06E-05 5,57E-05
isoamylacetat (g/min) 2,80E-06 7,30E-06
isoamylalkohol (g/min) 2,38E-04 3,13E-04
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Obr. 7.23. Koncentrace kvasinek v kapalné fazi v zavislosti na relativni dob& kontinuélni
fermentace, vliv doby zdrZeni kapaliny v bioreaktoru. R, je doba zdrZeni kapaliny

v bioreaktoru ve dnech.

Na obr. 7.24 a 7.25 se koncentrace substrati sladiny, volného aminového dusiku (FAN) i celko-
vych zkvasitelnych uhlohydrati (jako glukéza), zvysily, kdyz doba zdrzeni kapaliny poklesla z
1,8 na 0,9 dne. Z hmotovych bilanci v tabulce 7.4 se se snizenou dobou zdrzeni v bioreaktoru
rychlost spotieby celkovych zkvasitelnych uhlohydrati (jako glukéza) zvysila, zatimco rychlost
spotieby volného aminového dusiku se sniZila. Faktor vytézku Yps produktu fermentace ethanolu
z fermentovatelného glukézového substréatu se pfi snizeni doby zdrZeni kapaliny zvySil z 0,3 na
0,5. ProtoZe systém byl probublavan vzduchem a oxidem uhli¢itym, byly v plynné fézi pravde-
podobn& mensi ztraty ethanolu, coz by mélo dopad na faktor vytézku Yp;s ovlivnénim bilance
ethanolu. Vyzkum provadény ve spolupraci s Budacem a Margaritisem (1999) kvalitativné de-
monstroval s pouzitim metody plynové chromatografie-hmotové spektroskopie (GC-MS), Ze
v hlavovém prostoru bioreaktoru s plynovym vytahem jsou b&hem kontinuélni fermentace dete-
kovény tékavé chutové podily piva zahrnujici ethanol, acetaldehyd, ethylacetat a isoamylacetat.
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Obr. 7.24. Koncentrace ethanolu a zkvasitelné glukézy v kapalné fazi v zavislosti na relativni
dobé kontinualni fermentace, vliv doby zdrZeni kapaliny v bioreaktoru. R;je doba zdrZeni

kapaliny v bioreaktoru ve dnech.
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Obr. 7.25. Koncentrace volného aminového dusiku a 1-propanolu v kapalné fazi v zavislosti
na relativni dobé kontinualni fermentace, vliv doby zdrZeni kapaliny v bioreaktoru. R, je doba

zdrZeni kapaliny v bioreaktoru ve dnech.
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Tabulka 7.4. Hmotova bilance volného aminového dusiku a celkovych zkvasitelnych uhlohydrata
(jako glukéza) na zakladé primémych dat z tabulky 7.3, vliv doby zdrZeni.

Doba zdrzeni 1,8 dne 0,9 dne 1,8 dne 0,9 dne
volny aminovy dusik celkova ferm. glukdza
(g/min) (g/min)

vstup* 8,84E-04 1,74E-03 4,71E-01 9,26E-01

vystup 3,65E-04 1,50E-03 8,93E-03 3,72E-01

spotieba (AS) 5,18E-04  2,35E-04 4,62E-01 5,54E-01

Faktor vytéZzku (Ypss) 0,3 0,5

*koncentrace na vstupu z pfilohy 1

Koncentrace fermentagniho produktu ethanolu v kapainé fazi se skokovou zménou doby zdrZeni
kapaliny poklesla. Systém jako celek vSak pfi rychlej$i dobé zdrzeni kapaliny produkoval vice
ethanolu, vyjadfeno hmotnostnim pritokem. ProtoZe cilem této prace bylo nejen izolované pro-
dukovat ethanol, ale spise ziskat pivo s vyvaZenosti mnoha sloZek, musi byt maximalizace pro-
duktivity ethanolu vyvéazena s dal$imi faktory. Na konci komeréni primérni fermentace piva musi
byt spotfebovana vétina zkvasitelného glukézového substratu.

Na obr. 7.26 je uvedena odpovéd’ koncentrace acetaldehydu a celkového diacetylu na skokovou
zménu priitoku sladiny. U obou analytii jejich koncentrace i produktivita vzrostla se snizenim
doby zdrzeni kapaliny. Béhem vsazkové fermentace piva je béhem nékolika prvnich dni fermen-
tace kvasinkami vylu€ovan acetaldehyd (Kunze, 1996).
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Obr. 7.26. Koncentrace celkového diacetylu a acetaldehydu v kapalné fazi v zavislosti na
relativni dobé kontinualni fermentace, vliv doby zdrZeni kapaliny v bioreaktoru. R, je doba

zdrZeni kapaliny v bioreaktoru ve dnech.
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Obr. 7.25 a 7.27 ukazuji vliv klesajici doby zdrZeni v bioreaktoru na koncentrace vysich alkoho-
Id 1-propanolu, isobutanolu a isoamylalkoholu v kapalné fazi. U viech t# vy3Sich alkohold po
snizeni doby zdrzeni v bioreaktoru koncentrace klesla.
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Obr. 7.27. Koncentrace isobutanolu a isoamylalkoholu v kapalné fazi v zavislosti na relativni
dobe kontinualni fermentace, vliv doby zdreni kapaliny v bioreaktoru. R; je doba zdrZeni

kapaliny v bioreaktoru ve dnech.

Hmotnostni priitoky ethylacetatu a isoamylacetatu uvedené v tabulce 7.3 (b) se oba v reakci na
sniZenou dobu zdrZeni kapaliny zvysily. Na obr. 7.28 se koncentrace ethylacetatu v kapalné fazi
sniZila a koncentrace isoamylacetatu se zvysila. ProtoZe tento experiment umoznil zvyseni riistu
kvasinek v kapalné fazi bez zvySeni dodavky kysliku do systému, podporovaly podminky v bio-
reaktoru produkci esterii. Hough et al. (1982) uvadéji, ze podminky zvygeného riistu a snizeného
kysliku podporuji tvorbu estert.
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Obr. 7.28. Koncentrace ethylacetatu a isoamylacetatu v kapalné fazi v z4vislosti na relativni

dobg kontinualni fermentace, vliv doby zdrZeni kapaliny v bioreaktoru. R;je doba zdrzeni

kapaliny v bioreaktoru ve dnech.

7.2.4. Pouziti komer&niho preparatu alfa-acetolaktét dekarboxylazy ke sniZeni celkoveho diace-
tylu béhem primarni kontinuaini fermentace piva

Experiment 1: Nez mohl byt pokus dokon¢en, byl bioreaktor kontaminovén aerobné rostoucimi
Gram pozitivnimi koky. Bylo zjisténo, Ze byl kontaminovén bioreaktor samotny, protoZe mikro-
biologické testovani sladiny kontaminaci nevykazalo. To ukazalo na nutnost modernizace biore-
aktoru se zlepSenymi zarukami proti kontaminaci. Av3ak neZ byl systém uzavien, byl pozorovéan
pokles koncentrace celkového diacetylu, kdyZ byla k dodavce sladiny ptidana ALDC. Z téchto
dat viak bohuzel nebylo mozno uginit jakykoli zavér v disledku matoucich efektit kontaminace.

Experiment 2: Po &etnych modernizacich bioreaktoru pracoval systém b&hem celé doby trvani
experimentu 2 bez kontaminace. Data z tohoto experimentu jsou uvedena na obr. 7.29 az 7.31.
V tabulce 7.5 jsou shrnuty primé&rné koncentrace celkového diacetylu v pseudo—ustaleném stavu
pred pridavkem ALDC ke slading a po ném. Celkové koncentrace diacetylu klesla s ptidavkem
ALDC ke slading o 47%, coz &ini pouZiti tohoto enzymu slibnym pro budoucnost (priméry jsou
brany po tiech dobach obratu bioreaktoru). Jak je patrné na obr. 7.30 a 7.31, koncentrace celko-
vych zkvasitelnych uhlohydrati (jako gluko6za) a kvasinek se béhem tohoto pokusu mirné odchy-

lily, coz mohlo byt zpisobeno mirnymi rozdily ve slading, dodavané do bioreaktoru pted a po
ptidavku ALDC.
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Obr. 7.29. Celkova koncentrace diacetylu v kapalné fazi v zavislosti na dob& kontinualni

fermentace, efekt pfidavku ALDC do fermenta¢niho média sladiny, experiment 2.
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Obr. 7.30. Koncentrace zkvasitelnych uhlohydrati (jako glukéza) a ethanolu v kapalné fazi

v zavislosti na dob& kontinualni fermentace, efekt pfidavku ALDC do fermentaéniho média

sladiny, experiment 2.
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Obr. 7.31. Koncentrace kvasinek v kapalné fazi v zavislosti na dob& kontinuélni fermentace,

efekt pfidavku ALDC do fermentaéniho média sladiny, experiment 2.

Pro eliminaci potencialné matouciho vlivu variability sladiny bylo béhem experimentu 3 z varny
odebrano velké mnozstvi sladiny (14 hl) a ALDC byla pfidana pfimo ke sladiné zbyvajici v této
uchovavaci nadobg, jakmile bylo dosaZeno zakladnich hodnot pseudo-ustéleného stavu. Tim se
dale odstranily potencialni nekonzistence sladiny, které mohly ovlivnit pribéh fermentace
v experimentu 2. Tato uchovavaci nadoba sladiny byla opatfena také probublavanim oxidu uhli-
gitého tak, aby byla hladina rozpuiténého kysliku ve sladiné udrzovéna konzistentné na nizké
Grovni.

Experiment 3: Obr. 7.32 az 7.34 ilustruji efekt pfidavku ALDC k zasobé¢ sladiny na koncentrace
celkového diacetylu, celkovych zkvasitelnych uhlohydrati (jako glukéza), ethanolu a volné su-
spendovanych kvasinek béhem kontinuélni fermentace piva. Tabulka 7,6 udava také primérnou
celkovou koncentraci diacetylu v pseudo-ustaleném stavu pfed a po pfidavku ALDC k zasob&
sladiny (priméry brany po tfech obratech bioreaktoru). V Zadném okamziku tohoto experimentu
nebyla detekovana kontaminace. Koncentrace celkového diacetylu se po pfidavku ALDC sniZzila
0 45 %. Nebyly pozorovany vyznamné rozdily v koncentraci ethanolu, celkovych zkvasitelnych
uhlohydréti (jako glukéza) ani volng suspendovanych kvasinek, coZ souhlasi se vsazkovymi
hodnotami, které zjistili Aschengreen a Jepsen (1992).
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Obr. 7.32. Celkova koncentrace diacetylu v kapalné fazi v zavislosti na dob& kontinuélni

fermentace, vliv pfidavku ALDC k fermentaénimu médiu sladiny, experiment 3.
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Obr. 7.33. Koncentrace ethanolu a celkovych zkvasitelnych cukri (jako glukéza) v kapalné
fazi v zavislosti na dobé& kontinualni fermentace, vliv pfidavku ALDC k fermentaénimu médiu

sladiny, experiment 3.
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Obr. 7.34. Koncentrace kvasinek v kapalné fazi v zavislosti na dob€ kontinudlni fermentace,

vliv pfidavku ALDC k fermentaénimu médiu sladiny, experiment 3.
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Vysledky experimentti 2 a 3 ukazuji, Ze ALDC pii kontinualni fermentaci v bioreaktorech
s plynovym vytahem skute¢né méla vyznamny vliv na celkovou koncentraci diacetylu a poskytla
primerné sniZeni koncentrace celkového diacetylu 46 %. To umoZiiuje sniZit nebo odstranit
sekundarni zpracovani za uelem sniZeni koncentrace diacetylu v kontinudlnich systémech
s plynovym vytahem. Pro tyto po¢ateéni experimenty bylo pouZito relativng vysokého davkovani
ALDC a pokud by mél byt tento enzym na proces aplikovan, bylo by nutno optimalizovat mnoz-
stvi, zplsob a dobu jeho ddvkovani do sladiny. DalSich Gspor by bylo mozno dosahnout, kdyby
byl k dispozici enzym s vyssi aktivitou za podminek pivovarskych fermentaci nebo kdyby enzym
sam byl imobilizovany, coz by umoznilo jeho op&tovné pouziti (Dulieu et al., 1996). Jinou Gva-
hou by byla pfijatelnost enzymovych piisad, které byly ziskany s pouzitim geneticky upravenych
organism, pro vefejnost.

Pfi davce 2 kg/1000 hl, doporu¢ované dodavatelem, a p¥i cené komeréniho enzymového piiprav-
ku $131,05/kg by se materidlové néklady fermentace zvysily o $0,26 / hl. V provedenych expe-
rimentech bylo pouzito davkovani enzymu 72 pg/l (108 ADU/I), &ili 7,2 kg/1000 hl ALDC, coz
znamena zvySeni materidlovych nakladii o $0,94/hl. Ekonomiénost pouZiti ALDC pro snizovani
diacetylu pfi kontinudlnich fermentacich s plynovym vytahem bude zaviset na optimalnim dav-
kovani enzymu za podminek bioreaktoru a na dobg usettené jeho pouzitim.

Tabulka 7.5. Souhrn primérného efektu pfidavku ALDC k fermentaénimu médiu sladiny
v pseudo—ustaleném stavu na koncentrace celkového diacetylu béhem kontinualni fermentace
piva v bioreaktoru s plynovym vytahem.

Priimémma koncentrace celkového Procento

diacetylu sniZeni
Experiment (ng/h) diacetylu

(bez ALDC) (ALDC, 60 ul/1)
Experiment II 495 260 47
Experiment 111 445 245 45

*priméry zaloZeny na hodnotich pseudo-ustaleného stavu po tiech obratech

reaktoru

Vyse uvedené podporuje domnénku, Ze kontinualni fermentace s pouZitim imobilizovanych kva-
sinek a asociovanych volnych kvasinek v systému bioreaktoru s plynovym vytahem a saci trub-
kou je pfi vyrobé piva redlnou alternativou k vsazkové fermentaci na zékladé nasledujicich krite-
rii:

— dosazeno vyrovnané chuti

— vy35i objemova produktivita bioreaktoru

— minimélni slozitost

— prokazany dlouhodoby kontinualni provoz

—regulace vzduchu (kysliku) ve fluidizaénim plynu pro kontrolu chuti

— moZnost pfidavku enzymu o—acetolaktat dekarboxylazy pro kontrolu diacetylu

— Zadna bakterialni kontaminace

— finanéni pfinos.
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Existuje jesté mnoho oblasti, které je nutno dile studovat, ale tato technologie je pfipravena
k testovani ve vétsim méfitku. Bioreaktory s plynovym vytahem se jiz v pramyslovém méfitku
pouzivaji pro zpracovani odpadni vody, takze zvétSeni méfitka systému kontinuélni fermentace
piva se jevi technicky schiidnym. Uvadi se, Ze pivovar Grolsch v Nizozemsku pouziva pro zpra-
covani svych odpadnich vod bioreaktor s plynovym vytahem o objemu 230 m’ (Driessen et al.,
1997). Jednou z nejvétsich bariér pro kontinualni fermentaci v pivovarském priimyslu v komer¢-
nim méfitku méZe byt prijatelnost nového procesu pro pivovarniky, protoZe jde o odvétvi, které
je hluboce svazano s tradici.

Udaje ziskané pro sekundarni metabolity kvasinek, vznikajici b&hem kontinualni fermentace
piva, provadéné v této praci, osvétlily vyznam regulace kysliku ve fluidizaénim plynu pro tvorbu
chuti piva. Zjisténé vysledky ukézaly, 7e za danych provoznich podminek zvySeni mnozstvi
vzduchu v bioreaktoru zpiisobilo zvy3eni acetaldehydu, diacetylu a vysich alkohold (isoamylal-
koholu a isobutanolu), zatimco koncentrace esterii (isoamylacetatu, ethylhexanoatu, ethylokta-
noatu) a ethanolu se snizily. Z téchto dat vyplyvé, Ze existuje moznost kontroly chuti piva pomo-
ci slozeni fluidizagniho plynu do bioreaktoru, a tudiz moZznost vyroby jedine¢nych produkti.

S vyjimkou doby, kdy byl z fluidizaéniho plynu odstranén vzduch, byla v kapalné fazi bioreakto-
ru udrzovana koncentrace voln& suspendovanych kvasinek vys$Si neZ 10® bunék/ml. V systému
tedy v bioreaktoru koexistovala vice nez jedna populace kvasinek, imobilizované kvasinky a
kvasinky suspendované v kapalné fazi. Vzhledem k velkému mnoZstvi Zivotaschopnych kvasi-
nek, rostoucich v kapalné fazi bioreaktoru, existuje moZznost pouziti kontinualniho bioreaktoru
jako propagatoru kvasinek.

Kdyz byla po skon&eni kontinualni primarni fermentace pfidana 48h vsazkova prodleva, byl zis-
kan chutovy profil, ktery byl v mezich pro trzni piva. Teplota této prodlevy byla 21 °C a experi-
mentalng byl prokézan vyznam minimalizace vystaveni kapaliny vlivu kysliku b&hem prodlevy
pro tvorbu chuti. Zavedenim prodlevy se proces prodlouZi o dva dny a zkomplikuje, ale stale je
vyznamné rychlejsi nez komer&ni vsazkové fermentace, ktera trvaji mezi sedmi a &trnécti dny.

Kone¢nym idealnim stavem by bylo sekundarni prodievu zcela eliminovat optimalizaci podmi-
nek v primarnim kontinualnim bioreaktoru. Daldiho zkraceni sekundérni prodlevy lze vSak krat-
kodobé doséhnout optimalizaci teploty prodlevy (odstrafiovani diacetylu kvasinkami je siln€ za-
vislé na teploté), mnozstvi zkvasitelnych cukrii zbyvajicich v kapalin€ na zatatku prodlevy, kon-
centrace piitomnych kvasinek, hydrodynamickych charakteristik nadoby pro prodlevu (odstraro-
vani diacetylu miize byt zlepSeno zlepSenim kontaktu mezi kvasinkami a pivem) a pomoci dal-
$ich opatfeni k eliminaci kysliku z tohoto stupné.

Dal3i vyzkumnici (Kronlof a Virkajarvi, 1996; Nakanishi et al., 1993; Yamauchi et al., 1995) se
zaméfili na vyvoj vicestuptiové kontinulni fermentace, ve které v prvnim stupni kontinudlni
fermentace (aerobni) dochazi k pouze &aste¢né spotfebé zkvasitelnych cukri pfitomnych ve sla-
ding. Tato strategie sice vykazala urdity Gspéch, pokud jde o produkci chuti, ale tyto systémy jsou
slozité. Prvni aerobni stupeti téchto systémid navic vytvafi prostfedi, které je nachylnéjsi
k mikrobialni kontaminaci (tj. vysoka koncentrace cukri, teplota a kyslik s nizkou koncentraci
ethanolu). V bioreaktoru s plynovym vytahem, popsaném v této praci, ma bioreaktor v ustadleném
stavu nizkou koncentraci zkvasitelnych cukrii, nizké pH, vysokou koncentraci ethanolu a nizkou
koncentraci kysliku, coz &ini prostfedi nehostinnym pro potencialni kontaminanty. V méné roz-
vinutém pivovarnictvi je minimalizace sloZitosti a vyvoj robustniho procesu, odolného vi¢i kon-
taminaci, vyznamnym faktorem uspéchu.

Ptidavek komeréniho pripravku alfa-acetolaktdt dekarboxylazy (ALDC) ke sladiné dodéavané do
kontinudlni fermentace vykazal primémé sniZeni diacetylu o 46 %. ProtoZe vSak ALDC je en-
zym, ktery je produkovan geneticky upravenym organismem (GMO), existuji zde problémy
s vnimanim vefejnosti, na které je nutno brat ohled pfed pouZitim takového enzymu v komer¢nim
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produktu. Kromé toho komeréné dostupné enzymy pro kontrolu diacetylu nemaji optimélni akti-
vitu za podminek fermentace.

V priibéhu Sesti mésici kontinualni fermentace s pouZitim imobilizace kappa—karagenanovym
gelem si volné suspendované kvasinky v kapalné fazi uchovaly Zivotnost v&tsi nez 90 %, zatimco
Zivotnost imobilizovanych kvasinek klesla na méné nez 60 %. Fotografie z elektronového mikro-
skopu odhalily, Ze kvasinky umisténé blizko obvodu gelové perlicky mély vicedetné jizvy po
ockach a pravidelnou morfologii, zatimco kvasinky v blizkosti jadra perlicky mély nepravidelny
tvar a méné jizev po ockich, coz ukazuje na zhorSeny rist. Z mikrofotografii také vyplyva, Ze
kvasinky umisténé v blizkosti jadra perlicky vykazovaly znaky starnuti. Jako je diskutovano
v sekei 5, kappa—karagenanovy gel ma mnoho vlastnosti, které jej &ini zadouci imobilizaéni ma-
trici pro kvasinky. Neni v8ak v soucasnosti k dispozici z4dna primyslova metoda vyroby perli-
Cek, a protoZe kvasinky jsou v matrici zachycovany jako souést procesu vzniku perli¢ek, zvysu-
Je manipulace s perlickami v komerénim zafizeni jeho sloZitost a néklady. V budoucnu by mély
byt zkoumany dalsi metody imobilizace, jako je autoagregace nebo flokulace. Tim by se odstra-
nila komplikovanost manipulace s perlickami v primyslovém prostiedi, a pokud by dochazelo
k pravidelnému praskani viotek kvasinek, bylo by zajist€no, Ze jsou z bioreaktoru pravidelnd
odstrafiovany zestarlé kvasinky.

PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob vyroby alkoholickych napoji, vyzna&ujici se tim, Ze se pouZije bioreak-
tor s plynovym vytahem s vnitini cirkulaci k provedeni stupng& kontinualni fermentace, v némz je
sladina obsahujici zkvasitelné cukry po&ate&né zfermentovana s pouzitim flokulentnich kvasinek
imobilizovanych autoagregaci za omezené dodavky kysliku a alespoti &astené zfermentovany
vystup z kontinudlniho procesu se vede pro dokonéeni do stupné vsazkového zpracovani.

2. Zpisob podle naroku 1, vyznacéujici se tim, Ze alkoholickym ndpojem je pivo.
3. Zpisob podle ndroku 2, vyznacujici se tim, Ze pivem je pivo svétlého typu.
4. Zpisob podle naroku 3, vyznadujici se tim, Ze pivem je lezak.

S.  Zpisob podle naroku 1, vyznacdujici se tim, Ze pivem je pivo severoamerického

typu.

6. Zpisob podle néroku 1, vyznac€ujici se tim, Ze kvasinkami jsou vysoce floku-
lentni nebo superflokulentni kvasinky.

7. Zpusob podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze fermentaci je primarni fermenta-
ce.

8. Zpisob podle ndroku 1, vyznadujici se tim, Ze sladina se pred fermentaci pro-
bublavé oxidem uhli¢itym.

9. Zpisob podle naroku I, vyznadujici se tim, Ze se v reaktoru pouZiva probubla-
vaci oxid uhliity obsahujici asi 3 % kysliku.

10. Zpisob podle naroku 1, vyznaé&ujici se tim, Ze dokon&eni primarni fermentace se
provadi v uvedeném stupni vsazkové prodlevy.
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11. Zpisob podle naroku 10, vyznacujici se tim, Zese provadi sniZeni koncentrace
diacetylu.

12. Zpusob podle naroku 10, vyznaéujici se tim, Zese provadi sniZeni koncentrace
acetaldehydu.

13. Zpusob podle naroku 10, vyznaé&ujici se tim, Ze koncentrace vy$8ich piiboudli-
novych alkoholii ziistava v podstaté nezménéna zpracovatelskym stupném vsazkové prodlevy.

14. Zpisob podle naroku 1, vyzma&ujici se tim, Ze vystup ze stupné kontinualni
fermentace se rozvadi rozdélovacem do jednéch z nékolika nadob vsazkové prodlevy, kde probi-
ha uvedeny proces vsazkové prodlevy.

15. Zpisob podle naroku 1, vyzna&ujici se tim, Ze uvedenym kontinualnim proce-
sem je proces naotkovani nasledujicich vsazkovych fermentaci ve stupni vsazkové prodlevy.

22 vykresi
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