VYSOKE UCENIi TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA CHEMICKA
USTAV CHEMIE POTRAVIN A BIOTECHNOLOGII

FACULTY OF CHEMISTRY
INSTITUTE OF FOOD SCIENCE AND BIOTECHNOLOGY

UTILIZACE SYROVATKY TERMOFILNIMI
MIKROORGANISMY

WHEY UTILIZATION WITH THERMOPHILIC MICROORGANISMS

DIPLOMOVA PRACE
MASTER'S THESIS

AUTOR PRACE Bc. ALEXANDRA RYCHOVA
AUTHOR

VEDOUCI PRACE Ing. LIBOR BABAK, Ph.D.
SUPERVISOR

BRNO 2010






Vysoké uceni technické v Brné
Fakulta chemicka
Purkynova 464/118, 61200 Brno 12

Zadani diplomové prace

Cislo diplomové prace: FCH-DIP0446/2009 Akademicky rok: 2010/2011
Ustav: Ustav chemie potravin a biotechnologii

Student(ka): Bc. Alexandra Rychova

Studijni program: Chemie a technologie potravin (N2901)

Studijni obor: Potravinarska chemie a biotechnologie (2901T010)

Vedouci prace Ing. Libor Babak, Ph.D.

Konzultanti: Ing. Petra Supinova

Nazev diplomové prace:

Utilizace syrovatky termofilnimi mikroorganismy

Zadani diplomové prace:

1) reSerSe literatury na téma prace
2) provedeni nékolika kultivaci termofilnich bakterii na syrovatkovém médiu
3) vyhodnoceni rdstovych parametrl a vybranych bioinZzenyrskych charakteristik

Termin odevzdani diplomové prace: 3.1.2011

Diplomova prace se odevzdava ve tfech exemplafich na sekretariat Ustavu a v elektronické formé
vedoucimu diplomové prace. Toto zadani je pfilohou diplomové prace.

Bc. Alexandra Rychova Ing. Libor Babak, Ph.D. doc. Ing. Jifina Omelkova, CSc.
Student(ka) Vedouci prace Reditel Ustavu
V Brné, dne 1.12.2009 prof. Ing. Jaromir Havlica, DrSc.

Dékan fakulty






ABSTRAKT

Tato diplomova prace se vénuje utilizaci syrovatky termofilnimi bakteriemi rodu Thermus a
Geobacillus. Jako kultivaéni médium byla pouZita syrovatka, ze které byly odstranény
bilkoviny. Kultivace probihaly v Erlenmeyerovych barikach ke stanoveni optimélnich
podminek rustu jednotlivych mikroorganism@. V pribéhu kultivace ve fermentoru byly
stanoveny rastové kfivky. Mira utilizace syrovatky byla posuzovéana analytickymi metodami
stanovujicimi koncentraci redukujicich cukr( (laktosy) a chemickou spotfebu kysliku (CHSK)
pfi studiu optimalnich podminek a metodou stanovujici koncentraci redukujicich cukrd pfi

studiu rlistovych kfivek.

ABSTRACT

This diploma thesis studies the utilization of whey using thermophilic bacteria of the genus
Thermus and Geobacillus. The whey stripped off proteins was used as a cultivation medium
during experiments. The cultivation took place in the Erlenmeyer flasks, to assess the
optimal conditions for microrganism’s growth. During the cultivation in the bioreactor, growth
curves were established. The amount of whey utilization was assessed by analytical
methods that determine the concentration of reducing saccharides (lactose) and chemical
oxygen demand (COD) while studying the optimal conditions and a method determining the

concentration of reducing saccharides during growth curves analysis.
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UvoD

V dnesni dobé Uroven vyuziti syrovatky a jejich vyznamnych slozek dosahla vysokého
stupné jak v pouziti v lidské vyzivé, tak i ve vyZzivé hospodarskych zvifat [1]. Tvofi
potenciondlni zdroj cennych zivin i vybornych funkénich vlastnosti [2]. | kdyz je syrovatka
odpadni produkt syrarského primyslu, je velmi zadané nalézt feSeni, jak tento material
pomoci technickych procest v mlékarné co nejucinnéji vyuzit. Dfive byla syrovatka pfimo
zkrmovana nebo zpracovavana kvasnymi procesy, nyni se vSak nejvice rozSifuje zpracovani
syrovatky suSenim [3]. SuSend syrovatka se vyuZziva nejvice v potravinarstvi. Nejvétsi vyuziti
ma v mlékarském pramyslu po enzymové hydrolyze laktosy pfi vyrobé novych druhd syra,
jogurtti, smetany apod. Mimo mlékarského primyslu se ze syrovatky ve svété vyrabéji rizné
napoje, limonady, dokonce i imitace Sumivého vina a piva [2]. Z ekologického hlediska
vyvstava zajem o podchyceni syrovatky. Pfimé vypousSténi syrovatky do vodnich tokl( a
vylouc€eni silné zatizenych odpadnich vod neni Zadané [1].

Technologické zpracovani odpad( je zamérfeno na odstranéni ¢i maximalni snizeni
obsahu organickych latek, dusikatych latek a fosforu. Likvidace téchto neZadoucich latek
muZze byt v odpadnich vodach zabezpecéena ¢innosti nékterych mikroorganismu. Vyhodou
tohoto zplUsobu je moznost kombinace ruznych druhG odpadl, které lze eliminovat
soucasné. Mezi nevyhody patfi naroky mikroorganismd na kultivaéni podminky. Neni

jednoduché a levné tyto podminky udrzovat [5].
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Syrovatka

Syrovatka je odpadni produkt vznikajici pfi vyrobé syrG a tvarohu. Obsahuje asi polovinu
suSiny puvodniho mléka. Slozeni syrovatky je ovlivnéno slozenim pavodniho miéka,
tepelnym oSetfenim mléka pfed srdzenim, charakterem pouZitého srazeni, zfedénim
syrovatky vodou a také stupném fermentace laktosy. Pfi syfeni se odStépuje kaseinopeptid,
ktery pfechazi do sladké syrovéatky. V kyselé syrovatce se vyskytuje podstatné vice
popelovin, pfedevsSim vapniku [6, 7,8, 9].

Slozeni syrovatky se v riznych literarnich zdrojich liSi, orientaéni sloZeni je uvedeno
v Tabulce 1 Tabulka 1 SloZeni sladké a kyselé syrovatky [6][6].

Tabulka 1 SloZeni sladké a kyselé syrovatky [6]

Slozka (%) Sladka syrovatka Kysela syrovatka
Susina 6,0-6,5 5,0-6,0
Laktosa 4,5-5,0 3,8-4,3
Kyselina mlé &na Stopy az 0,8
Tuk 0,05-0,2 0,05-0,2
Cista bilkovina 0,55 0,55
Nebilkovinny dusik 0,18 0,18
Popeloviny 0,5 0,8

1.1.1 Bilkoviny

Proteiny jsou polymery aminokyselin, které vznikly procesem proteosyntézy. Ve své
molekule obsahuji vice nez 100 aminokyselin vzajemné spojenych peptidovou vazbou.
Kromé peptidovych vazeb se na vytvareni struktury podileji i vazby disulfidové (-S-S-),
esterové a amidové [10]. MIéko je jednim ze zdroja potravy pro kojence. MIé&né proteiny
zastavaji mnoho dulezitych biologickych roli, ale nékteré stale nebyly dokazany [11].
Bilkovinné slozeni kravskeho mléka je uvedeno v Tabulka 2 [12].

Tabulka 2 Bilkovinné slozeni kravského mléka [12]

Protein Podilv% bsahvg/dm °
Kaseiny celkem 80 25,6
a-kasein 42 13,4

B- kasein 25 8,0

v- kasein 4 1.3

k- kasein 9 2,9
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Sérové proteiny celkem 20 6,4

a -laktalbumin 4 1.3
sérovy albumin 1 0,3
B -laktoglobulin 9 2,9
imunoglobulin 2 0,6
polypeptidy (proteovy, peptony) 4 13

1.1.1.1 Kasein

Kasein je hlavni protein v mléce. U hospodarskych zvifat je jeho podil kolem 80 %
z veSkerych bilkovin (tj. praimérné kolem 2,6 g z celkovych 3,2 g/100 g v kravském mléce).
Vyskytuje se ve 4 typech a-, B-, y-, K-, které maji fadu genetickych variant. Varianty se od
sebe liSi jak chemickou strukturou, a tak i vlastnostmi. Nékteré varianty dokonce mohou byt
pFi¢inou alergie na mléko. Z tohoto duvodu néktefi jedinci mohou pit mléko jinych zvifat,
protoze slozeni kaseinl je odlisné [13]. Protoze kasein se vaze na vapnik a fosfor, traveni
téchto proteinl uvolfuje dulezité mnozstvi téchto mineralld [11].

Kasein vytvari v mléce micely (Obr. 1). MIé€né vyrobky jsou zaloZzeny na srazeni kaseinu.
Kyselé srazeni je zaloZzeno na pusobeni kyselin (kyseliny vznikajici ¢innosti bakterii
mlééného kvaSeni nebo pfidané), sladké srazeni probihd za pfitomnosti syfidla (nejCastéji
enzym chymosin z telecich zaludkd). V prabéhu srazeni dochazi k poruseni stability micel,
po vysrazeni nasleduje pfi vyrobé kaseinu promyti a vysuSeni. Pfi obou zplsobech dochazi
na rozdilném principu k poruseni stability kaseinovych micel, a tim jejich vysrazeni. Kyselé

srazeni se vyuziva pfi vyrobé jogurtl, tvarohd, vyjimeéné pfi vyrobé nékterych syru

a pfi vyrobé kyselého kaseinu. PFi sladkém srazeni vznika vétSina syra a sladky kasein [13].

hydroﬁl:m cast

hydrofuhm ¢ast

Obr. 1 Kaseinové micely [4]
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1.1.1.2 Sérové bilkoviny

Sérové neboli syrovatkové proteiny se z mléka ziskavaji po odstranéni kaseinu [1].
Hlavnimi bilkovinami syrovatky jsou laktoglobulin a laktalbumin; mezi vedlejSi bilkoviny
syrovatky fadime proteosy, peptony, krevni bilkoviny a laktoferin [12]. Minoritnimi, ale
biologicky vyznamnymi proteiny jsou vysokomolekularni globularni glykoproteiny
(imunoglobuliny) s t€innosti protildtek. DalSim specifickym proteinem je makroglobulin, ktery
zpUsobuje shlukovani tukovych globuli v syrovém mléce. To ma za nasledek vznik vétSich
Castic aZ posléze vrstvu smetany na povrchu miéka [14].

Laktalbumin se podoba albuminu vaje¢nému nebo krevnimu. Obsah aminokyselin je
stejny, ale neobsahuje fosfor. Je rozpustny ve vodé, slabych zasadach a kyselinach,
dokonce i ve zfedénych roztocich soli. V mléce se vyskytuje ve formé& monomolekularniho
koloidniho roztoku. Laktalbuminu odpovidaji 3 rizné proteiny: a-laktalbumin, B-laktoglobulin
a ,krevni* sérumalbumin. Tento protein mé vyrazné redukujici vlastnosti a vykazuje kysely
charakter. Zahfivanim denaturuje, apIlného vysrazeni Ize teoreticky dosahnout pfi
pH = 4,75 - 4,8 a teploté nad 72 €. V praxi se nejvice osv éd¢ila hodnota pH = 4,5 - 4,7 a
teplota 85 - 95 € [1].

Laktoglobulin do mléka prechazi pravdépodobné z krve. Pro svUj ochranny charakter je téz
nazyvan jako imunoglobulin. Také tento protein neobsahuje fosfor a mé kysely charakter.
Sklada se ze dvou slozek: euglobulinu a pseudoglobulinu. Stejné jako laktalbumin se
vyskytuje v mléce v podobé& monomolekularniho koloidniho roztoku, ale laktoglobulin je
nerozpustny ve vodé a zfedénych kyselinach. Rozpustny je pouze ve slabych roztocich soli,
zfedénych zdsadach a silnych kyselindch. Ve slabé kyselém prostfedi denaturuje a rychle
koaguluje pfi zvySené teploté. Rychlost denaturace stoupa s teplotou. Maximalni koagulace
nastava pfi zahfivani a hodnotach pH = 4,78 — 4,8. Vyskytuje-li se laktoglobulin v kyselém

prostfedi pfi teploté 115 — 120 €, dochazi k hydrolyze [1].

1.1.2 Dusikaté latky nebilkovinné povahy

Do syrovatky prfechézi z mléka i vétSina nebilkovinnych dusikatych latek (pfedevsim
puriny), které pfedstavuji 5 — 7 % veSkerého dusiku v mléce. Jedn& se o nepatrné pfimeési
mocoviny, xantinu, guaninu,hypoxantinu, adeninu, kreatinu, kreatininu, alantoinu, rhodanidu,

amoniaku aj. Proces zpracovani syrovatky neni témito latkami nijak zasadné ovlivnén [1].

1.1.3 Popeloviny (minerdlni latky)

Mezi hlavni sloZky popelovin syrovatky se fadi fosfore¢né a vapenaté soli. Pfi syfeni se
¢ast vapniku vaze s kaseinem na nerozpustny parakasein, ktery pfechazi do syra. Pfi vyrobé

tvarohu prechazi z kaseinu do syrovatky ve formé nerozpustné soli.
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Mimo jiné popel syrovatky obsahuje také draslik, sodik, hof¢ik, Zelezo, siru a chlér. Tyto
mineralni latky se v syrovatce vyskytuji v podobé kation(i a anionu [1].
1.1.4 Vitaminy

Biologicka hodnota syrovatky je uréena téz obsahem vitaminud. Vyskytuji se zde pfevazné
vitaminy skupiny B (B;, B,, Bg, B12), kyselina pantotenovd, vitamin C, A a biotin. Vitaminovée

sloZeni se liSi podle typu syrovatky, tyto rozdily jsou uvedeny v Tabulka 3 [8].

Tabulka 3 Vitaminové sloZeni suSené syrovatky [8]

Vitamin Sladka syrovatka Kysela syrovatka
Vitamin A [MJ/100 g] 69-240 47-165
Vitamin C [mg/100 g] 0-9,08 0-0,99
Vitamin B6 [mg/100 g] 0,36-0,77 0,46-0,96
Vitamin B12 [ug/100 g] 0,9-3,7 0,15-3,7
Vitamin E- tokoferol [ug/100 g] 14-249 19-169
Vitamin B1- thiamin [ug/100 g] 0,38-0,59 0,35-0,58
Vitamin B2- riboflavin  [mg/100 g] 1,70-2,92 1,57-2,35
Kyselina pantotenova [mg/100 g] 8,2-15,0 7,0-14,2
Biotin [ug/100 g] 8,2-15,0 7,0-14,2
Niacin [mg/100 g] 0,76-2,03 0,61-2,51
Kyselina listova [ug/100 g] 4,2-30,0 14,6-59,4
Cholin [mg/100 g] 62-173 60-171

1.1.5 MiIéény cukr

Hlavni sloZzkou syrovatky je mléény cukr — laktosa (Obr. 2). Tvofi asi 70 - 80% suSiny
a 2 - 8% hmotnosti mléka.

Obr. 2 Strukturni vzorec laktosy [15]
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Laktosa je disacharid, ktery se sklada z D-galaktosy a D-glukosy. Sacharidické jednotky
jsou vazaneé 1,4-B-glykosidickou vazbou. Vyskytuje se ve dvou izomerech: a- a B-izomer. LiSi
se v orientaci vodiku a hydroxylové skupiny na prvnim uhliku glukosy (Obr. 3). Oba izomery
se navzajem méni, tento Ukaz se nazyva mutarotace. Mutarotace je ovlivnéna faktory jako
teplota, koncentrace a pH (acidita) roztoku. Pfi pokojové teploté nastava rovnovaha
v poméru asi 40% a-laktosy a 60% [-laktosy. Kazdy izomer ma odliSné vlastnosti (napf.
rozpustnost nebo krystalicka struktura), coZz ma za nasledek rGzné vlastnosti laktosy
za rGznych podminek [16].

Radi se mezi redukujici disacharidy, coZ umoZfuje pFitomnost a koncentraci laktosy
stanovit Fellingovym a Tollensovym ¢inidlem. Vyskytuje se témér vyhradné v mléce savcu.
V kravském mléce se vyskytuje 4,5 - 5% mlécného cukru, v matefském mléce az 7%.

V syrovatce je laktosa obsazena skoro ve stejném mnozstvi jako v mléce [8, 6, 17].

Obr. 3 Rozdil ve strukture a- a B-izomeru glukosy [18]

1.1.6 Tuk

Tuk byva v syrovatce pfitomen jen v nepatrném mnozstvi nebo vibec (v pfipadé

dokonalého odstfedéni syrovatkové smetany) [8].

1.1.7 Kyseliny

Z organickych kyselin se v syrovatce vyskytuje pfedevSim kyselina citronova, mlééna,
propionova, octova a mravenci. NejvySsi obsah kyselin je v kyselé syrovatce, ktera je
odpadnim produktem vyroby tvarohu. SloZeni kyselin zavisi pfevazné na aktivité a sloZeni
mikrofléry. Z tohoto divodu &iselné Udaje uvadéné v literatufe maji znaény rozptyl. SloZeni
kyselin zavisi také na jejich stanoveni, rozdilné hodnoty ziskame pfi stanoveni kyselin
samostatné nebo jako celého spektra kyselin. Nejvy3si byva obsah kyseliny citronové (kolem
150 mg/100 g) a kyseliny mlé¢né (40 — 120 mg/100 g). Pfi vyrobé kaseinu muze

do syrovatky prfechazet i malé mnozstvi mineralnich kyselin, napf. chlorovodikové [8].
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1.2 Zpracovani syrovatky

Vyroba syrl neustale roste. Jen v EU by mél ro¢ni nartist produkce syru, tedy i syrovatky,
byt asi 2 % [19]. Produkce syrovatky ve svété se pohybuje v rozmezi 180-190 mil. tun. P¥i
vyrobé 1 kg syra vznikne cca 10 kg syrovatky [20]. Za jeden den muze pfi vyrobé syrl
vzniknout az 10° | za den [21]. Vysoké objemy produkované syrovatky maji za nasledek
hledani novych postupu jejiho zpracovani a aplikace pro vyvinuté produkty [19].

PFi zpracovani syrovatky dochazi k ziskani a vyuziti jednotlivych slozek (hlavné bilkoviny
a laktosa) a nebo se vyuziva pfi fermentacnich procesech jako Zivné médium [22]. Syrovatka
dodava potravinam vysokou nutriéni hodnotu a upravuje fyzikalné-chemické vlastnosti. Miize
se vyuZzivat pfi vyrob& mléénych vyrobku, dezertli, pomazanek, dresinkd, mrazenych krému,
pekarskych vyrobk(, napoju, ty¢inek, snackll, ¢okolady, cukrovinek a také kojenecké vyZzivy.
Syrovéatkové proteiny mohou ¢aste€¢né nahradit proteiny Zivoc€iSné. Derivaty ovliviiuji texturu
potravin, dodavaji hutnost a zvy3uji zahusStovaci schopnosti, které jsou srovnatelné se
Skroby [8].

1.2.1 PredbézZna Gprava syrovatky

1.2.1.1 Cisténi

Syrovatka se témér vzdy Cisti od nezadoucich zbytk( srazeniny (syrarsky prach), které
mohou negativné ovlivihovat pribéh dalSich procestu (ucpavani tepelnych vyménika,
posSkozovani a ucpavani membran) a rozpustnost, chut a vuni produktu. Vyuziva se
kombinace usazovani, scezovani a odstfedovani, nebo samotné odstfedovani. Volba
vhodného postupu zavisi na velikosti a mnoZstvi pevnych ¢éastic. Pfi velkém mnoZstvi

srazenin se pouzivaji samoodkalovaci odstrfedivky (kontinualnim odstrarfiovani kald) [1, 8, 23].

1.2.1.2 Odstran éni tuk &

PFi vyrobé syr( prechazi do syrovatky urcity podil tuku, ktery je rovnéz vhodné odstranit.
Muze ovlivnit pribéh dalSiho zpracovani a kvalitu a stabilitu produktu. K odstranéni tuku se
pouziva dalSi odstfedivka, pomoci které se doséhne odstranéni tuku (pod 0,5 %, aby

neucpaval péry membrany) [1, 8, 23].
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1.2.1.3 Pasterace

Chemicka i mikrobiologickd jakost syrovatky je zabezpelena pasteraci, kterd obvykle
probih& pfi 72 az 78 € po dobu 15 az 20 s. N ékteré varianty postupl vSak pouZzivaji teploty
v rozsahu 62 az 95 C. V tomto kroku p fedlpravy se snizi pocet Zivych mikroorganismu
a inaktivuje se fosfatdza a chymozin. Pfed pasteraci musi byt syrovatka uchovavana
co nejkratSi dobu pfi teplotach do 5 € [1, 8, 23].

1.2.2 Demineralizace

DalSim zasadnim poZadavkem pro efektivni zpracovani a pro pouzitelnost syrovatky
v krmivech a potravinach je demineralizace, tj. odstranéni soli. Soli negativhé ovlivAauji
senzorické vlastnosti. Demineralizace je nutnd zvlasté u kyselé syrovatky pfed
zahuStovanim. Vyuziva se gelova filtrace (chromatografické déleni), iontoménice,
elektrodialyza a membranové techniky. Odsolena syrovatka (diluat) predstavuje 90 — 95 %

puvodni suroviny, koncentrat soli 5 — 10 % [1, 8, 23].

1.2.3 Krystalizace laktosy

Krystalizace laktosy usnadni suSeni a zabranéni lepivosti produktu. Probih& napf. pfi 20 az
35 €, po dobu 2 az 24 hod v krystaliza ¢nim tanku. Po ukon&eni nasleduje rychlé ochlazeni.
Zhruba ze 70 % laktosa krystalizuje za vzniku malych krystalQ, které neovliviuji nasledné
suSeni rozpraSovanim. V pribéhu procese se snizuje podil bezvodé amorfni laktosy, ktera
zpUsobuje lepeni prasku na stény, zna¢nou hygroskopi¢nost produktu a jeho tvrdnuti
a Spatnou rozpustnost. Vykrystalizovanou laktosu je mozno dale vyuzit. Tento proces

obvykle byva vicestupriovy [1, 8, 23].

1.2.4 Zahu$tovani syrovatky

Syrovatka obsahuje 93 aZ 96 % vody, coZ je hlavni technologicky i ekonomicky problém
jejiho zuzitkovani. NejvyuzivanéjSim a nejbéznéjSim zplisobem dehydratace je zahusStovani
na pramyslovych odparkach, které jsou vétSinou stejné jako pro mléko. Nejlépe se osvédcily
filmové vicestupriové odparky s klesajicim filmem. S ohledem na mozZnou denaturaci bilkovin
obsazenych v syrovatce by teplota dehydratace neméla prekrocit teplotu 75 €, nasleduje-li
proces suseni samostatné. Je-li odparfovani soucasti susiciho procesu (zpracovani syrovatky
pro pekarské ucely), doporucuje se odparovani pfi teploté nad 75 €. V pr ubé&hu odparovani
nastava problém s pénénim syrovatky, ktery je mozno vyreSit spravnou konstrukci odparek.
Konstrukci ovliviiuje téZ stupen zahusténi, protoZze se stupném zahusténi vzrista prudce
viskozita [1, 8, 23].
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1.2.5 SuSeni syrovatky

1.2.5.1 SuSeni syrovétky ve valcovych suSarnach

Tento technologicky postup je velmi komplikovany vysokym obsahem laktosy v syrovatce,
jelikoz béhem suSeni nevykrystalizuje, ale vytvofi se z ni amorfni sklovitd tavenina
s nevhodnymi fyzikalnimi vlastnostmi. Struktura je nehomogenni, dochazi k hnédému
zbarveni (vlivem Maillardovy reakce) a zvySuje se hygroskopi¢nost. Tyto komplikace je
moZzno vyresit suSenim syrovatky ve smési se Sroty, séjovou moukou nebo odstfedénym

mlékem. Vysledny produkt ovSem neni srovnatelny s produkty suSenymi rozprasovanim [1].
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Obr. 4 Schéma laboratorni rozpraSovaci susarny Anhydro vyuzivané k suseni syrovatky [24]
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1.2.5.2 SuSeni syrovéatky rozprasovanim

sy

Toto je nejrozSifenéjsSi postup priamyslového zpracovani syrovatky. Syrovatka je nejprve
dehydratovana odpafovanim a zbylé mnoZstvi vody je odstranéno v rozpraSovacich
suSarnach (pfikladem je suSarna Anhydro na Obr. 4). Odpafovani na vicestupnovych
odparkach je energeticky a ekonomicky vyhodnéjsi nez vlastni suSeni rozpraSovanim, z toho
davodu previada odpafit maximalni mnoZstvi vody na odparkach. Stupen zahusténi
syrovatky je technologicky omezen viskozitou vzniklého syrovatkového sirupu. Se zvysujici
se koncentraci viskozita velmi prudce vzrusta, silné zahusténé roztoky vykazuji o 4 — 5 fadu
vysSi viskozitu nez syrovéatka puvodni.

| pfi tomto postupu vznika amorfni laktosa, pokud neni prfedem vykrystalizovana.
Obsahuje-li syrovatka laktosu vykrystalizovanou v podobé a-monohydratu, sniZuje se

hydroskopicnost a celkové se zlep3uji fyzikalni vlastnosti [1].
1.2.6 Moderni separa €éni metody

1.2.6.1 Ultrafiltrace a hyperfiltrace

Rozdilnost jednotlivych metod je dana velikosti prochazejicich ¢astic a velikosti tlakového
rozdilu, ktery je hnaci silou procesu. Jako vlastni filtracni podloZka slouzi polopropustna
membrana. Na rozdil od klasické filtrace, pfi které je tok kapaliny veden kolmo k ploSe filtru,
pfi membranovych filtracich kapalina te¢e podél membrany. Klasickou filtraci vyuzivdme
k odd&leni &astice o rozmérech 10° az 10°m, ultrafiltraci &astice 10° az 10°m
a hyperfiltraci 10® az 10" m (viz Obr. 5). Pfi membranovych procesech tedy dochéazi

k oddéleni na arovni molekulovych hmotnosti [25].

Mikrofiltrace Ultrafiltrace Nanofiltrace Reverzni osmoza
L1 iy
i ’ r J
E] " te |
8, C_r s |,.--:’ -
. * |
L) & : o L .
Olejové emulze Makromolekuly Viry B"kﬂ:in‘f Jednomocné ionty
LT L—-
L1 < O
ih
Odstranéni Koloidni latky Bakterie Organické mol. Vicemocné ionty
pevnych castic slouceniny

Obr. 5 Zobrazeni zavislosti velikosti pérd membrany na velikosti proSlych ¢astic [25]
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Ultrafiltraéni membrany zadrZuji latky do molekulové hmotnosti 500. Léatky s nizsi
molekulovou hmotnosti po prichodu tvofi tzv. ultrafiltrat, latky s vy$§i molekulovou hmotnosti
proudi podél membrany ve formé koncentratu. Ultrafiltracni membrana propousti gisté
rozpoustédlo (vodu), ionty, soli, aminokyseliny, peptidy, jednoduché cukry. Jsou nepropustné
pro makromolekularni latky, napf. proteiny. Tlak se pohybuje v rozmezi 0,07 az 3,5 MPa.

Pfi hyperfiltraci je membrana propustna pouze pro rozpoustédlo a rozpusténé latky,
dokonce i ionty a soli se zadrZuji v roztoku a proudi podél membrany. Pfi hyperfiltraci se
pouZivaji tlaky v rozmezi 2,8 aZz 8,4 MPa. Rozpoustédlo a rozpusténé latky tvori
tzv. hyperfiltrat. Hyperfiltrace mdze byt pouzita misto odparovani. V bézné praxi je vyuzivana
k odsolovani morské vody.

V mlékarenském primyslu ma vétsi vyhlidky ultrafiltrace, jelikoz je schopna oddélit miéko
od syrovatky. Pouzivané membrany maji velkou separacni Uc€innost, permeabilitu,
mechanickou pevnost a odolnost vigi Gisticim prostfedkam. Uginnost membrany je dana
velikosti porl. Z hlediska materidlu se vyuzivaji membrany vyrobené z acetatu celulosy,

nitratu celulosy, PVC, nylonu, polysulfond, ... [1, 8, 23]

1.2.6.2 Elektrodialyza

Jedna se o membranovou metodu vhodnou k demineralizaci syrovatky. lonty jsou
z roztoku odstranény pomoci elektrického napéti a iontovych selektivnich membran. Zafizeni
obsahuje kationové a aniontové propustné membrany, mezi nimiz stfidavé protéka syrovatka
a vodny roztok soli. lonty pfechazeji vlivem napéti ze syrovéatky do roztoku soli.

PFi jednom prachodu sestavou membran se odstrani asi 10 % popelovin, opakovanym
postupem lze odstranit az 90 %. Mira odsoleni zavisi na velikosti naboje a na velikosti iont(.

s

déle zahusStovat [26].

22



>
4

—
0

, diluat
A 1 1 1 4+ koncentrit = M - katexova
D - diluatova
komora,
+ + el,e2 - elektrodové
A N
& 5 AM - anexova
membrana,
K - koncentratova

AM I cM | AMI cM AHI CM membrana,
komory,
komora

y.(l
’;-.(1-
o~ G

anoda

katoda

- +

al DI KI D2 K2 D3I K3

S TR S S

Zpracovavany roztok

Obr. 6 Schématické znazornéni separacniho procesu elektrodialyzy [27]

1.2.6.3 Gelova filtrace

Gelova filtrace se vyuZiva pro separaci slozek o rizné molekulové velikosti. Cerpana
kapalina protékd jednou nebo nékolika nadrzemi, které obsahuji nabobtnalé kuliCky
dextranu. Malé molekuly vniknou do gelu a ulpi v ném, velké molekuly gelem projdou. Jedna
se o jednofazovy proces umoznujici déleni. V nékterych pfipadech je nutné fedéni kapaliny.
V pfipadé syrovatky je tuto metodu mozno pouzit k separaci proteint. Sérové bilkoviny si
uchovavaji své funkéni vlastnosti, coz je zadouci.

V praxi se vyuziva rlizna kombinace vySe popsanych metod k separaci zadanych slozek

syrovétky [26].

1.3 Fermentace syrovatky

Jelikoz syrovatka obsahuje asi 4,5% sacharidl, stdvA se vhodnym substratem
pro bakterie, plisné nebo kvasinky. Metabolickymi drdhami téchto organismd vznikaji
ze sacharidd cenné produkty pfedevsim pro krmné Gcely, etanol, bioplyn, organické kyseliny,
vitaminy, enzymy, polysacharidy, lipidy a organolepticky u¢inné latky. Produkty metabolismu
je mozno vyuzit téz pfi vyrobé napojl. Kazdy produkt vznikd z metabolismu jiného
mikroorganismu (plisné&, kvasinky i bakterie) a za pouziti zcela jinych podminek (odliSné pH,
rizna koncentrace zivin a rizné naroky na kyslik). V nékterych pripadech je nutné podminky
v pribéhu fermentace upravovat nebo odvadét produkt, aby nedochazelo k inhibici ristu

a metabolismu mikroorganismu [1, 8].
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1.3.1 Produkce biomasy

Produkce biomasy probiha vétSinou za aerobnich podminek. Vyuziva se syrovatka,
syrovatkovd melasa nebo laktosovy permeat. NejCastéji se syrovatka vyuziva k produkci
kvasinek Candida fragilit, Candida utilis, Candida tropicalis nebo Saccharomyces cerevisiae.
Po ukonéeni rastu mikroorganismd dochézi k separaci biomasy a pfipadné jejimu

zkoncentrovani €i suseni [1, 8].

1.3.2 Produkce bioplynu

Fermentaci za anaerobnich podminek Ize postupnym Stépenim (hydrolyza laktosy, Stépeni
glukosy, organickych kyselin) a dekarboxylaci vhodnymi mikroorganismy ziskat bioplyn, coz

je smés metanu a oxidu uhli¢itého [8].

1.3.3 Produkce etanolu

Anaerobni fermentaci lze ze syrovatky volbou vhodnych mikroorganismid a podminek

vyrobit etanol s vytéznosti 86 az 94 % (asi 682 | etanolu z 1 tuny laktosy) [8].

1.3.4 Vyroba kyseliny mlé ¢éné

Kyselina mlé¢na je jedna z nejvyuzivanéjSich kyselin, které vznikaji fermentaci,
v potravinarském, chemickém, papirenském i farmaceutickém prdmyslu. Jako substrat se
vyuziva syrovatka nebo syrovatkova melasa po vyrobé mlééného cukru [1]. Pomoci bakterii
mlééného kvaSeni dochazi k pfeméné laktosy na kyselinu mléénou pomoci mlécného
kvaseni (Obr. 7). Béhem fermentace se kyselina neutralizuje a po prokvasSeni se médium
zahreje a Zfiltruje. Filtrat se zahusti a vznikly mlé€nan vapenaty se pfevede pomoci kyseliny
sirové na kyselinu mlé€nou a nerozpustny siran vapenaty, ktery se oddéli. Z takto ziskané

kyseliny mlééné Ize rafinaci ziskat latku v potravinarské jakosti [8].

o-
| Zadné meziprodukty, pyruvat
C=0 pfijima elektrony z NADH
I <
H— CIZ— OH
CH,
2 laktat 2 NAD* 2 NADH
o-
I
C=0

Glukosg mle e e—- e—- —- I

T
CH;
2 ADP 2 ATP 2 pyruvat
Obr. 7 Priabéh mlééného kvaSeni [28]
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1.3.5 Vyroba napoj

Pri vyrobé napojli se vyuzivaji mlééné bakterie, obas v kombinaci s kvasinkami
(napf. Kluyveromyces fragilis nebo Candida pseudotropicalis, je-li médium obohaceno
sacharosou tak i Saccharomyces cerevisiae). Surovinou je syrovatka si bez proteind,
s obsahem soli | ¢aste¢né demineralizovand. Saccharomyces cerevisiae neni schopna
fermentovat laktosu, ktera zUstava v napoji. Vyhodou vyroby napoja fermentaci syrovatky je,
Ze obsahuji slozky syrovatky i produkty metabolismu mikroorganismd. Mezi nevyhody patfi

pfilis vysoky obsah soli a kyselin nebo nestabilita bilkovinného zakalu [8].

1.4 Termofilni mikroorganismy

Mikroorganismy je mozno délit do skupin dle optimalni teploty rdstu. Mozné rozdéleni je
uvedeno na Obr. 8. U termofilnich mikroorganismi se optimum pohybuje nad 45C,
pro vétSinu se pohybuje v rozmezi 50 az 60€C. N ékteré kmeny druhu Bacillus
Stearothermophilus mohou rust vyjime¢né i pfi teploté az 80 €, archaeobakterie (extrémni
termofily) dokonce pfi teplotach nad 100 €. V étSina neni schopna reprodukce pfi teplotach
28 aZz 30 €, n éktefi zastupci dokonce ani pfi teplotach nizSich nez 40 €.

Termofilni mikroorganismy maji své zastupce mezi rody Bacillus, Clostridium,
Lactobacillus, fadi se sem také nékteré aktinomycety a zastupci jinych rodd. Vyznacuji se
mimoradné vysokou metabolickou aktivitou a rychlosti ristu za optimalni teploty.

Vyskytuji se v padé, v kompostech, v chlévské mrvé, v uskladnéném vihkém materialu
(raSeling, sené, obili), v bahné, tj. vSude tam, kde c¢innost mezofilnich mikroorganism
pfispéla ke zvySeni teploty na 40 az 45 €. Termofilni m ikroorganismy teplotu dale zvysuji
a je mozno, ze dojde k samovzniceni materialu, které jim slouZzi k ristu.

Primyslové vyuZiti termofill zna¢né vzrista. Kromeé biotechnologickych aplikaci, produkce
extracelularnich enzymu, se vyuzivaji také pfi zpracovani ¢i odbouravani odpadu

a zneSkodnéni vedlejSich produktt prumyslovych procesu [29].
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Obr. 8 Rozdéleni mikroorganismd podle optimalni teploty réstu [29]

1.4.1 Vybrané metabolické drahy termofilnich mikroo  rganism G

Zakladnim katabolickym procesem pfi metabolismu sacharidl je glykolyza (Obr. 9), ktera
probiha bez ohledu na pfitomnost kysliku. Dochézi k oxidaci sacharidu na pyruvét, jehoz
dalSi zpracovéani se dale liSi u aerobniho a anaerobniho metabolismu a taktéz u jednotlivych

mikroorganisma.
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Obr. 9 Glykolyza [30]
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Lipidy jsou odbouravany pomoci extracelularniho enzymu (lipasa), ktery je schopen
odstépit mastné kyseliny. Kyseliny jsou poté aerobnim zplsobem oxidovany v procesu
zvaném (3-oxidace. Produkty této metabolické drahy jsou acetylkoenzym A a mastna kyselina
0 2 uhliky kratsi [29].

Pred vyuzitim peptidi a bilkovin je nutné jejich rozStépeni na jednotlivé aminokyseliny.
Bilkoviny jsou Stépeny extracelularnimi proteasami. U aminokyseliny dochazi k deaminaci.
Vznika amoniak a organické kyseliny, které jsou dale metabolizovany [29].

NejdulezitéjSim aerobnim katabolickym procesem, do néhoz vstupuji produkty
odbouravani sacharidu, lipida, bilkovin a dalSich latek je tedy citratovy cyklus (Obr. 10).
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Obr. 10 Citratovy cyklus [31]
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Zajimavosti termofilnich mikroorganismd je metabolismus a transformace organickych
kyselin, ktery se liSi pfi aerobnich a anaerobnich podminkach (Obr. 11, 12) [29].

J-methylbutyrst  wvalerat tzovalerst

izobutyrat propionat ctat v\* 4H b" 2H
propionyl-CoA anstozcetdt
— . .

propionyl-Cof «+——2 propionyl-CoA zeetyl-CoA zeetyl-CoA

112 glukéza N
1H aDE‘l‘j.-‘l—c oA
pyruvat
2H l

zeetyl-CoA

ADP+Pi
ATP

2H 1/2 butyrat

acetat

Obr. 11 Metabolismus organickych kyselin za aerobnich podminek [32]

12 glukoza 3 laktat pyrvat

[ __ |
oy Py A acetyl-CoA

2propionyl-CoA  acetyl-CoA

ADP+Pi

ATP
propionst acetat

Obr. 12 Metabolismus organickych kyselin za anaerobnich podminek [32]

1.4.2 Rod Bacillus

Pfi podrobném zkoumani, a hlavné genovym sekvencovanim 16S-rRNA zastupcl rodu
Bacillus byla odhalena vyrazna fylogeneticka heterogenita. Diky ziskanym poznatkim byl
tento rod reorganizovan. Vzniklo tak postupné nékolik fylogenetickych skupin
reklasifikovanych na nové rody uvedenych v Tabulce 4. Nejvyznamnéjsi termofilni rody jsou

Thermobacillus, Ureibacillus a Geobacillus [33].
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Tabulka 4 Prehled novych rodd vzniklych reorganizaci rodu Bacillus [33]

Rod Stru €ny popis

Bacillus
endospory

aerobni nebo fakultativné anaerobni, tyCinkovité, tvorici

Amphibacillus | fakultativné anaerobni

Alicyclobacillus | acidofilni, mirné termofilni

Peanibacillus fakultativné anaerobni, mezofilni

Aneurinibacillus | aerobni, mezofilni

Brevibacillus aerobni, mezofilni
Halobacillus mirné halofilni
Virgibacillus mezofilni, mirné halotolerantni

Gracilibacillus mezofilni, nékteré halotolerantni

Salibacillus mirné halofilni

Anoxybacillus

striktné nebo fakultativné anaerobni, alkalifilni, mirné

termofilni
Thermobacillus | aerobni, termofilni
Filobacillus aerobni, alkalitolerantni, halofilni
Ureibacillus aerobni, termofilni
Geobacillus aerobni nebo fakultativné anaerobni, termofilni

1.4.2.1 Rod Geobacillus

Zastupci tohoto druhu tvofi peritrichni ty€inkovité buriky, které se vyskytuji bud jednotlivé,

nebo v kratkych fetizcich. Maji sice grampozitivni bunéénou sténu, ale pfi barveni mize

dochazet k pozitivnimu nebo negativnimu vysledku. Tvofi spory, které jsou elipsoidni nebo

valeckovité. Spory jsou umistény terminalné nebo subterminalné. Kolonie na pevném médiu

maji rizny tvar a velikost. V nékterych médiich mohou produkovat pigment. Rod Geobacillus

patfi mezi chemoorganotrofni mikroorganismy, je aerobni nebo fakultativné anaerobni. Vedle

kysliku mize byt akceptorem elektront u nékterych druh( také dusi¢nan. Teplotni rozmezi

rustu se pohybuje v rozsahu 37 — 75 €, optimum nasta va pfi 55 — 65 €. Optimalni hodnota

pH je 6,2 — 7,5, ale jsou schopny rist v rozsahu pH 6 — 8,5 [34]. Taxonomické zarazeni rodu

Geobacillus: kmen Firmicutes -> tfida Bacilli > Fad Bacillales > Celed Bacillaceae [35].

Fylogeneticky strom rodu Geobacillus znazorriuje Obr. 13.
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G.thenmoieovorans DSM 53667
G. kaustophilus DSM 72637
G.zalihae T1T
G.vuicani DSM 131747
G./ituanicus DSM 153257
G.thermoc atenuiatus DSM 7307
G.gargensis DSM 153787
G. stearthermaphitis NCDO 17687
G uzenensis DSM 135517
G. jurassicus DSM 157267
G.subleraneus DSM 135527
G.thermodenitrific ans DSM 4657
G. caldowylosiiticus ATCC 7003567
a G.toebi DSM 145907
G.thermogiucosidasius ATCC 437427
G.tepidamans DSM 163257
_|— G. caldoproteoiticus psM 157307
G. pallicus DSM 36707
G. debilis DSM 160167
E.coli

0.0z

Obr. 13 Fylogeneticky strom rodu Geoacillus [36]

Geobacillus thermodenitrificans (CCM 2566)

PuUvodni kultura byla izolovana ze Stavy cukrové fepy v Rakousku. Kolonie jsou ploché
s lalo¢natymi okraji bilé az bézové barvy. Optimalni teplota ristu je 50 — 65 € a optimalnim
pH 6 — 8. Je schopen redukovat dusiénany, které za anaerobnich podminek slouZzi jako
akceptory elektronl. Hydrolyzuje Skrob a utilizuje glukosu, fruktosu, maltosu, trehalosu,
manosu, laktosu, celobiosu, galaktosu, xylosu, ribosu a arabinosu. Pfirozené se vyskytuje
v padé [33].

Geobacillus thermocatenulatus (CCM 2809)

Kultura byla izolovana z termdalniho vrtu na Uralu. Bakterie jsou dlouhé tenké tyCinky
v nerozvétvenych fetizcich, které se vtekutém médiu mohou shlukovat. Tvofi naZzloutlé,
kulaté a vyvySené, hladké a mazlavé kolonie na pevném médiu. Rozmezi teplot vhodnych
pro rust je 35 — 78 C. Jako jeden z produkt U metabolismu jsou tvofeny granule kyseliny
polyhydroxybutyrové. Z glukosy, levulosy, galaktosy, sacharosy, celobiosy, manitolu,

glycerolu a dextrinu tvori kyseliny [33].
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1.4.3 Rod Thermus

Prvni objeveni zastupcl rodu Thermus bylo podnétem pro detailni studie fyziologie
termofilnich bakterii. Jeho objev byl velice jednoduchy, jelikoZ kultivace je velmi snadna. Bylo
pouzito slané syntetické médium, které se ukazalo jako vhodné pro rlst fas vyskytujicich se
v horkych pramenech. Do média byly pfidany nizké koncentrace organickych sloucenin
a kultivace probihala pfi 70 €. Teplota je vtomto p fipadé velmi dulezitd. Do této doby
probihaly kultivace pouze pfi 55 €, coz znemoz fiovalo rust termofilnich mikroorganismi
s vysSi teplotou rustu [37].

Zastupci rodu Thermus jsou gramnegativni aerobni bakterie, nicméné nékteré nové
izolované druhy rostou i v anaerobnim prostfedi, kde vyuZivaji dusiCnany jako finalni
akceptory elektronl. Tento rod netvofi endospory [38].

Morfologie organismu je do zna¢né miry ovlivnéna teplotou ristu a fazi ristu. Organismus
se obvykle vyskytuje v podobé vlaken, je-li teplota nad 75 €. P ¥i teploté 65 az 70 € jsou

vlakna tvofena pouze ve stacionarni fazi rastu kultury [37].

Thermus aquaticus (CCM 4465)

Elektronovad mikroskopie odhalila, Ze Thermus aquaticus ma& gramnegativni bunéénou
sténu a také velmi sloZitou strukturu sféroplastu (Obr. 14). Charakteristicka struktura byla
potvrzena u mnoha kultur Thermus aquaticus. Sklada se z nékolika samostatnych bunék,
které jsou obklopené membranou. Podrobné studie prokazaly, Ze tato membrana je sloZzena
Z vnéjSich bunéénych obalovych vrstev, které se Caste¢né oddélily z bunééného povrchu.
Vznik kulovych utvarli pravdépodobné zahrnuje néjakou asociaci a interakci vnéjSich
bunéénych oball vétSiho mnozstvi oddélenych bunék. Predpoklada se, ze dochazi
k ¢asteCnému oddéleni vnéjsi vrstvy stény a naslednému splynuti téchto vrstev u sousednich
bunék [37].

Obr. 14 Mikroskopicky obraz bunék Thermus aquaticus [39]
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Thermus scotoductus (CCM 3486)

Tento mikroorganismus byl izolovan z neutralnich horkych pramenu bohatych na obsah
sulfidd na Islandu. Je fakulatativné mixotrofni a je schopen oxidovat slou¢eniny obsahujici
siru. Thiosiran a elementarni siru vyuziva jako darce elektron(, kyslik a dusi¢nany jako
akceptory elektron( a acetat a jiné organické slouc¢eniny jako zdroj uhliku. Po nékolika dnech
rstu na médiu obsahujicim thiosiran tvofi globule oxidu (Obr. 15) [40].

5 U RS

a — poc¢ateéni tvorba globuli.

b — konecény stav po vytvoreni globuli oxidu

Obr. 15 Bakterialni viakna obsahuijici globule siry po rdstu v médiu s 16 mmol.I™ thiosiranem [40].

1.4.4 Rod Clostridium

Buriky zastupcu rodu Clostridium tvofi grampozitivni sporotvorné peritrichni ty¢inky, jsou
obligatné anaerobni. Nejvice se zastupci tohoto rodu vyskytuji v potravinarstvi, kde je jejich
pfitomnost nezadouci. Projevuji se tvorbou nepfijemné pachnoucich sloucenin, produkci
velkého mnoZstvi plynu pfi anaerobni oxidaci sacharidi a v neposledni fadé produkci velmi
nebezpeénych toxinl (Clostridium botulinum produkujici botulotoxin — Obr. 16). Velkym
problémem v konzervarenstvi jsou spory Clostridium thermosaccharolyticum, které prezivaji
bézné sterilacni teploty aplikované na nekyselé konzervy. Optimalni teplota je v rozmezi
55 az 62 C, p fi teploté pod 30 € je fyziologie bu nky jiz velmi naruSena. Z tohoto divodu

v~

zpUsobuje kazeni konzerv jen pfi jejich skladovani za vyssich teplot [41].

Obr. 16 Mikroskopicky obraz buriky Clostridium botulinum [42]
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1.4.5 Aktinomycety

Aktinomycety jsou grampozitivni aerobni bakterie, které jsou morfologii vice podobné
vlaknitym houbam. Hyfy tvofi mycelium na povrchu i uvnitf agaru, tento Ukaz je znazornén
na Obr. 17. KrozmnoZovani doch&zi pomoci spor, nékteré rody tvofi sporangia

s endosporami [43].

1. Konidiospory
2. Vzdusné hyfy (nad povrchem)
3. Povrch agaru

4. Substratové hyfy (v agaru)

Obr. 17 Rdst aktinomycet na agaru [43]

Jsou to typické pudni bakterie. Termofilni zastupci se vyrazné podileji na degradaci
organickych slou¢enin. Rod Thermomonospora je schopen rozkladat i lignocelulosovy
komplex. Dulezitou mikroflérou kompostu je rod Thermoactinomyces, ktery byva plvodcem

samovzniceni sena, slamy apod. [29]

1.4.6 Termofilni houby

Pfi srovnani mnozstvi termofilnich eukaryotnich a prokaryontnich organismu dospéjeme
k zavéru, Ze mezi eukaryotnimi organismy je termofild velmi malo. Mezi tyto vyjimky rfadime
pfevazné houby, které ovSem nedisponuji prilis velkou schopnosti odolavat vysokym
teplotam. Maximalni teplota rustu se pohybuje v rozmezi 60 — 70 € a teplotni opt imum
je kolem 50 €. P fedstavuji rozmanitou skupinu rdznych druh(, mezi zastupce patfi
napfiklad Mucor pusillus, Thermomyces lanuginosus (Obr. 18), Thermoascus aurantiacus,
Chaetomium thermophile, Talaromyces thermophilus, Stilbella thermophila, Canariomyces
thermophila, Thielavia terrestris. Jsou hlavni slozkou mikrofléry, kterd se vytvafi
na nahromadéném rostlinném materialu, tj. vSude tam, kde je teplo, vihko a dostatek kysliku

pro jejich rozvoj [44].
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Obr. 18 Mikroskopicky obraz buriky Thermomyces lanuginosus [45]

1.5 Adaptace termofilnich mikroorganism  ( na vysoké teploty

Béhem adaptace mikroorganismu na néktery ze stresovych faktorl dochazi v burikach
ke zménam evoluénim nebo fyziologickym. Evoluéni zmény nastavaji pfi dlouhodobém
pusobeni na vice generaci mikroorganisml. Dochazi ke zvyhodnéni mikroorganism, které
maji pro dané podminky lepSi genetickou vybavu. Jsou dlouhodobé a prfedavaji se geneticky
nasledujici generaci. Zmény fyziologické nastavaji v dusledku pfirozenych regulaénich
mechanism( kazdého mikroorganismu. Jedna se o rychlou adaptaci na zménu prostredi.
Tyto zmény se nedédi, ale potomci jsou schopni reagovat obdobné [46].

Pri vysoké teploté dochazi nejCastéji k denaturaci bilkovin. Metabolismus a Zivot bufky
souvisi s enzymy, které se denaturaci nevyhnou. DalSim problémem muze byt poSkozeni
cytoplasmatické membrany. ZvySuje se jeji propustnost, pfi prfekroceni urcité hranice se
bunééné cytoplazma vylije do okolniho prostredi [46].

Pri lokalnich zménach teploty dochazi k fyziologické adaptaci. Dochazi ke zméné slozeni
cytoplasmatické membrany a ochrané bilkovin. Fluidita a propustnost membrany
je zabezpecena zménou pomeéru mezi nasycenymi mastnymi kyselinami na jedné strané
a nenasycenymi a rozvétvenymi na strané druhé. Nasycené mastné kyseliny zvySuji teplotu
tuhnuti. Bilkoviny je mozZno ochréanit produkci tzv. bilkovin teplotniho Soku (heat shock
proteins, HSP). Nejen, Ze jsou schopny zabranit denaturaci, ale jsou schopny oznadit
poskozené bilkoviny [46].

Jestlize neni vykyv teploty kratkodoby, musi dochazet k evolu¢nim zménam. Tedy
ke genetické adaptaci, pri které dochazi ke zméné ve struktufe bilkovin. V molekulach se
nachazi mensi podil hydrofobnich aminokyselin a vice disulfidickych mustk(. Po adaptaci
jsou bilkoviny pfi nizSich teplotach rigidnéjsi, coz zamezi jejich rozmnozovani. Struktura musi
byt zménéna u vSech dllezitych bilkovin (enzymu), které se zucastfiuji metabolismu

mikroorganismu. Dojde-li k mutaci jen jediné bilkoviny, nastane celkova ztrata adaptace [46].
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1.5.1 VlivslozZeni lipid G v bun é&&né membran é

Tuky jsou syntetizovany z mastnych kyselin a glycerolu. Nenasycené mastné kyseliny maji
jednu az ¢&tyfi dvojné vazby, které zpusobuji "ohyby" v uhlikovém fetézci a maji vliv na fluiditu
lipidové membrany. Rozdilné struktury nasyceného a nenasyceného fosfolipidu jsou
zobrazeny na Obr. 19. Nasycené tuky jsou vice shluknuté, pfi nizSich teplotach témér pevné.

Nenasycené tvofi diky ohyblm nepravidelnou strukturu, pfi nizSich teplotach jsou tekuté [37].
NASYCENY NENASYCENY

ohyb zpasobeny
4~ dvojnou vazbou

Obr. 19 Struktura nasyceného a nenasyceného fosfolipidu [47]

1.5.2 Proteiny teplotniho Soku

Proteiny teplotniho Soku (HSP) se nachéazeji ve vSech bunkach. Jsou indukované, kdyz
bunika podstupuje néktery typ environmentalniho stresu jako teplo, chlad a nedostatek
kysliku. Proto se ob&as nazyvaji také jako stresové proteiny. Jejich ndzvoslovi je nejastgji
odvozeno od molekulové hmotnosti (napf. hsp60, hsp70, hsp90). V burikach jsou pfitomné
také za optimalnich podminek. Pomahaji hospodafit s ostatnimi proteiny, aby byly
ve spravné formé, na sprdvném misté a ve spravny ¢as. Pomahaji nové &i porusené proteiny
poskladat do podoby, ktera je zakladni pro jejich funkci. Pohybuji se z jednoho oddéleni
buriky do jiného i pres razné blany. Mimo to dopravuji staré proteiny do proteazomu, kde

dochazi ke Stépeni na peptidy a aminokyseliny [48].

1.5.3 Hydrofobni aminokyseliny

Mezi esencialnimi aminokyselinami je 9 hydrofobnich: glycin, alanin, valin, leucin,
isoleucin, methionin, fenylalanin, tryptofan a prolin (Obr. 20). Hydrofobni jsou postranni
fetézce (zejména C-H vazby). Tyto postranni fetézce malo interaguji s molekulami vody.
Nachazeji se nejen v jadru globularnich proteind, ale také v misté spoju mezi proteinovymi
podjednotkami [49].

35



. . [
D“‘*c” o e HEN“‘*:::’; o e o I:““w:lil’ v
| . | i, Ha
0 NHa 0 NHa NHg
Lapartic acid Leparaging CHlutarnic acid
P disn Gln

D ) E
0 NHz" 0
Ty S
B " HgH N e e o
Hz Ha H Ha i
NHa" NHa*
Lgine Lrsinine
%}6 g
E
0 0 a
] u
Hah =" “E"’ ~cH ™Mo HO" “EH’ T
2
NH5" NHy
Flntarmimne Senne
3n Ser
i 3
0 0H o
H Ez ||:| L) I
HNK':“%E”' “““niﬁf o ch’fCH“cﬁJE“D'
i
Hps=HH'  NHg' HHy
Histidine Threonine
His Thr
H T

Obr. 20 Strukturni vzorce esencialnich hydrofébnich aminokyselin [50]

1.5.4 Disulfidické m ustky

Prostorové uspofadani proteind mudze byt pozménéno kovalentnimi i nekovalentnimi
interakcemi. Z kovalentnich se vyuZivaji pouze disulfidické vazby [51]. Disulfidicky mustek
je tvofen vazbou boénich fetézcl dvou cysteinl (jedina zakladnich stavebnich aminokyselin
obsahuijici skupinu —SH v boénim fetézci). Tvofi se pouze v oxidovaném stavu a maji vliv
na usporadani terciarni struktury [52]. Vznik disulfidického mustku oxidaci zobrazuje reakce

(Obr. 21). Z nekovalentnich interakci je nejdllezitéjsi interakce dipol-dipdl [53].
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Obr. 21 Vznik disulfidické vazby v oxidovaném stavu [54]
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Cil prace

Cil diplomové préace byl zaméfen na studium podminek rastu dvou vybranych kmenu rodu
Thermus a dvou vybranych kmenu rodu Geobacillus na syrovatkovém médiu. Prvnim Gkolem
bylo stanovit optimalni podminky ristu kazZdého mikroorganismu. Zjisténé optimalni
podminky byly vyuZity pfi kultivaci ve fermentoru a stanoveni riistovych kfivek.

Pfi stanoveni optimalnich podminek byla studovana utilizace syrovéatky. Sledovala jsem

obsah organickych latek v syrovatce pomoci stanoveni CHSK a obsah redukujicich cukr

podle Somogyiho a Nelsona.

2.2 PouZité p Fistroje
Fermentor BioFlo®/CelliGen™ 115, New Brunswick (Obr. 22)
Termostatovana tfepac¢ka Heidolph® Promax 1020 (Obr. 23)
Spektrofotometr Unicam Helios € (Obr. 24)
Ultrospec™ 10 Cell Density Meter (Obr. 26)
Centrifuga Hettich EBA 20
Pecici trouba Mora 524
Analytické vahy
Kombinovana lednice BOSH
Termostat Memmert

Bézné laboratorni sklo

BioFlo*/CelliGen* 115
FERMENTOR/BIOREACTOR

e Lo (RS

[ B
/

=
(3

=SSR

Obr. 22 Fermentor BioFlo®/CelliGen™ 115, New Bruswick
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Obr. 23 Termostatovana tfepacka Heidolph® Promax 1020

Obr. 24 Spektrofotometr Unicam Helios ¢
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2.3 Kultura a p Fiprava médii

2.3.1 Kultura

Ke kultivaci byly pouzity termofilni kultury pofizené z Ceské sbirky mikroorganismu:
- Thermus scotoductus CCM 3486
- Thermus aquaticus CCM 4465
- Geobacillus thermodenitrificans CCM 2566
- Geobacillus thermocatenulans. CCM 2809
Termofilni mikroorganismy byly kultivovany na syrovéatce ziskané pfi vyrobé& syru Hermelin

a dodala ji firma Pribina spol. s r.o.

2.3.2 Priprava inokula €nich médii

Pro oziveni a pomnoZeni kultur se vyuzivd syntetickych médii a sloZeni uvedené
v Tabulka 5, 6.

Tabulka 5 SloZeni kultivacniho média pro rod Geobacillus

Pepton 59
Masovy extrakt 39
MnSO4.H,0 0,01g
Destilovana voda 1000 ml

Tabulka 6 Slozeni kultivacniho média pro rod Thermus

Pepton 849
Kvasni¢ny extrakt 49
NacCl 249
Destilovana voda 1000 ml

2.3.3 Priprava kultiva €niho média

Kultivatnim médiem byla upravena syrovéatka. Bilkoviny ze syrovatky byly vysradzeny
pridavkem 0,5 mol.I* H,SO, na pH = 4,6 (odstranéni kaseinu) a naslednym povafenim
20 min pfi 105 € (odstran éni a-laktoglobulinu a B-laktoglobulinu). Takto upravena syrovatka
byla odstfed&na pfi 6 000 ot.min™ po dobu 10 min. Odstfedéna syrovatka byla upravena
0,5 mol.I" NaOH (respektive 0,5 mol.I* H,SO,) napH 5, 6,7,8a9.
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2.4 Analytické metody

2.4.1 Stanoveni suSiny biomasy

V potravinarském pramyslu je nejpouzivanéjsi arbitraZzni metodou ke stanoveni suSiny
avody suSeni pfi 105 €. SuSeni p fi této teploté probihd az do konstantniho Ubytku
hmotnosti. Pfi této metodé dochazi k difdzi, tzn. transportu vody z vnitfnich vrstev na povrch,
a odparovani povrchové vody. Konstantni hmotnosti dosdhneme, kdyZ nastane rovnovaha
mezi parcialnim tlakem odpafované vody na povrchu materidlu a parcialnim tlakem susiciho
média. Rychlost suSeni ovliviiuje povaha vzorku, tvar ¢astic, mnozstvi navazky, teplota,

vlihkost, rychlost a smér proudéni susiciho média [55].

2.4.1.1 Postup stanoveni

V naSem pfipadé bylo odebrano 10 ml vzorku, ten byl zcentrifugovan 10 min
pfi 6 000 ot.min™. Sediment ziskany pfi centrifugaci byl promyt vodou, protfepan na vortexu
a opét zcentrifugovan. Sediment byl protfepan s malym mnozstvim vody a kvantitativné
pfeveden do prfedem zvazené a vysuSené odparovaci misky a byl suSen pfi 105 C.
Po dokonalém vysuSeni byla miska se vzorkem zvazena na analytickych vahach a z rozdild
hmotnosti byla stanovena suSina. Supernatant po prvni centrifugaci byl vyuZit k dalSim

analyzam. Supernatant po druhé centrifugaci byl vylit do odpadu.

2.4.2 Turbidimetrie a Nefelometrie

Zakladem turbidimetrie a nefelometrie je méreni prochazejiciho svétla, které je zeslabené
rozptylem na ¢asticich. Zakladnim predpokladem pro reprodukovatelnost vysledku je ziskani
suspenze, ktera je dostatecné stala. K méreni absorbance zareni koloidnim roztokem nebo
roztokem zakalenym jemnou sraZzeninou se vyuzivaji absorpéni spektrofotometry

a fotometry. Schéma turbidimetrie a nefelometrie je uvedeno na Obr. 25.
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Obr. 25 Schematické znazornéni turbidimetrie a nefelometrie [56]

Fotometricka citlivost je nepfimo Umérna vinové délce. Mezi absorbanci a koncentraci
¢astic (pro malé Castice) je obvykle pozorovan linearni vztah. Tento linearni vztah se ovSem
muze meénit se zménou vinové délky zareni. Na vysledek ma vliv také vznik ¢astic odliSné
velikosti. Pro mérfeni turbidity bezbarvé suspenze se vyuziva jakykoliv fotometr nebo
spektrofotometr. U této metody je nutné eliminovat vliv interferujicich latek, i kdyby to mélo
snizit citlivost méreni.

Zavislost intenzity proSlého zafeni na vlastnostech absorbujiciho prostfedi je
exponencialni a je dana vztahem |, =1, ", kde I, udava intenzitu proslého zareni,
|, udava intenzitu svételného zdroje, 7 je turbiditni koeficient a /¢ je svételna draha
(tloustka kyvety) [57].

Turbidimetrickda méreni zakalu (OD) kultivaénich médii v pribéhu rastu bakterialnich

bunék se provadi pfi hodnoté A = 600 nm.

2.4.2.1 Méreni bun ééné hustoty

Cell density meter biowave WPA CO 8000 (Obr. 26) je pfistroj uréeny k méfeni hustoty
bunék v suspenzi. Vysledky je moZno uloZit do paméti nebo po pfipojeni pfenést do PC nebo

vytisknout. Vysledky jsou udavané v jednotkach absorbance (OD).
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K méfeni je mozno pouzit rizné druhy kyvet a zkumavek o priméru 10, 12 a 16 mm.
K méfeni vyuziva LED diodu s heomezenou Zivotnosti a pro méfeni nejsou potfeba zadné
filtry. Pfed samotnym mérfenim staci pfistroj zapnout a je pfipraveny pro pouZiti (odpadava
Casova ztrata zplUsobena zahfivanim pfistroje). Vysledky jsou srovnatelné s vétSimi
a drazSimi spektrofotometry. Specifikace pfistroje uvedena od vyrobce je uvedena
v Tabulka 7 [58].

Obr. 26 Cell density meter biowave WPA CO 8000

Tabulka 7 Specifikace pristroje Cell density meter biowave WPA CO 8000 [58]

ViInova délka 600 nm

VInovy rozsah 40 nm

Rozsah Opticka hustota - 0,3 A az 1,99 A
Presnost <+0,05ApiilA

Reprodukovatelnost | +0,02 Apfil A

6 tlacitek - on/off, REF, TEST, pamét, reset, vyvolat

Ovladaci prvky pamétltisk

Nepohyblivy s otvorem pro vytok vody. Akceptuje semi-
mikro a makro kyvety s optickou délkou 10 mm nebo

Drzak kyvet kulaté zkumavky o priméru 16mm. Mlze akceptovat
zkumavky 10 a 12 mm s adaptérem (nestandardni)

Vystup RS232

Pamét’ 99 udaju

Displej Uzivatelsky LCD

Pozadavky vykonu Externi adaptér (110 nebo 220 V) nebo interni dobijeci
NiMH baterie

PFiblizné rozm éry 180 x 150 x 60 mm

Vaha 0,5 kg
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2.4.2.2 Postup m éreni

Rust bunécéné kultury byl stanoven mérenim optické hustoty pfi 600 nm (Asw) pomoci
pfistroje Cell density meter biowave WPACO 8000. Jako blank bylo pouzito kultivacni

médium. Pfi hodnoté OD vy3Si nez 0,90 byl vzorek i blank nafedén (viz jednotlivd méreni).

2.4.3 Stanoveni redukujicich cukr U podle Somogyiho a Nelsona

Sacharidy jsou organické latky patfici do skupiny polyhydroxyderivatd (aldehydd nebo
ketonll). Jsou to slouéeniny uhliku, vodiku a kysliku, které se li§i strukturou a velikosti
molekuly. Zakladni stavebni jednotkou je monosacharid. Jednotlivé monosachridy jsou mezi
sebou vazané glykosidickou vazbou. Z hlediska poctu sacharidickych jednotek je délime
na monosacharidy, oligosacharidy a polysacharidy. Konec polymeru, ktery obsahuje
poloacetalovy hydroxyl, se oznacuje jako redukujici konec a je zodpovédny za redukéni

vlastnosti sacharidi [59].

2.4.3.1 Priprava Somogyi-Nelsonovych ¢inidel

Somogyi-Nelsonovo ¢&inidlo | bylo pfipraveno rozpusténim 24 g uhli¢itanu sodného,
16 g hydrogenubhli¢itanu sodného, 144 g siranu sodného a 12 g vinanu sodno-draselného
v 800 ml destilované vody.

Somogyi-Nelsonovo ¢&inidlo |l bylo pFipraveno rozpusténim 4 g pentahydratu siranu
médnatého a 24 g siranu sodného ve 200 ml destilované vody.

Somogyi-Nelsonovo ¢inidlo Il bylo pfipraveno rozpusténim 25 g molybdenanu amonného
ve 450 ml destilované vody. K roztoku poté bylo pfidano 21 ml koncentrované kyseliny sirové

a 3 g heptahydratu hydrogenarseni¢nanu sodného.

2.4.3.2 Kalibrace redukujicich cukr a

Ze standardniho roztoku laktosy (1 g laktosy byl rozpustén v 1000 ml odmérné barice) byla
pfipravena série 10-ti ml odmérnych banék roztokl o koncentraci 0,1 — 0,9 g laktosy na 1 litr
vody, kredéni byla pouzita destilovana voda. Do zkumavky bylo pipetovano
0,5 ml Somogyiho ¢&inidla (I. + I1l. v poméru 4:1) a pfidano 0,5 ml zasobniho roztoku.
Dikladné promichany roztok byl 10 minut zahfivan ve vodni lazni a nasledné ochlazen
na laboratorni teplotu. Poté bylo do zkumavky pfidano 0,5 ml Nelsonova roztoku (Cinidlo 111.)
a roztok byl doplnén 3,5 ml destilované vody. Obsah zkumavky byl dobfe promichan
a méfen na spektrofotometru proti vodnému blanku pfi 530 nm. Po zméfeni absorbance byly
vysledky vyneseny do grafu jako zavislost absorbance na koncentraci laktosy. Body
kalibracni kfivky byly prolozeny linearni regresi a jeji parametry byly pouzity pro vypocet

koncentrace redukujicich cukru ve vzorku.
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2.4.3.3 Postup stanoveni vzork u

Do zkumavky bylo pipetovano 0,5 ml Somogyiho ¢inidla (I. + Il. v poméru 4:1) a pfidano
0,5 ml supernatantu. Dukladné promichany roztok byl 10 minut zahfivan ve vodni lazni
anasledné ochlazen nalaboratorni teplotu. Poté bylo do zkumavky pfidano
0,5 ml Nelsonova roztoku (¢inidlo 111.) a roztok byl doplnén 3,5 ml destilované vody. Obsah
zkumavky byl dobfe promichan a méfen na spektrofotometru proti vodnému blanku
pfi 530 nm. Z parametr( linearni regrese byla vypocitana koncentrace redukujicich cukri

ve vzorcich.

2.4.4 Stanoveni chemické spot Feby kysliku (CHSK)

Chemicka spotfeba kysliku je definovana jako hmotnostni koncentrace kysliku.
Je ekvivalentni hmotnosti oxida¢niho ¢inidla spotfebovaného na oxidaci oxidovatelnych latek
obsazenych v jednom litru vody. Mezi tyto oxidovatelné latky patfi organické slouceniny
obsaZené ve vodé. Mizeme tedy fici, Zze tato metoda patfi mezi nespecifické ukazatele vody
a vysledek slouZi k odhadu organického znegisténi. Vysledky jsou vétsinou udavany v mg.I™*,

pouze u velmi zne&isténych vod v g.I"* [60].

2.4.4.1 Stanoveni CHSK dichromanem draselnym

Organické latky jsou oxidovany dichromanem draselnym v silné kyselém prostfedi kyseliny
sirové pfi dvouhodinovém varu (teplota cca 150 €). Jako kat alyzator vystupuji stfibrné ionty.
Pri oxidaci se dichromanové ionty redukuji na ionty chromité. Metoda se nejcastéji pouziva

pro vSechny typy vody [60].

2.4.4.2 P¥iprava oxida éniho a katalyzatorového roztoku

Pro pfipravu oxidac¢niho roztoku bylo navazeno 10,2148 g dichromanu didraselného, ktery
byl pfedem vysuSen do konstantni hmotnosti pfi 105 € po dobu 1,5 hod. Navazka byla
rozpuSténa v 500 ml destilované vody. Za stalého michani bylo pfiddno 167 ml
koncentrované kyseliny sirové a 33,33 g siranu rtutnatého.

Katalyzatorovy roztok byl pfipraven rozpusténim 10 g siranu stfibrného v koncentrované

kyseliné sirové o objemu 1 I.
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2.4.4.3 Kalibrace CHSK

Ze standardniho roztoku hydrogenftalanu draselného (0,851 g hydrogenftalanu draselného
bylo rozpusténo v 1000 ml odmérné barice) byla pfipravena série 10-ti ml odmérnych banék
roztok( o koncentraci 50 — 800 mg.I* CHSKc,, k fedéni byla pouzita destilovana voda.
Ze z&sobniho roztoku byl odebran 1 ml a bylo pfidano 9 ml vody. Z nafedéného vzorku bylo
pipetovano 2,5 ml do uzaviratelné zkumavky. Ke vzorku bylo pfiddno 1,5 ml oxida¢niho
roztoku a 3,5 ml Kkatalyzatorového roztoku. Zkumavky byly uzavieny, promichany
a zahfivany 2 hodiny pfi 150 €. Po dokonalém vychladnuti zkumavek byl ob sah zfedén
5 ml destilované vody. Po promichani byla méFena absorbance pfi 600 nm proti vodnému
blanku. Po zméfeni absorbance byly vysledky vyneseny do grafu jako zavislost absorbance
na koncentraci laktosy. Body kalibra¢ni kfivky byly prolozeny linearni regresi a jeji parametry

byly pouzity pro vypocet koncentrace redukujicich cukrd ve vzorku.

2.4.4.4 Postup stanoveni vzork

Ze supernatantu byl odebran 1 ml a bylo pfidano 9 ml vody. Z tohoto nafedéného vzorku
bylo pipetovano 2,5 ml do uzaviratelné zkumavky. Ke vzorku bylo pfidano 1,5 ml oxidaéniho
roztoku a 3,5 ml Kkatalyzatorového roztoku. Zkumavky byly uzavieny, promichany
a zahfivany 2 hodiny pfi 150 C. Po dokonalém vychladnuti zkumavek byl obsah zfedén
5 ml destilované vody. Po promichani byla méfena absorbance pfi 600 nm proti vodnému
blanku. Z parametrd linearni regrese byla vypocitana koncentrace oxidovatelnych latek

ve vzorcich.

2.5 Kultivace - optimalizace podminek

Jak rychlost mikrobialniho ristu, tak rychlost tvorby produktd zavisi na fadé pracovnich
podminek, jako jsou teplota, pH, koncentrace rozpusténého kysliku, koncentrace substratu,
iontova sila a redoxni potenciél fermenta¢niho média. PFfi optimalizaci podminek se nejCastgji
zaméfujeme na prvni tfi podminky.

Teplota ma na fyziologii bunék obrovsky vliv. Je-li teplota nizSi o 10 € nez je teplota
optimalni, mdze byt rychlost rlstu organismu poloviéni. PFi teploté vySSi nez je teplota
optimalni rychlost rastu prudce klesa. Vedle rdstu ovliviiuje teplota také tvorbu produkt(.

Optimalni pH je u kazdého organismu jiné. Neni-li hodnota pH optimalni, spotfebovava se
energie na udrzeni bunééné populace a mnoZstvi spotfebované energie je vySSi.
U nékterych organismi miZze dochazet k adaptaci na rGzné hodnoty pH, je-li jejich zména
mald a pomala. V prabéhu kultivace se pH méni, proto je nedilnou soucasti celého

fermentacniho procesu pouZziti regulaéniho systému.
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Rozpustény kyslik je velmi dllezitym substratem pro aerobni organismy. Jelikoz jeho
rozpustnost ve vodé je velmi nizka, byva €asto limitujicim substratem. Nedostatek kysliku
muzZeme zajistit aeraci (probublavanim média vzduchem). U kvasinek je kritick&d koncentrace

rozpusténého kysliku mnohem vyssi nez u bakterii [61].

2.5.1 Kultivace inokula éniho média

Do 500 ml Erlenmayerovy barnky bylo pfipraveno 200 ml média dle Tabulka 5, 6.
Inokulaéni médium bylo zaockovano 20 ml kultury. Barky byly umistény na tfepacku a byla
zah4jena kultivace pro 65€ a 110 ot.min ™.

48 hodin.

Kultivace probihala bez vnéjSiho zasahu

2.5.2 Kultivace na termostatovanét fepaéce v Erlenmayerovych ba nkach
Bilkoviny ze syrovatkového média byly vysrazeny 0,5 mol.I* kyselinou sirovou (Gprava pH
na hodnotu asi 4,6) a naslednym povareni, po dobu 20 minut ve vodni lazni pfi teploté asi
105 €. Po d Ukladném vysraZeni nasledovala centrifugace pfi 6000 ot.min™ po dobu
10 minut.
PFi optimalizaci podminek byly upravovany tyto hodnoty:
1. teplota:60C,65C,70C
2. pH:5,6,7,8,9
Pfi optimalizaci pH bylo médium upravovano 0,1 mol.I* hydroxidem sodnym
(resp. 0,1 mol.I" kyselinou sirovou. Kultivace pfi optimalizaci pH probihala na tfepa&ce pi
teploté 65 €, 110 ot.min *, po dobu 48 hodin. Pfi optimalizaci teploty probihala kultivace

v termostatu, hodnota pH média byla 7.

2.5.3 Testovani utilizace syrovatky

Mira utilizace syrovétky byla posuzovana analytickymi metodami stanovujicimi koncentraci

redukujicich cukrd (laktosy) a chemickou spotfebu kysliku (CHSK).
2.6 Kultivace - r Gstové k Fivky

2.6.1 Bioreaktor (fermentor)

Primyslovy bioreaktor neboli fermentor je uzaviena, kovova nebo sklenéna (vétSinou
mensSi objemy) nadoba tvaru valce postaveného na vySku. Je opatfen zafizenim, které
umoziuje pFivadét vychozi latky a dalSi slozky média a odvadét meziprodukty a odpadni
latky. Mezi dal§i vybaveni patfi zafizeni umoznujici promichavani a systém potrubi, ventill,
¢idel a regulatorq, které slouzi k udrzovani poZzadované teploty, pH a pfipadné i koncentrace

jednotlivych sloZzek. Schéma bézného bioreaktoru je zndzornéno na Obr. 27 [62].
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1 — sklenény dvojity plast
2 — hfidel mechanického michadla

3 — lopatky nasobného michadla

4 — michaci narazky

5 — trubice pfivodu vzduchu
6 — aeracni vénec

7 — odbérova trubice

8 — snimac pénéni

9 — tésnéni vika

Obr. 27 Schématické znazornéni bioreaktoru [63]

2.6.1.1 Vsadkovy bioreaktor

Toto usporadani je u fermentor( nejbéznéjsi. Do reaktoru se vilozi fermentaéni médium
a inokulum. Po nastaveni zadanych podminek (ziskanych nejCastéji pfi optimalizaci) zde
roste biomasa a dochazi k produkci zadanych metabolitl. Po dosazeni zadanych parametr(
nebo spotifebovani substratu se proces prerusi, fermentor se vyprazdni a pfipravi pro novou
vsadku.

Mezi vyhody tohoto usporadani patfi moznost sterilizace média, redukce nebezpeci
kontaminace a mutace, snadna zména reakcnich podminek vsadek, relativné mala spotfeba
média a inokula. Hlavni nevyhodou je asova ztrata, nebot’ fermentor se musi vyprazdriovat,
gistit a znovu plnit. Casova ztrata také vznika v dusledku lag-faze na pogatku kazdé vsadky.

Idedlni by bylo, kdyby vstupy nastfikem byly nulové. Toho ovSem nejde dosahnout, jelikoz
jsou do reaktoru béhem procesu vnaseny dalSi komponenty (napf. kyselina, zasada,
odpénovaci ¢inidlo,...) a pfi aerobni kultivaci také aerac¢ni plyn (nejcastéji vzduch).

PFi vypoctech se ale predpoklada, Ze nastriky a odtoky jsou nulové [64].
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2.6.2 Rustova k fivka

Zaockujeme-li mikrobialni kulturu do nového zZivotniho prostfedi (nového média), mizeme
sledovat mnozstvi mikroorganismu v zavislosti na ¢ase. Po vyneseni téchto hodnot do grafu
ziskame tzv. rGstovou kfivku. Ta ma obvykle tvar vyobrazeny na Obr. 28 a je na ni mozné
vysledovat nékolik charakteristickych féazi. Rlstova kfivka ziskana pfimym pocitanim
po stacionarni fazi klesa, protoZze mikroskopicky pocitame pouze Zivé bunky, a kfivka
po turbidimetrickém méreni se drzi na stejné hodnoté, protoZe tato metoda nerozliSuje zivé
a mrtvé burky [46].

Lag-faze: Nastava adaptace na nové prostiedi. B&éhem této faze se bunky nemnoZzi,
ale maze dochéazet k odumirani starSich. Také dochazi k tvorbé potfebnych enzymu a buriky
zvétSuji svij objem. Délka lag-faze je zavisla na sloZeni prostfedi, zejména velikost a stari
inokula a na podminkach, do kterych je mikroorganismus zao¢kovan.

Faze zrychlujiciho se r ustu: V této fazi je kultura plné prizptisobena a buriky se zacinaji
mnozit s nardstajici rychlosti déleni. ZvySuje se intenzita metabolismu a také nastava vysoka
citlivost na nepfiznivé vlivy prostredi.

Exponencialni faze: Pfi exponencialni fazi nastava intenzivni mnozZeni bunék. Jejich
pocet roste geometrickou Fadou. Metabolismus je aktivni a rychle se vyuZiva substrat.
Rychlost déleni je konstantni a ubytek bunék odumiranim je minimalni.

Faze zpomalujiciho se r Gstu: RozmnozZovani bunék a metabolismus se postupné
zastavuji. Rychlost déleni se snizuje v dusledku vy€erpani zivin a hromadéni metabolitd.

Stacionarni faze: V této fazi ristu se vyrovnava pocet odumirajicich bunék s pfirdstkem.
Nastava tzv. nedostatek ,biologického prostoru®.

Faze postupného odumirani:  ZvySuje se Ubytek bunék (pfevaha nad pfrirlstkem)

a rychlost déleni klesa pod nulovou hodnotu [65].
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Obr. 28 Faze rustové krivky [66]

2.6.3 Kultivace inokula éniho média

Do 500 ml Erlenmayerovy barky bylo pfipraveno 200 ml média dle Tabulka 5, 6.
Inokula¢ni médium bylo zaockovano 20 ml kultury. Banky byly umistény na tfepacku a byla
zah4jena kultivace pro 65€ a 110 ot.min ™.

48 hodin.

Kultivace probihala bez vnéjSiho zasahu

2.6.4 Kultivace ve fermentoru

Bilkoviny ze syrovatkového média byly vysrazeny 0,5 mol.I* kyselinou sirovou (Gprava pH
na hodnotu asi 4,6) a naslednym povarenim po dobu 20 minut ve vodni l4zni pfi teploté asi
105 €. Po d tkladném vysraZeni nasledovala centrifugace pfi 6000 ot.min® po dobu
10 minut.

Fermentor byl naplnén 1,51 syrovatkového média. Na fidici jednotce byly nastaveny
hodnoty pH a teplota odpovidajici pro optimalni rdst. Na zaockovani bylo pouzito
200 ml inokula. Kultivace probihala do stacionarni faze. Jednotlivé vzorky byly stanoveny

turbidimetricky i vazkoveé.
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2.6.4.1 Vypo ¢et bioinZenyrskych charakteristik

Z hodnot koncentrace biomasy byly vypocitany zakladni bioinZzenyrské charakteristiky

e

(mérna rastova rychlost, produktivita a vytéznostni koeficient).

Pro vypocet mérné rustové rychlosti je linearizovan vztah ¢ =c T kde c vyjadfuje
koncentrace biomasy v jednotlivych odbérech v exponencialni fazi, ¢, je koncentrace
na poc¢atku exponencialni faze, i je mérna rlstova rychlost a t vyjadfuje ¢as jednotlivych
odbérd v exponencidlni fazi. Po linearizaci dostaneme vztah Inc =Incg + (1), do grafu
vyneseme funkci f(t)=|nc, body prolozime linearni regresi. Z rovnice regrese zjistime

hodnotu mérné rustové rychlosti, ktera je vyjadifena jako smeérnice pfimky [64].
Produktivita byla vypocitana dle vzorce p =dtC, kde dc je rozdil koncentraci na konci

a pocatku exponencialni faze a t je ¢as, ve kterém nastava konec exponencialni faze [64].

Vytéznostni koeficient Yys se vztahuje na mnoZstvi substratu, coz v tomto pfipadé byly

o L . dc : ] .

redukujici cukry. Pro vypocet byl pouzit vztah Yy g :d— =, kde dc je rozdil koncentraci
S

biomasy na konci a po¢atku exponencialni faze a ds je rozdil koncentraci redukujicich cukr(

na konci a po¢atku exponencialni faze [64].

2.6.5 Testovani biodegradace syrovatky

Mira utilizace syrovétky byla posuzovana analytickymi metodami stanovujicimi koncentraci

redukujicich cukrd (laktosy).
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Kalibrace redukujicich cukr

Kalibra¢ni kfivka byla sestrojena z hodnot absorbance ziskanych proméfenim kalibra¢nich
roztokd. Hodnoty absorbance jsou uvedeny v Tabulka 8 a vyneseny do Graf 1. Z rovnice

linearni regrese byly vypocitany koncentrace redukujicich cukrd ve vzorcich.

Graf 1 Zavislost absorbance na koncentraci redukujicich cukrd
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3.2 Kalibrace CHSK

Kalibra¢ni kfivka byla sestrojena z hodnot absorbance ziskanych proméfenim kalibra¢nich
roztokd. Hodnoty absorbance jsou uvedeny v Tabulce 9 a vyneseny do Graf 1. Z rovnice

linearni regrese byly vypocitany koncentrace oxidovatelnych latek ve vzorcich.

N UAN NN N AL UN1 UNY [l ERY el
- . U N N

Obr. 29 Kalibra¢ni roztoky pro stanoveni CHSK
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Graf 2 Zavislost absorbance na koncentraci oxidovatelnych latek
Kalibrace CHSK
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3.3 Optimalizace podminek

Pro stanoveni optimalnich podminek byl zkouman vliv teploty kultivace (60 C, 65 C,
70 €) a pH kultiva ¢niho média (5, 6, 7, 8, 9) na rlist mikroorganismU. Pfi vyhodnocovani byl
bran ohled na koncentraci biomasy a na CHSK. Koncentrace redukujicich cukri nebyla
zohlednéna, jelikoz v pribéhu ristu dochazelo ke Stépeni laktosy a utilizaci jednodussich
sacharidl v syrovatce, coz ovliviiuje kone¢nou koncentraci redukujicich cukril. RuUstové

kfivky byly nasledné sledovany pfi stanovenych optimélnich podminkéch.

3.3.1 Stanoveni suSiny biomasy

Koncentrace biomasy byla stanovena gravimetrickou metodou. Vysledné hodnoty jsou

uvedeny v Tabulce 10, 11 a vyneseny do Grafu 3, 4.
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Graf 3 Srovnani koncentrace biomasy pri optimalizaci teploty

Koncetrace biomasy - optimalizace teploty

CCM 2809

CCM 2566

CCM 3486

B t=60C
B t=65C
Ot=70C

CCM 4465

Srovnanim koncentraci biomasy pfi optimalizaci teploty byla zjisténa pro vSechny
mikroorganismy optimalni teplota 70 C.

Graf 4 Srovnani koncentrace biomasy p/ optimalizaci pH

Koncentrace biomasy - optimalizace pH

0.0 --

CCM 2566

CCM 2809 CCM

3486

CCM 4
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W pH=6
O pH=7
@ pH=8
W pH=9

Srovnanim koncentraci biomasy pfi optimalizaci pH pro oba zastupce rodu Geobacillus

a Thermus scotoductus bylo zjisténo, Ze hodnoty se pfi pH 7 a 8 témér neliSily (rozdily mohly

byt zpusobeny chybou méreni), z tohoto divodu bylo stanoveno optimalni pH na hodnotu

7,5. Optimalni
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3.3.2 Chemicka spot feba kysliku

Koncentrace oxidovatelnych latek byla stanovena dichromanem draselnym. VSechny

vzorky bylo nutno fedit 50x. Vysledné hodnoty jsou uvedeny v Tabulce 12, 13 a vyneseny

do Grafu 5, 6.

Graf 5 Srovnani koncentrace oxidovatelnych latek p/i optimalizaci teploty

CHSK - optimalizace teploty

CCM 2566 CCM 2809 CCM 3486

CCM 4465

W t=60C
W t=65C
Ot=70C

Srovnanim koncentraci oxidovatelnych latek pfi optimalizaci teploty byla zjisténa

pro vdechny mikroorganismy optimalni teplota 70 €. Tyto vysledky se shoduji s hodnotami

ziskanymi pfi stanoveni biomasy.

Graf 6 Srovnani koncentrace oxidovatelnych latek p/i optimalizaci pH

CHSK - optimalizace pH
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Srovnanim koncentraci oxidovatelnych latek pfi optimalizaci pH bylo zjiSténo, Ze pro
Geobacillus thermodenitrificans a Thermus scotoductus je optimalni pH 7, oviem pfi pH 8
nabyvaly koncentrace podobnych hodnot. Pro Geobacillus thermocatenulatus nabyvala
koncentrace podobné hodnoty pfi pH 6, 7, 8 a Thermus aquaticus ma optimum pfi pH 8,

ovSem pfi pH 7 byly hodnoty koncentrace podobné.

3.3.3 Stanoveni redukujicich cukr G

Koncentrace redukujicich cukri byla stanovena metodou podle Somogyiho a Nelsona.
VSechny vzorky bylo nutno fedit 100x. Vysledné hodnoty jsou uvedeny v Tabulce 14, 15
a vyneseny do Graf 7, 8.

Vysledky ziskané pfi stanoveni redukujicich cukrd nebyly brany v potaz pfi uréovani
optimalnich podminek. Z vysledk( koncentrace biomasy a koncentrace oxidovatelnych latek
bylo zjiSténo, Ze pro oba zastupce rodu Geobacillus a pro Thermus scotoductus je optimalni
teplota 70 € a optimalni pH bylo stanoveno na 7,5 z divodu malych rozdili ve vysledcich
pfi pH 7 a 8. Optimalni teplota pro Thermus aquaticus je taktéz 70 € a optimalni hodnota pH

byla zohlednéna vysledkim koncentrace biomasy na pH = 7.

Graf 7 Srovnani koncentrace redukujicich cukrd pri optimalizaci teploty
Redukujici cukry - optimalizace teploty
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Graf 8 Srovnani koncentrace redukujicich cukrd pfi optimalizaci pH

Redukujici cukry - optimalizace pH
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3.4 Stanoveni r astovych k Fivek

Byly studovany podminky rastu vybranych mikroorganismi v syrovatkovém médiu
pfi stanovenych optimalnich podminkach. Rast byl sledovan jako zavislost hodnoty

absorbance méfené pfi 600 nm (Agpo) Na Case a jako zavislost koncentrace biomasy na Case.

3.4.1 Srovnani r tstovych k Fivek zastupc G rodu Geobacillus

Hodnoty absorbance a koncentrace biomasy ziskané v pribéhu kultivace ve fermentoru
pfi 70 €, pH = 7,5, 150 ot.min * a vzdudnéni 0,5 I.min™ jsou uvedeny v Tabulce 16, 17
a vyneseny do Grafu 9, 10.

Z grafu zavislosti absorbance na €ase a koncentrace biomasy na ¢ase pro Geobacillus
thermodenitrificans bylo zjisténo, Ze prvni exponenciélni faze probihala od 1. do 13. hodiny
kultivace. Nasledovala stacionarni faze, ktera trvala 6 hodin. Druha exponencialni faze
probihala od 19. do 25. hodiny. Od 26. hodiny se kultura vyskytovala ve stacionarni fazi
ristu.

Z grafu zavislosti absorbance na ¢ase a koncentrace biomasy na ¢ase pro Geobacillus
thermocatenulatus bylo zjiSténo, Ze prvni exponencialni faze probihala od 1. do 13. hodiny
kultivace. Néasledovala stacionarni faze, ktera trvala 7 hodin. Druha exponencialni faze
probihala od 20. do 25. hodiny. Od 26. hodiny se kultura vyskytovala ve stacionarni fazi

rastu.
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Pro oba mikroorganismy byly spocéitdny mérné riastové rychlosti (smérnice linearni
regrese, viz. Graf 17, 18 v Pfiloze), produktivity systému a vytéznostni koeficienty.
Pro vypocet byly pouzity hodnoty koncentrace biomasy:

- Geobacillus thermodenitrificans
o 1. exponencialni faze: g4 =01039 ht

py = 0’961_30’26 =00538 g0t tht

vo ___ 096-026
X/S = 55143 -69338

=0,0438 gyt

0 2. exponencialni faze: y, =0,0267 ht

_117-101

=0,0064 g0 h?t
25

P2

117-101
53,369 -94,180

Yy s =~ =0,0039 gy

- Geobacillus thermocatenulatus
o 1. exponencialni faze: 4 =0,0604 h't

py = 2037029 _ (0060 gt L
0,63 -0,29

 26753-39174

Yy /s = =0,0274 gyt

0 2. exponencialni faze: u, =0,0340 h't

_0,79-068

=0,0044 gt tht
25

P2

079 - 0,68 1
Yy e = - = 0,0034
XIS = 35625 - 67,564 9l
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Graf 9 Srovnani rastovych krivek zastupct rodu Geobacillus jako zavislost absorbance na ¢ase
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Graf 10 Srovnani rastovych krivek zastupct rodu Geobacillus jako

na ¢ase
Zavislost koncentrace biomasy na
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Srovnanim rlstovych krivek mikroorganisml rodu Geobacillus bylo zjisténo, Ze narlst

mnoZzstvi bunék v exponencialni fazi neni pfili§ strmy. U Geobacillus thermodenitrificans byly

nameérfeny vySSi hodnoty absorbance i koncentrace biomasy, z ¢ehoz lIze vyvodit, Ze

pro tento mikroorganismus je slozeni kultivaéniho média vhodnéjsi.
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3.4.2 Srovnani r astovych k Fivek zastupc G rodu Thermus

Podminky kultivace se u zastupct tohoto rodu liSily v hodnoté pH. Obé kultivace probihaly
pfi 70€, 150 otmin * a vzdudnéni 0,5 L.min®. Hodnota pH u Thermus aquaticus
byla 7 a u Thermus scotoductus byla 7,5.

Hodnoty absorbance a koncentrace biomasy ziskané v prabéhu kultivace ve fermentoru
jsou uvedeny v Tabulce 18, 19 a vyneseny do Grafu 11, 12. Od 19. hodiny bylo pfi stanoveni
absorbance nutné vzorek 5x fedit (hodnoty absorbance byly prepocitany, aby hodnoty
v grafu nepresahly 1).

Z grafu zavislosti absorbance na €ase a koncentrace biomasy na Case pro Thermus
aquaticus bylo zjiSténo, Ze exponenciélni faze probihala od 4. do 27. hodiny kultivace.
Nasledovala stacionarni faze riistu od 28. hodiny.

Z grafu zavislosti absorbance na €ase a koncentrace biomasy na Case pro Thermus
scotoductus bylo zjisténo, Ze exponencialni faze probihala od 5. do 27. hodiny kultivace.
Nasledovala stacionarni faze rastu od 28. hodiny.

Pro oba mikroorganismy byly spocitany meérné rastové rychlosti (smérnice linearni
regrese, viz. Graf 19, 20 v Pfiloze), produktivity systému a vytéznostni koeficienty.
Pro vypocet byly pouzity hodnoty koncentrace biomasy:

- Thermus aquaticus
o px=00667h"1

_ 235-045
p = -

=00704 g0t th?t
27
235-0,45

Y =— =0,0674 gyt
XIS = 43002 -72,081 9l

- Thermus scotoductus
o p=00626h"1

5 = 269-057
27
_ 269-057
92,369 — 108,149

=00785 g0 th?t

Yy /s = =01343 gyt
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Graf 11 Srovnani rustovych krivek zastupcd rodu Thermus jako zavislost absorbance na case
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Graf 12 Srovnani rdstovych krivek zastupcd rodu Thermus jako zavislost koncentrace biomasy

na ¢ase
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U Thermus aquaticus byly naméfeny vySSi hodnoty absorbance i koncentraci biomasy,

z ¢ehoZ Ize vyvodit, Ze v kultivacnim médiu narostlo vice bunék tohoto mikroorganismu.
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3.4.3 Srovnani r astovych k Fivek rod G Geobacillus a Thermus

V Grafech 13, 14 je graficky zpracované srovnani rastovych krivek jako zavislost
absorbance na ¢ase a koncentrace biomasy na ¢ase rodi Geobacillus a Thermus. U rodu
Thermus nebyly hodnoty absorbance podélené redénim, aby byl zfejmy rozdil nardstu.

U rodu Geobacillus byly pozorovany dvé exponencialni faze rdstu, u rodu Thermus byla
pozorovana pouze jedna. Tento rozdil mlze byt zpusoben odliSnym enzymatickym
vybavenim bunék. Dle mého nazoru, obsahuji buriky zastupcu rodu Geobacillus mensi
mnozstvi enzymu schopnych Stépit laktosu obsazenou v syrovatce. Z tohoto divodu nastala
prvni stacionarni faze jiz ve 14. hoding, ve které mikroorganismy produkovaly sekundarni
metabolity vyuzitelné pro dalSi rist (2. exponencialni fazi rdstu).

Je téZ zfejme, Ze syrovatka je vhodné&jsi kultivacni médium pro rod Thermus, coZ dokazuji

vy$Si hodnoty absorbance i koncentrace biomasy.

Graf 13 Srovnani ristovych krvek zastupct rodd Geobacillus a Thermus jako zavislost absorbance

na case
Zavislost absorbance na ¢ase
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Graf 14 Srovnani rastovych krivek zastupcd rodd Geobacillus a Thermus jako zavislost koncentrace

biomasy na case
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3.5 Stanoveni utilizace syrovatky v pr  abéhu rastu

V pribéhu rastu jednotlivych mikroorganism( byla sledovana mira utilizace syrovatky

analytickou metodou stanovujici koncentraci redukujicich cukr.

3.5.1 Srovnani utilizace syrovatky v pr Gbéhu rlstu - rod Geobacillus

Hodnoty absorbance a koncentrace redukujicich cukrd ziskané v prubéhu kultivace jsou
uvedeny v Tabulce 20,21 a vyneseny do Grafu 15. VSechny vzorky bylo nutné 1000x Fedit.

Z Grafll 9 a 10 je patrné, Ze u Geobacillus thermodenitrificans probihala do 13. hodiny
prvni exponencidlni faze rustu. Tato skute¢nost je zfejma také na Grafu 15, pfi exponencialni
fazi dochazi k postupnému spotfebovavani jednoduchych sacharidd. Od 14. hodiny
do 19. hodiny mikroorganismy pfeSly do faze stacionarni, ve které Stépily laktosu.
Od 19. hodiny opét doSlo k nardstu rychlosti mnozeni mikroorganismi a tim padem se
snizovala koncentrace redukujicich cukr(, a to do 25. hodiny. Mirné rostouci hodnoty
koncentrace redukujicich cukri ve druhé stacionarni fazi byly zfejmé zpusobeny tvorbou
sekundarnich metabolitl, které mohly byt dale vyuZzity k rdstu. TFeti exponencialni faze
ovSem nenastala a to z divodu vy€erpani jinych zivin v kultivaénim médiu.

U Geobacillus thermothermocatenulatus je prubéh spotfeby a tvorby redukujicich cukrd

témér totozny a odpovida rastovym kfivkam na Grafech 9 a 10.
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Graf 15 Srovnani redukujicich cukrd v pribéhu riastu zastupct rodu Geobacillus jako zavislost

koncentrace na ¢ase
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3.5.2 Srovnani utilizace syrovatky v pr  ubéhu r astu - rod Thermus

Hodnoty absorbance a koncentrace redukujicich cukrd ziskané v prubéhu kultivace jsou
uvedeny v Tabulce 22,23 a vyneseny do Grafu 16. VSechny vzorky bylo nutné 1000x fedit.

Z Graf(i 11 a 12 je patrné, Ze u Thermus aquaticus probihala od 5. hodiny do 27. hodiny
exponencialni faze rastu. Tato skutecnost je zifejma také na Grafu 15, pfi exponencialni fazi
dochazi k postupnému spotiebovavani jednoduchych redukujicich sacharidd. Od 28. hodiny
mikroorganismy presSly do faze stacionarni, ve které ziejmé Stépily laktosu a vznikaly
redukujici cukry, jejichz koncentrace rostla aZz do 32. hodiny. Nasledujici pokles jejich
koncentrace je zpusoben vyuzivanim cukru k zajisténi viability bunék. | kdyz v kultivacnim
médiu byl jisté dostateény obsah vyuzitelnych sacharidd, k dalS§imu rdstu nedoSlo, a to
z ddvodu vy€erpani jinych Zivin v substratu.

U Thermus scotoductus je prubéh spotfeby a tvorby redukujicich cukrd témér totozny

a odpovida rastovym kfivkam na Grafech 11 a 12.
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Graf 16 Srovnani redukujicich cukrd v prdbéhu rdstu zastupcd rodu Thermus jako zavislost

koncentrace na ¢ase
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3.6 Bioinzenyrskeé charakteristiky ziskané z BioComm  and

Software BioCommand dodavan k fermentoru BioFlo®/CelliGen™ 115 zaznamenava data
v prubéhu kultivace a ihned je zakresluje do grafi dle zadanych parametrd. Na Obr. 30 je
mozno vidét vzorové grafy prabéhu zmény koncentrace kysliku, zmény pH a mnozstvi
pridanych roztoku upravujicich pH.
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Obr. 30 Vzorové grafy vykreslené programem BioCommand
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ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo sledovat utilizaci syrovatky zkoumanim tvorby a spotfeby
redukujicich cukrd termofilnimi bakteriemi rodu Geobacillus a Thermus. Utilizace syrovatky
v prubéhu studia rastovych kfivek byla popsana koncentraci redukujicich cukrd.
Ke stanoveni slouZil supernatant ziskany centrifugaci odbérl pfi gravimetrické analyze
koncentrace biomasy. VSechny zkoumané mikroorganismy maji enzymatické vybaveni
schopné Stépit laktosu na jednodusSi monosacharidy (D-galaktosa a D-glukosa). Na pocatku
ristu mikroorganismy spotfebovavaji ze substratu lépe vyuzitelné zdroje energie a uhliku
a dochazi taktéz k enzymatickému Stépeni laktosy a naslednému vyuziti Stépnych produktu.
Stacionarni faze se vyznaduje opétovnym Stépenim zbytkového mnoZstvi laktosy
k zabezpeceni fyziologickych pochodd bunék, ovSem limitace jinymi Zivinami v substratu
zabraruje dalSimu rustu mikroorganisma.

Pred studiem rustovych kfivek byly optimalizovany podminky riastu jednotlivych
mikroorganismu (teplota, pH). Optimalizace byla vyhodnocena z hlediska koncentrace
biomasy a CHSK. Koncentrace redukujicich cukri nebyla pfi vyhodnocovani optimalizace
zohlednéna.

Optimalni teplota rdstu vSech mikrobialnich kultur byla stanovena na hodnotu 70 C.
Optimalni pH pro Geobacillus thermodenitrificans, Geobacillus thermocatenulatus a Thermus
scotoductus bylo stanoveno na hodnotu 7,5 a pro Thermus aquaticus byla uréena hodnota 7.
Tyto hodnoty byly nastaveny na Fidici jednotce bioreaktoru pfed kazdou kultivaci a byl
studovan rust jednotlivych bakterii.

U obou zastupcu rodu Geobacillus se v pribéhu ristu vyskytly dvé exponencialni faze.
Mezi nimi nastala stacionarni faze, v pribéhu které byla laktosa Stépena na jednodussi
redukujici sacharidy vyuZzitelné pro rast ve druhé exponencialni fazi. Grafy znazornujici
prubéh spotfeby a tvorby redukujicich cukrt odpovidaji ristovym krivkam.

U Geobacillus thermodenitrificans nastaly exponencialni faze rdstu v rozmezi od 1. do 13.

hodiny a od 19. do 25. hodiny kultivace. U obou exponenciélnich fazi byly spocteny zakladni

bioinZenyrské charakteristiky: mérné rastova rychlost 4 =0,1039 hl a Uy =0,0267 h,
produktivita p; =0,0538 g Tim™? a p, =0,0064 g o tm?, vytéznostni  koeficient

Yi(x/s) =0,0438 gy a Yo(x /5) =00039 g™
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Pro Geobacillus thermocatenulatus bylo zjiSténo, Ze prvni exponenciélni faze probihala

od 1. do 13. hodiny kultivace a druh& exponencialni faze probihala od 20. do 25. hodiny.

BioinZenyrské charakteristiky zde nabyvaji hodnot: mérn& rastova rychlost (4 =0,0604 h't
a 1, =00340 h't, produktivita p; =0,0262 gOh™t a p, =0,0044 gt th™1, vytéZnostni
koeficient Yy(x /s) =00274 g[g™" a Y, (x /s) = 00034 g™

Srovnanim rastovych kfivek a porovnanim vypoctenych hodnot charakteristik
u mikroorganismu rodu Geobacillus bylo zjisténo, Ze nardst mnozstvi bunék v exponencialni
fazi neni pfilis strmy. U Geobacillus thermodenitrificans byly naméreny vySSi hodnoty
absorbance i koncentrace biomasy, z ¢ehoz Ize vyvodit, Ze pro tento mikroorganismus
je slozeni kultivacniho média vhodnéjSi. Tento fakt potvrzuji i hodnoty bioinZenyrskych
charakteristik.

U obou zastupcu rodu Thermus se v prabéhu rustu vyskytla pouze jedna exponencialni
faze. Grafy znazornujici pribéh spotfeby a tvorby redukujicich cukrd odpovidaji rdstovym
kfivkam.

U Thermus aquaticus nastala exponencialni faze rustu vrozmezi od 4. do 27. hodiny

kultivace. Byly spocteny zakladni bioinzenyrské charakteristiky: mérna rdstova rychlost
U =0,0667 h, produktivita p =0,0704 g ot : vytéznostni koeficient

Yy s =00674 gy,
Pro Thermus scotoductus bylo zjisténo, exponencialni faze probihala od 5. do 27. hodiny

kultivace. Vypoctené bioinzenyrské charakteristiky nabyvaji u tohoto mikroorganismu hodnot:
mérna rustova rychlost u =0,0626 h™l, produktivita p=0,0785g otm?, vytéznostni

koeficient Yy ;5 =01343 g g2,

U Thermus scotoductus byly naméreny vySSi hodnoty absorbance i koncentraci biomasy,
z €ehoZ Ize vyvodit, Ze v kultivaénim médiu narostlo vice bunék tohoto mikroorganismu.

Mikrobialni rist je ovlivnén fadou faktor(l. Vedle teploty rastu a pH kultivaéniho média se
jedna o inhibici substratem, kyslikovou limitaci a v neposledni fadé je rust zavisly na slozeni
kultivaéniho média. Dostupnost Zivin ze syrovatky zavisi na puvodnim sloZeni mléka,
charakteru srazeni mléka, teploté pasterace, stupni zfedéni syrovatky vodou a stupni
fermentace laktosy. Jelikoz vyroba kazdého mlééného produktu vyzaduje ruzné
technologické procesy, tak i vznikajici odpadni syrovatka ma odlisSné sloZeni

a fyzikalné-chemické vlastnosti.

68



LITERATURA

[1] FORMAN, L.; MERGL, M.. Syrovatka- jeji vyuZzZiti v lidské vyzivé a ve vyZivé
hospodarskych zvirat. Praha : Stfedisko technickych informaci potravinarského primyslu
VUPP, 1979. 343 s.

[2] VACOVA, T. Mlieko a mli¢ne pripravky vo vyzive. Bratislava : Alfa, 1986. 215 s.

[3] BALCAR, J. Vyroba suSenych a zahusSténych mléénych vyrobkd. Praha: SNTL, 1978.
326 s.

[4] Kaseinové micely. Dostupné z WWW:
<http://biomikro.vscht.cz/groups/lab255/html/mleko_cz.htmI>

[5] LAPARA, T. M.; ALLEMAN, J. E. . Thermophilic aerobic biological wastewater treatment.
Water Research [online]. 1999, 4, [cit. 2010-05-02]. Dostupny z WWW:
<http://www.sciencedirect.com>.

[6] KADLEC, P. Technologie potravin Il. Praha : VSCHT, 2002. 236 s. ISBN 80-7080-510-2.

[7] DRDAK, M., et al. Zaklady potravinarkych technol6gii. Bratislava : Malé Centrum, 1996.
512 s. ISBN 80-967064-1-1.

[8] SUKOVA, |. Syrovéatka v potravinasstvi. Praha : Ustav zemédélskych a potravinafskych
informaci, 2006. 36 s. ISBN 80-7271-173-3.

[9] CEPICKA , J. a kol. Obecna potravinasska technologie. 1. vyd. Praha : VSCHT, 1995.
246 s. ISBN 80-7080-239-1.

[10] HOZA, |.; KRAMAROVA, D. Potravinarska biochemie I. Zlin : Univerzita Tomase Bati
ve Zliné, 2005. 168 s. ISBN 80-7318-295-5.

[11] ROGINSKI, Hubert. Encyklopedia of Dairy Science. London : Academic Press, 2003.
ISBN 0-12-227235-8.

[12] WALZEM, R. L. Health enhaning properties of whey proteins and whey fractions. In
Manuals, Guides & Monographs. Arlington : U.S. Dairy Export Council, 1999 [cit. 2010-
05-02]. Dostupné z WWW:
<http://mwww.usdec.org/files/PDFs/2008Monographs/ProteinsFractions_English.pdf>.

[13] Kasein. A-Z slovnik pro spotfebitele [online]. [cit. 2010-05-02]. Dostupny z WWW:
<http://www.agronavigator.cz/az/vis.aspx?id=92329>.

[14] MEISEL, H. Biochemical Properties of Regulatory Peptides Derived from Milk Proteins.

Biopolymers [online]. 1997, vol. 43, [cit. 2010-05-02]. Dostupny z WWW:
<http://wwwa3.interscience.wiley.com/cgi-bin/fulltext/40270/PDFSTART>.

69



[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

70

Laktosa [online]. Dostupny z WWW:
<http://www.biochem.arizona.edu/classes/bioc471/pages/Lectured/LACTOSE.GIF>

www.lactose.com : Lactose: some basic properties and characteristics [online]. 2009
[cit. 2010-05-02]. Dostupné z WWW: <http://www.lactose.com/basic/basic.html>.

Market developments industry challenges for lactose derivates [online]. 2007 [cit. 2010-
05-02]. Dostupné z WWW:
<http://www.agronavigator.cz/UserFiles/File/agronavigator/Kvasnickova_2/1all.pdf>

Rozdil ve strukture a- a B-izomeru glukosy. Dostupné z WWW:
<http://www.answers.com/topic/carbohydrate>

VESELA, P. Syrovatka = Hodnotna surovina. In MIéko a syry 2003. Praha, 2003 [cit.
2010-05-02]. Dostupné z WWW:
<http://www.vscht.cz/tmt/prehlidky/2003/souhrny2003.pdf>.

SUKOVA, . Agronavigator : VyuZiti syrovatky a podmasli [online]. 2006 [cit. 2010-05-
02]. Dostupné z WWW:
<http://www.agronavigator.cz/default.asp?ids=154&ch=13&typ=1&val=44503>.

ROGINSKI, Hubert. Encyklopedia of Dairy Science. London : Academic Press, 2003.
ISBN 0-12-227235-8.

CEPICKA , J. a kol. Obecné potravina’ska technologie. 1. vyd. Praha : VSCHT, 1995.
246 s. ISBN 80-7080-239-1.

ZADOW, J. G. . Whey and Lactose Processing. Elsevier Applied Scince, 1992. 600 s.

HOFFMAN, P. Navod na postup méreni, vyhodnoceni vysledkd a navrh suséaren. In
Experimentalni prace - EXP Uloha: Rozprasovaci susarna. Praha : CVUT, 2000 [cit. 2010-
05-02]. Dostupné z WWW:

<http://mww.fsid.cvut.cz/cz/U218/peoples/hoffman/PREDMET Y/EXP+suseni/exp.htm>.

Zobrazeni zavislosti velikosti pord membrany na velikosti proSlych c¢astic. Dostupné
z WWW:<http://www.puresystem.cz/technologie-upravy-vody/fyzikalni/ultrafiltrace.htm>

ZIMAK, E. Technologie pro 3. roénik SPS mlékarenské, obor zpracovani miléka.
Praha : SNTL, 1982. 184 s.

Schématické znazornéni separacniho procesu elektrodialyzy. Dostupné z WWW:
<http://www.mega.cz/elektrodialyza.html>

Prabéh mlééného kvaSeni. Dostupné z WWW:
<http://www.uic.edu/classes/bios/bios100/lecturesfO4am/lect12.htm>



[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

SILHANKOVA, L. Mikrobiologie pro potravinare a biotechnology. 3. oprav. a dopl. vyd.
Praha : Academia, 2002. 363 s. ISBN 80-200-1024-6.

Glykolyza. Dostupné zWWW: <http://www.viviente.cz/images/clanky/glykolyza-
sacharidy.jpg>

Citratovy cyklus. Dostupné z WWW:
<http://orion.chemi.muni.cz/zakladni_pojmy_z_biochemie/page0044.htm>

CHU, A., et al. A biochemical model describing volatile fatty acid metabolism in
thermophilic aerobic digestion of wastewater sludge. Water Reseach [online]. 1996, vol.
30, [cit. 2010-05-02]. Dostupny z WWW: <www.sciencedirect.com>.

Bacillus Genetic Stock Center [online]. 2001 [cit. 2010-05-02]. The Genus Geobacillus.
Dostupné z WWW: <http://www.bgsc.org/Catalogs/Catpart3.pdf>.

NAZINA, T.N., et al. Taxonomic study of aerobic thermophilic bacilli: descriptions of
Geobacillus subterraneus gen. nov., sp. nov. and Geobacillus uzenensis sp. nov. from
petroleum reservoirs and transfer of Bacillus stearothermophilus, Bacillus
thermocatenulatus, Bacillus thermoleovorans, Bacillus kaustophilus, Bacillus
thermoglucosidasius and Bacillus thermodenitrificans to Geobacillus as the new
combinations G. stearothermophilus, G. thermocatenulatus, G. thermoleovorans, G.
kaustophilus, G. thermoglucosidasius and G. thermodenitrificans. International Journal
of Systematic and Evolutionary Microbiology [online]. 2001, vol. 51, [cit. 2010-05-04].
Dostupny z WWW: <http://ijs.sgmjournals.org/cgi/reprint/51/2/433>.

Geobacillus [online]. 2002 - 2010 [cit. 2010-05-02]. Dostupné z WWW:
<http://www.uniprot.org/taxonomy/129337>.

Fylogeneticky strom rodu Gebacillus. Dostupné z WWW:
<http://mwww.biomedcentral.com/content/figures/1471-2180-7-77-2-l.jpg>

BROCK, T. D. . Thermophilic microorganisms and life at high temperatures. New York :
Springer-Verlag, 1978. 465 s.

BALKWILL, D. L. et al. Identification of iron-reducing Thermus strains as Thermus
scotoductus. Extremophiles [online]. 2004, 8, |[cit. 2010-02-16]. Dostupny z:

<http://www.springerlink.com>.

Mikroskopicky obraz bunék Thermus aquaticus. Dostupné z  WWW:
<http://www.mbio.ncsu.edu/MB451/lecture/ChamyPlanctoDeino/lecture.htm|>

71



[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

72

SKIRNISDOTTIR, S., et al. Isolation and characterization of a mixotrophic sulfur-
oxidizing Thermus scotoductus. Extremophiles [online]. 2001, vol. 51, [cit. 2010-05-04].
Dostupny z WWW:
<http://www.springerlink.com/content/dncx7c08drc6qg5ac/fulltext.pdf>.

AHLUWALIA S. S; GOYAL, D. Microbial and plant derived biomass for removal of
heavy metals from wastewater. Bioresource Technology. [online]. 2007, 98, [cit. 2010-
02-16]. Dostupny z: <http://www.sciencedirect.com>.

Mikroskopicky obraz  buriky Clostridium  botulinum. Dostupné z  WWW:
<http://www.madrimasd.org/blogs/salud_publica/wp-
content/blogs.dir/97/files/819/o_clostridium_botulinumG.jpg>

Rdst aktinomycet na agaru. Dostupné z WWW:
<http://www.studentsguide.in/microbiology/mollicutes-Ilforms-rickettsias-
chalmydias/actinomycetes-filamentous-bacteria.htm|>

MAHESWARI, R.; BHARADWAJ, G.; MAHALINGESHWARA, K. Thermophilic Fungi:
Their Physiology and Enzymes. Microbiology and molecular biology reviews [online].
2000, vol. 64, [cit. 2010-05-04]. Dostupny z WWW:
<http://mmbr.asm.org/cgi/reprint/64/3/461.pdf>.

Mikroskopicky obraz buriky Thermomyces lanuginosus. Dostupné z WWW:
<http://philjournalsci.dost.gov.ph/images/T_lanuginusos.jpg>

Pfedna3ky z mikrobiologie pro studenty FZP UJEP. Dostupné zWWW:
<http://fzp.ujep.cz/~trogl/>

Struktura  nasyceného a nenasyceného fosfolipidu. Dostupné z WWW:
<http://telstar.ote.cmu.edu/biology/downloads/membranes>

KUHN, D. J.; ZEGER, E. L.; ORLOWSKI, R. Z. Proteasome inhibitors and modulators
of heat shock protein function . Update on Cancer Therapeutics [online]. 2006, vol 1,
[cit. 2010-05-04]. Dostupny z WWW: <www.sciencedirect.com>.

JAENICKE, R., et al. Life at Low Temperatures : Protein structure and function at low
temperatures. The Royal Society [online]. 1990, vol. 326, [cit. 2010-05-04]. Dostupny z
WWW: <http://www.jstor.org/pss/2398703>.

Strukturni  vzorce esencialnich hydrofébnich aminokyselin. Dostupné z WWW:
<http://www.bioinformaticaindeklas.nl/en/images/aminoacids.png>

VOLKIN, D. B. ; KLIBANOV, A. M. . Thermal Destruction Processes in Proteins
Involving Cystine Residues. The Journal of Biological Chemistry [online]. 1987, vol.
262, [cit. 2010-05-04]. Dostupny z WWW:
<http://www.jbc.org/content/262/7/2945.full.pdf+html>.



[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

BEEBY, M. , et al. The genomics of disulfide bonding and protein stabilization in
thermophiles. PLoS Biology [online]. 2005 Sept., vol 3, [cit. 2010-05-04]. Dostupny z
WWW: <http://www.plosbiology.org>.

VIEILLE, C.; ZEIKUS, G. J. Hyperthermophilic Enzymes: Sources, Uses, and Molecular
Mechanisms for Thermostability . Microbiology and Molecular Biology Reviews [online].
2001, vol. 65, no. 1, [cit. 2010-05-04]. Dostupny z WWW: <http://mmbr.highwire.org/>.

Vznik  disulfidické  vazby v  oxidovaném  stavu. Dostupné  z WWW:
<http://photosl.blogger.com/blogger/3994/1373/1600/oxidation-.jpg>

PRIBELA, A. Analyza potravin. 2. vyd. Bratislava : STU, 1991. 394 s. ISBN 80-227-
0398-2.

Schematické znazornéni turbidimetrie a nefelometrie. Dostupné z WWW:
<http://ciselniky.dasta.mzcr.cz/hypertext/200620/hypertext/BOJVABV.htm>

STERN, P. Soug¢asné moznosti turbidimetrie a nefelometrie. Klinickd biochemie a
metabolismus [online]. 2006, ro¢. 14, no. 3 [cit. 2009-03-05], s. 146-151. Dostupny z
WWW: <http://nts.prolekare.cz/cls/odkazy/kbm0603-146.pdf>

Montreal-Biotech-CO 8000 Biowave Personal Cell Density Meter [online]. ¢1993-2009
[cit. 2009-03-15]. Dostupny z WWW: <http://www.montreal-

biotech.com/Products/?link=CO+8000+Biowave+Personal+Cell+Density+Meter>.

PfedndSka =z Fyziologie wvyZivy pro studenty MUNI. Dostupné z WWW:
<is.muni.cz/do/1499/el/estud/fsps/js06/t031/Sacharidy.ppt>

Stanoveni chemické spotieby kysliku (CHSK). Dostupné z WWW:
<http://uiozp.ft.utb.cz/uiozp/studmat/200892283432/Uloha_2_CHSK_Kubel.pdf>

HARTMAN, M.; BERAN, Z. Zachlady biochemického inZenyrstvi. Praha - Suchdol :
Ustav chemickych procesu AV CR, 1996. 211 s.

VODRAZKA, Z. Biotechnologie. 1. vyd. Praha : Academia, 1992. 209 s. ISBN 80-200-
0293-6.

BABAK, L. . Modelovani a optimalizace kultivaci prdmyslové ddlezitych termofilnich
mikroorganismd. Brno, 2005. 159 s. Dizerta¢ni prace. VUT v Brné.

KASTANEK, F. BioinZenyrstvi. 1. vyd. Praha : Academia, 2001. 334 s. ISBN 80-200-
0768-7.

Prednasky z Mikrobiologie pro farmaceuty pro studenty VFU. Dostupné z WWW:
<http://fvl.vfu.cz/sekce_ustavy/mikrobiologie/mikrobiologie_pro_farmaceuty/index.html>

73



[66] Féaze rastové krvky. Dostupné z WWW:
<home.icpf.cas.cz/gavlasova/Mikrobiologie/06%5B1%5D.ppt>

74



POUZITE ZKRATKY A SYMBOLY

A absorbance
c [g1] koncentrace )
CCM Czech collection of microorganisms (Ceska sbirka mikroorganismu)

CHSK [g1™] chemicka spotteba kysliku
CHSKc [g1"]  chemické spotieba kysliku dichromanem draselnym

COD chemical oxygen demand

EU Evropska unie

HSP heat shock proteins (proteiny teplotniho Soku)
uh meérna rdstova rychlost

mil. milion

oD optical density (opticka hustota)
ot'min™ otacky za minutu

P [gl™h™] produktivita

PVC polyvynilchlorid

rRNA ribozomalni kyselina ribonukleova
spol. sr.o. spole¢nost s ru¢enim omezenym
‘o vytéznostni koeficient
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PRILOHY

Tabulka 8 Hodnoty absorbance kalibra¢nich roztokd pri stanoveni redukujicich cukrd

clgl™| 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45 0,50
Aszo 0,092 | 0,150 | 0,206 | 0,298 | 0,378 | 0,485 | 0,587 | 0,622 | 0,797 | 0,876
Tabulka 9 Hodnoty absorbance kalibracnich roztokd pfi stanoveni CHSK
clg.l™] 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0
Asoo 0,020 | 0,028 | 0,051 | 0,062 | 0,097 | 0,116 | 0,229 | 0,150 | 0,173 | 0,181
Tabulka 10 Koncentrace biomasy p/i optimalizaci teploty
clgl]
60 C 65C 70C
CCM 2566 0,06 0,30 1,06
CCM 2809 0,29 0,19 1,29
CCM 3486 0,02 0,38 1,54
CCM 4465 0,03 0,29 0,68
Tabulka 11 Koncentrace biomasy p/i optimalizaci pH
clg.I]
pH=5 | pH=6 | pH=7 | pH=8 | pH=9
CCM 2566 0,26 0,31 0,52 0,57 0,19
CCM 2809 0,16 0,20 0,57 0,60 0,44
CCM 3486 0,71 0,48 2,71 1,98 1,63
CCM 4465 0,90 0,50 2,31 2,35 1,81
Tabulka 12 Koncentrace oxidovatelnych latek p/i optimalizaci teploty
c[g.1"]
60 C 65 C 70C
CCM 2566 44,966 43,409 37,442
CCM 2809 54,567 47,042 40,036
CCM 3486 53,269 56,383 37,701
CCM 4465 50,934 49,896 45,226
Tabulka 13 Koncentrace oxidovatelnych latek psi optimalizaci pH
c[g.l"]
pH=5 pH =6 pH =7 pH =8 pH=9
CCM 2566 53,010 56,902 38,480 40,036 49,377
CCM 2809 63,908 49,118 46,004 49,377 53,788
CCM 3486 76,881 70,654 41,853 39,777 46,783
CCM 4465 51,453 46,004 38,739 39,258 48,599
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Tabulka 14 Koncentrace redukujicich cukrd pfi optimalizaci teploty

c[g.I]
60 C 65 C 70C
CCM 2566 27,891 28,117 36,626
CCM 2809 24,510 44,911 38,261
CCM 3486 32,569 30,484 33,414
CCM 4465 23,777 26,764 40,402

Tabulka 15 Koncentrace redukujicich cukrd pAi optimalizaci pH

c[g.]
pH=5 pH =6 pH=7 pH =28 pH=9
CCM 2566 57,591 44,742 41,417 35,725 42,938
CCM 2809 48,461 43,051 40,290 41,304 50,490
CCM 3486 52,914 43,108 38,937 36,063 47,447
CCM 4465 45,418 46,883 45,531 38,092 47,165

Tabulka 16 Hodnoty absorbance a koncentrace biomasy v pribéhu rdstu Geobacillus

thermodenitrificans

gas [h] Asoo clg.l"] | &as]h] Asoo c[g."
0 0,02 0,20 23** 0,78 1,15
1* 0,04 0,26 24 0,82 1,18
2% 0,10 0,40 25+ 0,81 1,17

10* 0,41 0,89 26 0,82 1,17
11+ 0,47 0,91 34 0,85 1,18
12+ 0,53 0,95 35 0,85 1,13
13+ 0,53 0,96 36 0,84 1,19
14 0,55 0,98 37 0,86 1,18
15 0,55 0,98 38 0,85 1,18
16 0,56 0,99 39 0,86 1,18
17 0,57 0,99 40 0,85 1,19
18 0,57 0,99 41 0,85 1,22
19%+ 0,61 1,01 42 0,85 1,17
20* 0,67 1,05 43 0,87 1,15
21%* 0,71 1,07 44 0,87 1,24
20+ 0,76 1,08

* - prvni exponencialni faze rdstu

** . druh& exponencialni faze rlstu
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Tabulka 17

Tabulka 18 Hodnoty absorbance a koncentrace biomasy v prdbéhu ristu Thermus aguaticus

Hodnoty absorbance

thermocatenulatus

a koncentrace biomasy v pribéhu

ristu  Geobacillus

* - prvni exponencialni faze rdstu

** _ druh& exponencialni faze ristu

gas [h] Asoo clg.l"] | éas]h] Asoo c[g."]
0 0,01 0,28 23** 0,67 0,75
1* 0,02 0,29 24%+ 0,68 0,80
2% 0,11 0,34 25%* 0,69 0,79

10* 0,42 0,51 26 0,68 0,8
11* 0,44 0,56 34 0,70 0,80
12+ 0,47 0,59 35 0,72 0,78
13* 0,49 0,63 36 0,73 0,80
14 0,48 0,63 37 0,71 0,81
15 0,49 0,64 38 0,72 0,81
16 0,50 0,64 39 0,71 0,79
17 0,48 0,65 40 0,69 0,80
18 0,50 0,64 41 0,73 0,81
19 0,51 0,65 42 0,74 0,80
20* 0,58 0,68 43 0,72 0,82
21 0,62 0,70 44 0,75 0,83
203+ 0,64 0,72

gas [h] Asoo clg.l"] | &as]h] Asoo c[g."
0 0,11 0,49 23* 0,73 2,57
1 0,12 0,51 24* 0,78 2,59
2 0,12 0,53 25* 0,80 2,62
3 0,13 0,59 26* 0,86 2,65
4* 0,14 0,57 27* 0,87 2,69
G 0,16 0,62 28 0,85 2,67
6* 0,18 0,75 29 0,85 2,68
7* 0,20 0,93 30 0,86 2,59
8* 0,24 1,17 31 0,85 2,61
o* 0,26 1,25 32 0,86 2,64

10* 0,28 1,38 33 0,86 2,63
11* 0,31 1,52 34 0,87 2,67
19* 0,65 2,21 35 0,87 2,65
20* 0,67 2,37 44 0,90 2,52
21* 0,64 2,39 45 0,87 2,63
22% 0,75 2,45 46 0,88 2,57

* - exponencialni faze rdstu
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Tabulka 19 Hodnoty absorbance a koncentrace biomasy v prabéhu ristu Thermus scotoductus

Tabulka 20 Hodnoty absorbance a koncentrace redukujicich cukrd v prubéhu ristu Geobacillus

82

gas [h] Asoo clg.l"] | ¢&as]h] Asoo c o.M
0 0,05 0,29 23* 0,45 2,13
1 0,05 0,31 24* 0,53 2,14
2 0,05 0,35 25* 0,54 2,32
3 0,05 0,37 26* 0,56 2,34
4 0,06 0,40 27* 0,60 2,35
G 0,07 0,45 28 0,58 2,31
6* 0,07 0,54 29 0,62 2,30
7* 0,08 0,72 30 0,61 2,35
g* 0,10 0,86 31 0,58 2,32
o* 0,11 1,05 32 0,60 2,34

10* 0,12 1,11 33 0,59 2,31
11* 0,14 1,22 34 0,61 2,30
19* 0,30 2,05 35 0,58 2,31
20* 0,36 2,04 44 0,55 2,28
21* 0,39 2,08 45 0,59 2,32
22* 0,43 2,17 46 0,58 2,34

* - exponencialni faze rdstu

thermodenitrificans

cas [h] Aszo clgl'] | cas[h] Aszo c[g.1]
0 0,062 71,113 23 0,055 58,692
1 0,061 69,338 24 0,054 56,918
2 0,059 65,790 25 0,052 53,369
10 0,057 62,241 26 0,057 62,241
11 0,055 58,692 34 0,063 72,887
12 0,054 56,918 35 0,065 76,436
13 0,053 55,143 36 0,067 79,985
14 0,060 67,564 37 0,068 81,759
15 0,067 79,985 38 0,069 83,534
16 0,068 81,759 39 0,072 88,857
17 0,069 83,534 40 0,069 83,534
18 0,073 90,631 41 0,067 79,985
19 0,075 94,180 42 0,063 72,887
20 0,067 79,985 43 0,060 67,564
21 0,065 76,436 44 0,058 64,015
22 0,057 62,241




Tabulka 21 Hodnoty absorbance a koncentrace redukujicich cukrd v prdbéhu ristu Geobacillus

thermocatenulatus

Tabulka 22 Hodnoty absorbance a

&as [h] Aszo clg.l"] | ¢&as[h] Aszo c[g.I"]
0 0,047 | 44,497 23 0,050 | 49,820
1 0,044 | 39,174 24 0,049 | 48,046
2 0,042 | 35,625 25 0,042 | 35,625
10 0,041 | 33,850 26 0,045 | 40,948
11 0,039 | 30,302 34 0,048 | 46,271
12 0,038 | 28,527 35 0,049 | 48,046
13 0,037 | 26,753 36 0,050 | 49,820
14 0,043 | 37,399 37 0,052 | 53,369
15 0,044 | 39,174 38 0,051 | 51,594
16 0,052 | 53,369 39 0,052 | 53,369
17 0,054 | 56,918 40 0,053 | 55,143
18 0,056 | 60,466 41 0,054 | 56,918
19 0,058 | 64,015 42 0,050 | 49,820
20 0,060 | 67,564 43 0,049 | 48,046
21 0,056 | 60,466 44 0,045 | 40,948
22 0,054 | 56,918

koncentrace redukujicich cukrd v prdbéhu rustu Thermus

aquaticus
¢as [h] As3o clg.l"] | ¢&ash] Asso c[g.1'"]
0 0,125 | 92,369 23 0,052 | 51,229
1 0,121 | 90,115 24 0,048 | 48,974
2 0,115 | 86,734 25 0,043 | 46,156
3 0,102 | 79,407 26 0,041 | 45,029
4 0,105 | 81,098 27 0,039 | 43,902
5 0,089 | 72,081 28 0,052 | 51,229
6 0,083 | 68,699 29 0,063 | 57,428
7 0,078 | 65,881 30 0,071 | 61,936
8 0,075 | 64,191 31 0,076 | 64,754
9 0,083 | 68,699 32 0,095 | 75,462
10 0,073 | 63,064 33 0,086 | 70,390
11 0,071 | 61,936 34 0,079 | 66,445
19 0,069 | 60,809 35 0,076 | 64,754
20 0,062 | 56,864 44 0,078 | 65,881
21 0,055 | 52,919 45 0,081 | 67,572
22 0,049 | 49,538 46 0,077 | 65,318
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Tabulka 23 Hodnoty absorbance a koncentrace redukujicich cukrg v prabéhu rdstu Thermus

scotoductus
gas [h] Aszo clg.l"] | éas]h] Aszo c[g."]
0 0,19 129,001 23 0,126 92,933
1 0,182 124,493 24 0,128 94,060
2 0,171 118,294 25 0,133 96,878
3 0,156 109,840 26 0,131 95,751
4 0,153 108,149 27 0,125 92,369
5 0,151 107,022 28 0,132 96,314
6 0,148 105,331 29 0,141 101,386
7 0,15 106,459 30 0,152 107,586
8 0,143 102,514 31 0,168 116,603
9 0,14 100,823 32 0,175 120,548
10 0,136 98,569 33 0,143 102,514
11 0,139 100,259 34 0,142 101,950
19 0,132 96,314 35 0,138 99,696
20 0,128 94,060 44 0,145 103,641
21 0,124 91,806 45 0,141 101,386
22 0,118 88,424 46 0,139 100,259

Graf 17 Linearizace koncentrace biomasy v exponencialnich fazich a vypocet mérné rustové rychlosti

pro CCM 2566
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Graf 18 Linearizace koncentrace biomasy v exponencialnich fazich a vypocet mérné rustové rychlosti
pro CCM 2809
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Graf 19 Linearizace koncentrace biomasy v exponencialni fazi a vypocet mérné ristové rychlosti pro
CCM 3486
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Graf 20 Linearizace koncentrace biomasy v exponencialni fazi a vypocet mérné ristové rychlosti pro
CCM 4465
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