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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 barkach ke stanoveni optimalnich
podminek rustu jednotlivych mikroorganism(. V pribéhu kultivace ve fermentoru byly
stanoveny rastové kfivky. Mira utilizace syrovatky byla posuzovana analytickymi metodami
stanovujicimi koncentraci redukujicich cukri (laktosy) a chemickou spotfebu kysliku (CHSK)
pfi studiu optimalnich podminek a metodou stanovujici koncentraci redukujicich cukr( pfi

studiu rastovych 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 vyzZivé, tak i ve vyzivé hospodafrskych zvifat [1]. Tvori
potencionalni zdroj cennych zivin i vybornych funkénich vlastnosti [2]. | kdyz je syrovatka
odpadni produkt syrafského primyslu, je velmi Zzadané nalézt feSeni, jak tento material
pomoci technickych proceslt v mlékarné co nejucinnéji vyuzit. Dfive byla syrovatka pfimo
zkrmovéana nebo zpracovavana kvasnymi procesy, nyni se vSak nejvice rozSifuje zpracovani
syrovatky suSenim [3]. SuSena syrovatka se vyuziva nejvice v potravinarstvi. Nejvétsi vyuziti
ma v mlékarském pramyslu po enzymové hydrolyze laktosy pfi vyrobé novych druhl syr(,
jogurtd, smetany apod. Mimo mlékarského primyslu se ze syrovatky ve svété vyrabéji riizné
néapoje, limonady, dokonce i imitace Sumivého vina a piva [2]. Z ekologického hlediska
vyvstava zajem o podchyceni syrovatky. Pfimé vypousténi syrovatky do vodnich toku a
vylouceni silné zatizenych odpadnich vod neni zadané [1].

Technologické zpracovani odpadl je zaméfeno na odstranéni & maximalni snizeni
obsahu organickych latek, dusikatych latek a fosforu. Likvidace téchto nezadoucich latek
muze byt v odpadnich vodach zabezpecéena &innosti nékterych mikroorganismu. Vyhodou
tohoto zplUsobu je moznost kombinace rlznych druhl odpadd, které Ize 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 pavodniho miéka. Slozeni syrovatky je ovlivnéno slozenim pavodniho miléka,
tepelnym oS8etfenim mléka pfed srazenim, charakterem pouzitého srazeni, zfedénim
syrovatky vodou a také stupném fermentace laktosy. Pfi syfeni se odstépuje kaseinopeptid,
ktery prfechazi do sladké syrovatky. V kyselé syrovatce se vyskytuje podstatné vice
popelovin, pfedevsim vapniku [6, 7,8, 9].

Slozeni syrovatky se v rlznych literarnich zdrojich li§i, 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 mlééna Stopy az 0,8

TUk 0a05_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 zdroju potravy pro kojence. MIé€né proteiny
zastavaji mnoho dulezitych biologickych roli, ale nékteré stdle nebyly dokazany [11].
Bilkovinné slozeni kravského mléka je uvedeno v Tabulka 2 [12].

Tabulka 2 Bilkovinné sloZeni kravského mléka [12]

Protein Podil v % | Obsah v g/dm®
Kaseiny celkem 80 25,6
a-kasein 42 13,4
B- kasein 25 8,0
y- 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

4 1,3

polypeptidy (proteovy, peptony)

1.1.1.1 Kasein

Kasein je hlavni protein v mléce. U hospodarskych zvifat je jeho podil kolem 80 %
z veskerych bilkovin (tj. prumérné 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 li§i jak chemickou strukturou, a tak i vlastnostmi. Nékteré varianty dokonce mohou byt
pfi¢inou alergie na miléko. Z tohoto divodu néktefi jedinci mohou pit mléko jinych zvifat,
protoze slozeni kaseinu je odliSné [13]. ProtoZze kasein se vaze na vapnik a fosfor, traveni
téchto proteint uvolfuje dulezité mnozstvi téchto mineralt [11].

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

srazeni se vyuziva pfi vyrobé jogurtd, tvarohl, vyjimeéné pfi vyrobé nékterych syrd

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

Ilydroﬁ]:m cast

hydrofnbm cast

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 ucinnosti protilatek. DalS§im specifickym proteinem je makroglobulin, ktery
zpUsobuje shlukovani tukovych globuli v syrovém mléce. To ma za nasledek vznik vétSich
¢astic az posléze vrstvu smetany na povrchu mléka [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, Uplného vysrazeni Ize teoreticky dosahnout pfi
pH =4,75—-4,8 a teploté nad 72 €. V praxi se nejvice osv édcila hodnota pH = 4,5 - 4,7 a
teplota 85 -95 € [1].

Laktoglobulin do mléka pfechazi pravdépodobné z krve. Pro svij ochranny charakter je téz
nazyvan jako imunoglobulin. Také tento protein neobsahuje fosfor a ma 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 zasadach a silnych kyselinach. 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 prechazi z mléka i vétSina nebilkovinnych dusikatych latek (pfedevsim
puriny), které pfedstavuji 5 — 7 % vesSkerého dusiku v mléce. Jedna se o nepatrné primeési
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 (mineralni 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 pfechazi 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( a aniont [1].

1.1.4 Vitaminy

Biologicka hodnota syrovatky je uréena téz obsahem vitaminud. Vyskytuji se zde pfevazné
vitaminy skupiny B (B, By, Bg, B12), kyselina pantotenovd, vitamin C, A a biotin. Vitaminove
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 ¢] 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 ¢] 0,9-3,7 0,15-3,7
Vitamin E- tokoferol [ug/100 ¢] 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 ¢] 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 ¢] 62-173 60-171

1.1.5 MIécny cukr

Hlavni slozkou 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 vazané 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% B-laktosy. Kazdy izomer ma odlisné vlastnosti (napf.
rozpustnost nebo krystalicka struktura), coz ma za nasledek rizné vlastnosti laktosy
za rtiznych podminek [16].

Radi se mezi redukujici disacharidy, coz umozfiuje pfitomnost a koncentraci laktosy
stanovit Fellingovym a Tollensovym ¢inidlem. Vyskytuje se téméf vyhradné v mléce savcu.
V kravském mléce se vyskytuje 4,5 - 5% mlé€ného 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 prfedevSim kyselina citronova, mlééna,
propionova, octovda a mravenci. Nejvy$Si obsah kyselin je v kyselé syrovatce, ktera je
odpadnim produktem vyroby tvarohu. SlozZeni kyselin zavisi pfevazné na aktivité a slozeni
mikrofléry. Z tohoto divodu ¢&iselné Gdaje uvadéné v literatufe maji znaény rozptyl. Slozeni
kyselin zavisi také na jejich stanoveni, rozdilné hodnoty ziskame pfi stanoveni kyselin
samostatné nebo jako celého spekira kyselin. Nejvy§si byva obsah kyseliny citronové (kolem
150 mg/100 g) a kyseliny mlééné (40 — 120 mg/100 g). PFfi vyrobé kaseinu muze
do syrovatky pfechazet i malé mnozstvi mineralnich kyselin, napf. chlorovodikové [8].
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1.2 Zpracovani syrovatky

Vyroba syrd neustale roste. Jen v EU by mél ro¢ni narist produkce syru, tedy i syrovatky,
byt asi 2 % [19]. Produkce syrovatky ve svété se pohybuje v rozmezi 180—-190 mil. tun. P¥Fi
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 vyuZziti jednotlivych slozek (hlavné bilkoviny
a laktosa) a nebo se vyuziva pfi fermentacnich procesech jako Zivné médium [22]. Syrovatka
dodava potravinam vysokou nutri¢ni hodnotu a upravuje fyzikalné-chemické vlastnosti. Maze
se vyuzivat pfi vyrobé mléénych vyrobkl, dezertl, pomazanek, dresinkl, mrazenych krémd,
pekarskych vyrobku, napoja, tyéinek, snacku, ¢okolady, cukrovinek a také kojenecké vyzivy.
Syrovatkové proteiny mohou ¢aste¢né nahradit proteiny zivocisné. Derivaty ovliviuji texturu
potravin, dodavaji hutnost a zvysSuji zahuStovaci schopnosti, které jsou srovnatelné se
Skroby [8].

1.2.1 Predbézna uprava syrovatky

1.2.1.1 Cisténi

Syrovatka se témér vzdy Cisti od nezadoucich zbytkd srazeniny (syrafsky prach), které
mohou negativné ovliviiovat pribéh dalSich procesu (ucpavani tepelnych vyméniku,
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 ¢&astic. Pfi velkém mnozZstvi

srazenin se pouzivaji samoodkalovaci odstfedivky (kontinualnim odstrarfiovani kalt) [1, 8, 23].

1.2.1.2 Odstranéni tuki

Pri vyrobé syru pfechazi do syrovatky urcity podil tuku, ktery je rovnéz vhodné odstranit.
Muize ovlivnit prabéh dal§iho zpracovani a kvalitu a stabilitu produktu. K odstranéni tuku se
pouziva dalSi odstfedivka, pomoci které se dosahne odstranéni tuku (pod 0,5 %, aby
neucpaval péry membrany) [1, 8, 23].
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1.2.1.3 Pasterace

Chemicka i mikrobiologicka jakost syrovatky je zabezpeCena pasteraci, ktera obvykle
probiha pfi 72 az 78 € po dobu 15 az 20 s. N ékteré varianty postupll vSak pouzivaji teploty
v rozsahu 62 az 95 €. V tomto kroku p Fedupravy se snizi pocet Zivych mikroorganismu
a inaktivuje se fosfataza 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 negativné ovliviuji
senzorické vlastnosti. Demineralizace je nutna zviasté u kyselé syrovatky pred
zahustovanim. Vyuziva se gelova filtrace (chromatografické déleni), iontoménice,
elektrodialyza a membranové techniky. Odsolena syrovatka (diluat) predstavuje 90 — 95 %
plvodni suroviny, koncentrat soli 5—10 % [1, 8, 23].

1.2.3 Krystalizace laktosy

Krystalizace laktosy usnadni sudeni a zabranéni lepivosti produktu. Probiha 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 krystalll, které neovliviiuji nasledné
suSeni rozprasovanim. V prabéhu procese se snizuje podil bezvodé amorfni laktosy, ktera
zpUsobuje lepeni prasku na stény, znacnou 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 Zahust'ovani syrovatky

Syrovatka obsahuje 93 az 96 % vody, coz je hlavni technologicky i ekonomicky problém
jejiho zuzitkovani. NejvyuzivanéjSim a nejbéznéjSim zpusobem dehydratace je zahustovani
na pramyslovych odparkach, které jsou vétSinou stejné jako pro mléko. Nejlépe se osvédcily
filmové vicestupriové odparky s klesajicim flmem. S ohledem na moznou denaturaci bilkovin
obsazenych v syrovatce by teplota dehydratace neméla prekrocit teplotu 75 €, nasleduje-li
proces suseni samostatné. Je-li odparovani soucasti susiciho procesu (zpracovani syrovatky
pro pekarské Ucely), doporucuje se odparovani pfi teploté nad 75 €. V pr Gbéhu odparovani
nastava problém s pénénim syrovatky, ktery je mozno vyfesSit spravnou konstrukci odparek.
Konstrukci ovliviiuje téz stupen zahusténi, protoZze se stupném zahusténi vzrusta prudce
viskozita [1, 8, 23].
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1.2.5 Suseni syrovatky

1.2.5.1 Suseni syrovatky 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 hygroskopic¢nost. Tyto komplikace je
mozno vyreSit suSenim syrovatky ve smeési se Sroty, s6jovou 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 syrovatky rozprasovanim

Toto je nejrozsifenéjsi postup pramyslového 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 vicestupfiovych
odparkach je energeticky a ekonomicky vyhodnéjsi nez vlastni suseni rozpraSovanim, z toho
divodu prevlada odpafit maximalni mnozstvi vody na odparkach. Stupen zahusténi
syrovatky je technologicky omezen viskozitou vzniklého syrovatkového sirupu. Se zvySujici
se koncentraci viskozita velmi prudce vzrista, silné zahusténé roztoky vykazuji o 4 — 5 radu
vy$8Si viskozitu nez syrovatka puvodni.

| pfi tomto postupu vznika amorfni laktosa, pokud neni prfedem vykrystalizovana.
Obsahuje-li syrovatka laktosu vykrystalizovanou v podobé& a-monohydratu, snizuje se
hydroskopi¢nost a celkové se zlepSuji fyzikalni vlastnosti [1].

1.2.6 Moderni separacni metody

1.2.6.1 Ultrafiltrace a hyperfiltrace

Rozdilnost jednotlivych metod je dana velikosti prochazejicich Eastic a velikosti tlakového
rozdilu, ktery je hnaci silou procesu. Jako vlastni filtraéni 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 oddéleni &astice o rozmérech 10° az 10°m, ultrafiliraci &astice 10° az 10°m
a hyperfiltraci 10® az 10" m (viz Obr. 5). Pfi membranovych procesech tedy dochéazi
k oddéleni na urovni molekulovych hmotnosti [25].

Mikrofiltrace Ultrafiltrace Nanofiltrace Reverzni osmodza
(1)
i )
N te
¥y o #y O
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Olejové emulze Makromolekuly Viry Bilkn:rinv Jednomocné ionty
J L™
o <> O
[
Odstranéni Koloidni latky Bakterie Organické mol. Vicemocné ionty
pevnych castic slouceniny

Obr. 5 Zobrazeni zavislosti velikosti porii membrany na velikosti proslych ¢astic [25]
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Ultrafiltraéni membrany zadrzuji latky do molekulové hmotnosti 500. Latky s nizsi
molekulovou hmotnosti po prachodu tvofi tzv. ultrafiltrat, latky s vy$§i molekulovou hmotnosti
proudi podél membrany ve formé koncentratu. Ultrafiltraéni membrana propousti Cisté
rozpous$tédlo (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 az 8,4 MPa. Rozpoustédlo a rozpusténé latky tvofi
tzv. hyperfiltrat. Hyperfiltrace maze byt pouzita misto odparovani. V bézné praxi je vyuzivana
k odsolovani morské vody.

V mlékarenském pramyslu ma vétsi vyhlidky ultrafilirace, jelikoz je schopna oddélit miéko
od syrovatky. Pouzivané membrany maji velkou separacni 0c&innost, permeabilitu,
mechanickou pevnost a odolnost viéi gisticim prostfedkim. U&nnost membrany je dana
velikosti pérl. Z hlediska materidlu se vyuzivaji membrany vyrobené z acetatu celulosy,

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

1.2.6.2 Elektrodialyza

Jednd 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 syrovatky do roztoku soli.

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

v v

dale zahu$tovat [26].
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Obr. 6 Schématické znazornéni separacniho procesu elektrodialyzy [27]

1.2.6.3 Gelova filtrace

Gelova filtrace se vyuziva pro separaci slozek o riizné 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 protein(. Sérové bilkoviny si
uchovavaji své funkéni vlastnosti, coz je zadouci.

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

syrovatky [26].

1.3 Fermentace syrovatky

Jelikoz syrovatka obsahuje asi 4,5 % sacharidl, stdva se vhodnym substratem
pro bakterie, plisné nebo kvasinky. Metabolickymi drahami téchto organism( vznikaji
ze sacharidll cenné produkty pfedev§im pro krmné Ucely, 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 (odli§né pH,
riizna koncentrace zivin a rizné naroky na kyslik). V nékterych pfipadech je nutné podminky
v prubéhu fermentace upravovat nebo odvadét produkt, aby nedochazelo k inhibici rastu

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 ukonceni rastu mikroorganismd dochazi 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 Ize ze syrovatky volbou vhodnych mikroorganismd a podminek
vyrobit etanol s vytéznosti 86 az 94 % (asi 682 | etanolu z 1 tuny laktosy) [8].

1.3.4 Vyroba kyseliny mlééné

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

kyseliny mlécné Ize rafinaci ziskat latku v potravinarské jakosti [8].
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Obr. 7 Pribéh milécného kvaseni[28]
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1.3.5 Vyroba napoju

Pfi vyrobé napoju se vyuzivaji mlééné bakterie, obcas 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 demineralizovana. Saccharomyces cerevisiae neni schopna
fermentovat laktosu, ktera zUstava v napoji. Vyhodou vyroby napoja fermentaci syrovatky je,
ze obsahuiji slozky syrovatky i produkty metabolismu mikroorganismd. Mezi nevyhody patfi
pfili§ 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 mikroorganismG se optimum pohybuje nad 45 C,
pro vétSinu se pohybuje v rozmezi 50 az 60€. N ékteré kmeny druhu Bacillus
Stearothermophilus mohou rust vyjimeéné i pfi teploté az 80 €, archaeobakterie (extrémni
termofily) dokonce pfi teplotach nad 100 €. V étSina neni schopna reprodukce pfi teplotach
28 az 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), vbahné, tj. vSude tam, kde ¢&innost mezofilnich mikroorganismu
prispéla ke zvySeni teploty na 40 az 45 €. Termofilni m ikroorganismy teplotu déle zvysuji
a je mozno, ze dojde k samovzniceni materialu, které jim slouzi k ristu.

Pramyslové vyuziti termofild znaéné vzriista. Kromé biotechnologickych aplikaci, produkce
extracelularnich enzymd, se vyuzivaji také pfi zpracovani ¢ odbouravani odpadu

a zneskodnéni vedlejSich produktd pramyslovych procesu [29].
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Obr. 8 Rozdéleni mikroorganismii podle optimalni teploty ristu [29]

1.4.1 Vybrané metabolické drahy termofilnich mikroorganismu

Zakladnim katabolickym procesem pfi metabolismu sacharidll je glykolyza (Obr. 9), ktera
probiha bez ohledu na pfitomnost kysliku. Dochazi k oxidaci sacharidu na pyruvét, jehoz
dal8i zpracovani se dale li§i u aerobniho a anaerobniho metabolismu a taktéz u jednotlivych

mikroorganisma.
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0. )LOH HO - /l"LOH HO
X ‘_ G ‘— -
® ﬁ- H ﬁ 4—— QEH
fCHZ CHz CH b 2
HO ‘0‘ o 2 @}0
® aop (Br
2-fosfoglycerat l 3-fosfoglycerat Glyceraldehydfosfat  Dihydroxyacetonfosfat
Fosfoenolpyruvat Pyruvat

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 [-oxidace. Produkty této metabolické drahy jsou acetylkoenzym A a mastna kyselina
o 2 uhliky kratsi [29].

Pred vyuzitim peptidi a bilkovin je nutné jejich rozstépeni na jednotlivé aminokyseliny.
Bilkoviny jsou $tépeny extracelularnimi proteasami. U aminokyseliny dochazi k deaminaci.
Vznika amoniak a organické kyseliny, které jsou dale metabolizovany [29].
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Obr. 10 Citratovy cyklus [31]
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Zajimavosti termofilnich mikroorganismu je metabolismus a transformace organickych
kyselin, ktery se li8i pfi aerobnich a anaerobnich podminkach (Obr. 11, 12) [29].

2-methylbutyrdt  walerat izovalerdt

izobutyrat propionat : v\* 4H }‘ 2H
propionyl-CoA acetoacetat
— : :

propionyl-CoA «——2 propionyl-CoA acetyl-CoA acetyl-CoA
172 glukéza N
4H acetyl-CoA
at
2H P}ITI‘
acetyl-CoA
ADP+Pi
ATP 2H 12 butyrat
acetat

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

1.2 glukoza 3 laktst pyruvat

i . A aCEt}rl-c N

2propionyl-CoA  acetyl-CoA

ADP+Pi

ATP
propionadt 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. Nejvyznamnéjs$i termofilni rody jsou
Thermobacillus, Ureibacillus a Geobacillus [33].
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Tabulka 4 Prehled novych rodi vzniklych reorganizaci rodu Bacillus [33]

Rod Struény popis
Bacillus aerobni nebo fakultativné anaerobni, ty€inkovité, tvofici
endospory

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 ts;rrirl:]tgf?lnr}ebo fakultativné anaerobni, alkalifilni, mirné

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 tyCinkovité buriky, které se vyskytuji bud’ jednotlive,
nebo v kratkych fetizcich. Maji sice grampozitivni bunéénou sténu, ale pfi barveni maze
dochazet k pozitivnimu nebo negativnimu vysledku. TvoFi spory, které jsou elipsoidni nebo
valeckovité. Spory jsou umistény terminalné nebo subterminalné. Kolonie na pevném médiu
maji rdzny 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 elektrond u nékterych druhl 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 rust v rozsahu pH 6 — 8,5 [34]. Taxonomické zarazeni rodu
Geobacillus: kmen Firmicutes - tfida Bacilli > fad Bacillales - Celed Bacillaceae [35].
Fylogeneticky strom rodu Geobacillus znazorfiuje Obr. 13.
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G thermoieovorans DSM 53667
G. kaustophiius DSM 72637
G.zalihae T1T
G.vuicani DSM 131747
G.iituanicus DSM 153257
G.thermoc atenuiatus DSM 7307
G.gargensis DSM 153787
G. stearothermaphilus NCDO 17687
G uzenensis DSM 135517
G. jurassicus DSM 157267
G.subterraneus DSM 135527
G.thermodenitrificans DSM 4657
G.caldoxylositdic us ATCC 7003567
| G.toebi DSM 145907
G.thermoghicosidasius ATCC 437427
G.tepidamans DSM 163257
_|_ G. caldoproteolticus DSM 157307
G. paifics DSM 36707
G. debilis DSM 160167
E.coll

0.0z

Obr. 13 Fylogeneticky strom rodu Geoacillus [36]

Geobacillus thermodenitrificans (CCM 2566)

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

Geobacillus thermocatenulatus (CCM 2809)

Kultura byla izolovana z termalniho vrtu na Uralu. Bakterie jsou dlouhé tenké tyCinky
v nerozvétvenych fetizcich, které se vtekutém médiu mohou shlukovat. Tvofi nazloutlé,
kulaté a vyvySené, hladké a mazlavé kolonie na pevném médiu. Rozmezi teplot vhodnych
pro rust je 35 — 78 €. Jako jeden z produkt U metabolismu jsou tvofeny granule kyseliny
polyhydroxybutyrové. Z glukosy, levulosy, galaktosy, sacharosy, celobiosy, manitolu,
glycerolu a dextrinu tvofi kyseliny [33].
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1.4.3 Rod Thermus

Prvni objeveni zastupcud 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 rist 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 rist termofilnich mikroorganismu
s vySSi teplotou rastu [37].

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

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

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

Thermus aquaticus (CCM 4465)

Elektronova mikroskopie odhalila, Zze 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 slozena
z vnéjsich bunécnych obalovych vrstev, které se Castec¢né oddélily z bunééného povrchu.
Vznik kulovych utvari pravdépodobné zahrnuje néjakou asociaci a interakci vnéjSich
bunéénych obali véts§iho 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 pramen( 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 dusiénany jako
akceptory elektron( a acetat a jiné organické slou¢eniny jako zdroj uhliku. Po nékolika dnech
ristu na médiu obsahujicim thiosiran tvofi globule oxidu (Obr. 15) [40].

a — pocatecni tvorba globuli.

b — konecny stav po vytvofeni globuli oxidu
Obr. 15 Bakterialni vidkna obsahujici globule siry po ristu v médiu s 16 mmol.I” thiosiranem [40].

1.4.4 Rod Clostridium

Bunky zastupcl 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 toxinu (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
55az62 €, p fi teploté pod 30 € je fyziologie bu fky jiz velmi narusend. Z tohoto duvodu
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
vldknitym houbam. Hyfy tvofi mycelium na povrchu i uvnitf agaru, tento Ukaz je zndzornén
naObr. 17. Krozmnozovani dochazi pomoci spor, nékteré rody tvofi sporangia
s endosporami [43].

1. Konidiospory

2. Vzdus$né hyfy (nad povrchem)
3. Povrch agaru

4. Substratové hyfy (v agaru)

Obr. 17 Rust 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 organismi dospéjeme
k zavéru, ze mezi eukaryotnimi organismy je termofili velmi malo. Mezi tyto vyjimky fadime
pfevazné houby, které ovSem nedisponuji pfili§ velkou schopnosti odolavat vysokym
teplotam. Maximalni teplota rdstu se pohybuje v rozmezi 60 — 70 € a teplotni opt imum
je kolem 50 €. P fedstavuji rozmanitou skupinu rGznych 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 mikroflory, kterd se vytvari
na nahromadéném rostlinném materialu, tj. vSude tam, kde je teplo, vlhko a dostatek kysliku
pro jejich rozvoj [44].
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Obr. 18 Mikroskopicky obraz buriky Thermomyces lanuginosus [45]

1.5 Adaptace termofilnich mikroorganismu na vysokeé teploty

Béhem adaptace mikroorganismu na néktery ze stresovych faktorli dochazi v burikach
ke zménam evoluénim nebo fyziologickym. Evoluéni zmény nastavaji pfi dlouhodobém
pusobeni na vice generaci mikroorganismud. Dochazi ke zvyhodnéni mikroorganismu, které
maji pro dané podminky lepSi genetickou vybavu. Jsou dlouhodobé a prfedavaji se geneticky
nasledujici generaci. Zmény fyziologické nastavaji v dlsledku pfirozenych regulac¢nich
mechanism0 kazdého mikroorganismu. Jedna se o rychlou adaptaci na zménu prostredi.
Tyto zmény se nedédi, ale potomci jsou schopni reagovat obdobné [46].

PFi vysoké teploté dochazi nejcastéji k denaturaci bilkovin. Metabolismus a zivot buriky
souvisi s enzymy, které se denaturaci nevyhnou. DalSim problémem muze byt poskozeni
cytoplasmatické membrany. ZvySuje se jeji propustnost, pfi prekroCeni urcité hranice se
bunécna cytoplazma vylije do okolniho prostredi [46].

Pfi lokalnich zménéach teploty dochazi k fyziologické adaptaci. Dochazi ke zméné slozeni
cytoplasmatické membrany a ochrané bilkovin. Fluidita a propustnost membrany
je zabezpe€ena zménou poméru mezi nasycenymi mastnymi kyselinami na jedné strané
a nenasycenymi a rozvétvenymi na strané druhé. Nasycené mastné kyseliny zvySuji teplotu
tuhnuti. Bilkoviny je mozno ochranit produkci tzv. bilkovin teplotniho Soku (heat shock
proteins, HSP). Nejen, Ze jsou schopny zabranit denaturaci, ale jsou schopny oznacit
poskozené bilkoviny [46].

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

mikroorganismu. Dojde-li k mutaci jen jediné bilkoviny, nastane celkova ztrata adaptace [46].
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1.5.1 Vliv slozeni lipidi v bunééné membrané

Tuky jsou syntetizovany z mastnych kyselin a glycerolu. Nenasycené mastné kyseliny maji
jednu az ¢tyfi dvojné vazby, které zplsobuji "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 ohybum nepravidelnou strukturu, pfi nizSich teplotach jsou tekuté [37].

NASYCENY NENASYCENY

ohvh zpiasobeny
4 dvojnou vazbou

Obr. 19 Struktura nasyceného a nenasyceného fosfolipidu [47]

1.5.2 Proteiny teplotniho Soku

Proteiny teplotniho Soku (HSP) se nachazeji ve vSech bunkach. Jsou indukované, kdyz
bunka podstupuje néktery typ environmentalniho stresu jako teplo, chlad a nedostatek
kysliku. Proto se obCas nazyvaji také jako stresové proteiny. Jejich nazvoslovi je nejCastéji
odvozeno od molekulové hmotnosti (napf. hsp60, hsp70, hsp90). V bunkéch jsou pfitomné
také za optimdlnich podminek. Pomahaji hospodafit s ostatnimi proteiny, aby byly
ve spravné formé, na spravném misté a ve spravny ¢as. Pomahaji nové ¢&i porudené proteiny
poskladat do podoby, ktera je zakladni pro jejich funkci. Pohybuji se z jednoho oddéleni
buriky do jiného i pfes rizné 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 proteinu, ale také v misté spojli mezi proteinovymi
podjednotkami [49].
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Obr. 20 Strukturni vzorce esencialnich hydrofébnich aminokyselin [50]

1.5.4 Disulfidické mustky

Prostorové usporadani proteini muze byt pozménéno kovalentnimi i nekovalentnimi
interakcemi. Z kovalentnich se vyuzivaji pouze disulfidické vazby [51]. Disulfidicky muastek

je tvofen vazbou boénich fetézcl dvou cysteinl (jedina zakladnich stavebnich aminokyselin
obsahujici skupinu —SH v bo&nim 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 nejdulezitéjsi interakce dipdl-dipdl [53].
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Obr. 21 Vznik disulfidické vazby v oxidovaném stavu [54]

37



2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Cil prace

Cil diplomové prace byl zaméren na studium podminek ristu dvou vybranych kmenu rodu
Thermus a dvou vybranych kmenu rodu Geobacillus na syrovatkovém médiu. Prvnim Ukolem
bylo stanovit optimalni podminky rlstu kazdého mikroorganismu. Zjisténé optimalni
podminky byly vyuzity pfi kultivaci ve fermentoru a stanoveni riistovych kfivek.

Pfi stanoveni optimélnich podminek byla studovana utilizace syrovatky. Sledovala jsem
obsah organickych latek v syrovatce pomoci stanoveni CHSK a obsah redukujicich cukr
podle Somogyiho a Nelsona.

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

Bézné laboratorni sklo

BioFlo"/CelliGen® 115

AMENTOR/BIOREACTOR

Obr. 22 Fermentor BioFlo®/CelliGen™ 1 15, New Brl)ﬁwick
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Obr. 23 Termostatovana tfepacka Heidolph® Promax 1020

Obr. 24 Spektrofotometr Unicam Helios €
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2.3 Kultura a priprava médii

2.3.1 Kultura

Ke kultivaci byly pouzity termofilni kultury pofizené z Ceské sbirky mikroorganisma:
- 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 inokulaénich médii

Pro oZiveni a pomnozeni kultur se vyuziva syntetickych médii a slozeni uvedené
v Tabulka 5, 6.

Tabulka 5 SloZeni kultivacéniho média pro rod Geobacillus

Pepton 59
Masovy extrakt 39
MnSQO4.H>0 0,01 ¢
Destilovana voda 1000 ml

Tabulka 6 SloZeni kultivaéniho média pro rod Thermus

Pepton 849
Kvasni¢ny extrakt 49
NaCl 29
Destilovana voda 1000 ml

2.3.3 Priprava kultivacniho média

KultivaCnim médiem byla upravena syrovatka. Bilkoviny ze syrovatky byly vysrazeny
pfidavkem 0,5 mol.I" H,SO, na pH = 4,6 (odstran&ni kaseinu) a naslednym povarenim
20 min pfi 105 € (odstran éni a-laktoglobulinu a B-laktoglobulinu). Takto upravena syrovatka
byla odstfedéna 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, 7,8a 9.
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2.4 Analytické metody

2.4.1 Stanoveni susiny biomasy

V potravinarském pramyslu je nejpouzivanéjSi arbitrazni metodou ke stanoveni suSiny
avody suSeni pfi 105 €. SuSeni p fi této teploté probihd az do konstantniho Ubytku
hmotnosti. Pfi této metodé dochazi k difuzi, tzn. transportu vody z vnitfnich vrstev na povrch,
a odparovani povrchové vody. Konstantni hmotnosti dosdhneme, kdyZz 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,

vlhkost, 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 pfedem zvazené a vysu$ené odparovaci misky a byl suSen pfi 105 C.
Po dokonalém vysusSeni byla miska se vzorkem zvazena na analytickych vahach a z rozdild
hmotnosti byla stanovena sus$ina. Supernatant po prvni centrifugaci byl vyuzit k dal§im
analyzam. Supernatant po druhé centrifugaci byl vylit do odpadu.

2.4.2 Turbidimetrie a Nefelometrie

Zakladem turbidimetrie a nefelometrie je méfeni prochazejiciho svétla, které je zeslabené
rozptylem na &asticich. Zakladnim predpokladem pro reprodukovatelnost vysledku je ziskani
suspenze, ktera je dostate¢né stala. K méfeni absorbance zareni koloidnim roztokem nebo
roztokem zakalenym jemnou srazeninou se vyuzivaji absorpCni 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 umeérna vinové délce. Mezi absorbanci a koncentraci
¢astic (pro malé Castice) je obvykle pozorovan linearni vztah. Tento linearni vztah se ovSem
muze ménit se zménou vinové délky zafeni. Na vysledek ma vliv také vznik ¢astic odlisné
velikosti. Pro meéfeni turbidity bezbarvé suspenze se vyuziva jakykoliv fotometr nebo
spektrofotometr. U této metody je nutné eliminovat vliv interferujicich latek, i kdyby to mélo
snizit citlivost méfeni.

Zavislost intenzity proSlého zafeni na vlastnostech absorbujiciho prostredi je
exponencialni a je dana vztahem I, =1, -e7"", kde I, udava intenzitu pro$lého zafeni,
I, udava intenzitu svételného zdroje, 7 je turbiditni koeficient a ¢ je svételna draha

(tloustka kyvety) [57].
Turbidimetricka méreni zakalu (OD) kultivaénich médii v pribéhu ristu bakteridlnich
bunék se provadi pfi hodnoté A = 600 nm.

2.4.2.1 Méreni bunéc¢né hustoty

Cell density meter biowave WPA CO 8000 (Obr. 26) je pfistroj ur€eny k méfeni hustoty
bunék v suspenzi. Vysledky je mozno ulozit do paméti nebo po pfipojeni prfenést 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 neomezenou zivotnosti a pro méreni nejsou potieba zadné
filtry. Pfed samotnym méfenim staci pfistroj zapnout a je pfipraveny pro pouziti (odpadava
Casova ztrata zpusobena zahfivanim pfistroje). Vysledky jsou srovnatelné s vétSimi
a draz8imi spektrofotometry. Specifikace pfistroje uvedend od vyrobce je uvedena
v Tabulka 7 [58].

Obr. 26 Cell density meter biowave WPA CO 8000

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

Vinova délka 600 nm

Vinovy rozsah 40 nm

Rozsah Opticka hustota - 0,3 Aaz 1,99 A
Presnost <+0,05Apfi1A

Reprodukovatelnost | + 0,02 Apfi1 A

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

Ovladaci prvky oamét/tisk

Nepohyblivy s otvorem pro vytok vody. Akceptuje semi-
mikro a makro kyvety s optickou délkou 10 mm nebo
kulaté zkumavky o praméru 16mm. Maze akceptovat
zkumavky 10 a 12 mm s adaptérem (nestandardni)

Drzak kyvet

Vystup RS232

Pamét’ 99 udaju

Displej Uzivatelsky LCD

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

Priblizné rozméry 180 x 150 x 60 mm

Vaha 0,5 kg
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2.4.2.2 Postup méreni

Rast bunécéné kultury byl stanoven méfenim optické hustoty pfi 600 nm (Agy) pomoci
pristroje Cell density meter biowave WPACO 8000. Jako blank bylo pouZito kultivaéni
médium. Pfi hodnoté OD vys&i nez 0,90 byl vzorek i blank nafedén (viz jednotlivd méfeni).

2.4.3 Stanoveni redukujicich cukru podle Somogyiho a Nelsona

Sacharidy jsou organické latky patfici do skupiny polyhydroxyderivatd (aldehydd nebo
ketonl). 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 sacharidu [59].

2.4.3.1 Priprava Somogyi-Nelsonovych c¢inidel

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

Somogyi-Nelsonovo ¢inidlo Il bylo pfipraveno rozpusténim 4 g pentahydratu siranu
meédnatého a 24 g siranu sodného ve 200 ml destilované vody.

Somogyi-Nelsonovo ¢&inidlo 1l 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 cukriu

Ze standardniho roztoku laktosy (1 g laktosy byl rozpustén v 1000 ml odmérné bance) byla
pfipravena série 10-ti ml odmérnych banék roztokl o koncentraci 0,1 — 0,9 g laktosy na 1 litr
vody, krFedéni byla pouzita destilovana voda. Do zkumavky bylo pipetovano
0,5 ml Somogyiho ¢inidla (I. + Il. v poméru 4:1) a pfidano 0,5 ml zasobniho roztoku.
Ddkladné 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 méren na spektrofotometru proti vodnému blanku pfi 530 nm. Po zméreni 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 cukru ve vzorku.
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2.4.3.3 Postup stanoveni vzorki

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 11l.) a roztok byl doplnén 3,5 ml destilované vody. Obsah
zkumavky byl dobfe promichan a méfen na spekirofotometru proti vodnému blanku
pfi 530 nm. Z parametr( linearni regrese byla vypocitana koncentrace redukujicich cukri

ve vzorcich.

2.4.4 Stanoveni chemické spotreby kysliku (CHSK)

Chemicka spotifeba kysliku je definovana jako hmotnostni koncentrace Kkysliku.
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. Muzeme tedy Fici, Ze tato metoda patfi mezi nespecifické ukazatele vody
a vysledek slouzi k odhadu organického znegisténi. Vysledky jsou vétsinou udavany v mg.I",

pouze u velmi znegisténych vod v g.I"" [60].

2.4.4.1 Stanoveni CHSK dichromanem draselnym

Organické latky jsou oxidovany dichromanem draselnym v silné kyselém prostiedi kyseliny
sirové pfi dvouhodinovém varu (teplota cca 150 €). Jako kat alyzator vystupuiji stfibrné ionty.
PFi oxidaci se dichromanové ionty redukuji na ionty chromité. Metoda se nejcastéji pouziva
pro vSechny typy vody [60].

2.4.4.2 Priprava oxidacniho a katalyzatorového roztoku

Pro pfipravu oxidacniho 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 pfidano 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 .
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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 bance) byla pfipravena série 10-ti ml odmérnych banék
roztokdl o koncentraci 50 — 800 mg.I" CHSKg,, k Fedéni byla pouzita destilovana voda.
Ze zasobniho 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 pfidano 1,5 ml oxida¢niho
roztoku a 3,5 ml katalyzatorového roztoku. Zkumavky byly uzavfeny, 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 kalibraéni kfivky byly prolozeny linearni regresi a jeji parametry
byly pouzity pro vypoc&et koncentrace redukujicich cukrli ve vzorku.

2.4.4.4 Postup stanoveni vzorki

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 oxida¢niho
roztoku a 3,5 ml katalyzatorového roztoku. Zkumavky byly uzavfeny, promichany
a zahfivany 2 hodiny pfi 150 C. Po dokonalém vychladnuti zkumavek byl obsah zifedén
5 ml destilované vody. Po promichani byla méfena absorbance pfi 600 nm proti vodnému
blanku. Z parametri linearni regrese byla vypocitdna koncentrace oxidovatelnych latek

ve vzorcich.

2.5 Kultivace - optimalizace podminek

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

Teplota ma na fyziologii bunék obrovsky vliv. Je-li teplota niz8§i o 10 € nez je teplota
optimalni, mize byt rychlost rlstu organism( poloviéni. Pfi teploté vy$Si nez je teplota
optimalni rychlost rastu prudce klesa. Vedle rastu ovliviiuje teplota také tvorbu produkta.

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

fermentacniho procesu pouziti regulaéniho systému.
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Rozpustény kyslik je velmi dulezitym substratem pro aerobni organismy. Jelikoz jeho
rozpustnost ve vodé je velmi nizka, byva Casto limitujicim substratem. Nedostatek kysliku
muzeme zajistit aeraci (probublavanim média vzduchem). U kvasinek je kriticka koncentrace
rozpusténého kysliku mnohem vyssi nez u bakterii [61].

2.5.1 Kaultivace inokulaéniho média

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

48 hodin.

Kultivace probihala bez vnéjSiho zésahu

2.5.2 Kultivace na termostatované tirepacce v Erlenmayerovych barkach
Bilkoviny ze syrovatkového média byly vysrazeny 0,5 mol.I'" kyselinou sirovou (Uprava pH
na hodnotu asi 4,6) a naslednym povareni, po dobu 20 minut ve vodni lazni pfi teploté asi
105 €. Po d tkladném vysrazeni nasledovala centrifugace pfi 6000 ot.min" po dobu
10 minut.
PFi optimalizaci podminek byly upravovany tyto hodnoty:
1. teplota:60€C,65C, 70C
2. pH:5,6,7,8,9
Pfi optimalizaci pH bylo médium upravovano 0,1 moll" hydroxidem sodnym
(resp. 0,1 mol.I" kyselinou sirovou. Kultivace pfi optimalizaci pH probihala na tfepaéce pfi
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 syrovatky byla posuzovana analytickymi metodami stanovujicimi koncentraci
redukujicich cukru (laktosy) a chemickou spotfebu kysliku (CHSK).

2.6 Kultivace - ristové krivky

2.6.1 Bioreaktor (fermentor)

Pramyslovy bioreaktor neboli fermentor je uzavfena, kovova nebo sklenéna (vétSinou
mensi objemy) nadoba tvaru valce postaveného na vySku. Je opatfen zafizenim, které
umoznuje pfivadét vychozi latky a dalsi slozky média a odvadét meziprodukty a odpadni
latky. Mezi dalSi vybaveni patfi zafizeni umozniujici promichavani a systém potrubi, ventild,
¢idel a regulatoru, které slouzi k udrzovani pozadované teploty, pH a pfipadné i koncentrace
jednotlivych slozek. Schéma bézného bioreaktoru je zndzornéno na Obr. 27 [62].
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Obr. 27 Schématické znazornéni bioreaktoru [63]

2.6.1.1 Vsadkovy bioreaktor

Toto usporadani je u fermentort nejbéznéjsi. Do reaktoru se vlozi fermentaéni médium
a inokulum. Po nastaveni Zzadanych podminek (ziskanych nejcastéji pfi optimalizaci) zde
roste biomasa a dochazi k produkci zadanych metaboliti. Po dosazeni zadanych parametru
nebo spotiebovani substratu se proces prerusi, fermentor se vyprazdni a pfipravi pro novou
vsadku.

Mezi vyhody tohoto usporadani patfi moznost sterilizace média, redukce nebezpedi
kontaminace a mutace, snadna zména reakeénich podminek vsadek, relativné mala spotfeba
média a inokula. Hlavni nevyhodou je €asova ztrata, nebot fermentor se musi vyprazdrovat,
gistit a znovu pinit. Casova ztrata také vznika v disledku lag-faze na poéatku kazdé vsadky.

Idealni by bylo, kdyby vstupy nastfikem byly nulové. Toho ovSem nejde dosahnout, jelikoz
jsou do reaktoru bé&hem procesu vnaseny dalSi komponenty (napf. kyselina, zasada,
odpénovaci ¢inidlo,...) a pfi aerobni kultivaci také aeracni plyn (nej¢astéji vzduch).
PFi vypoctech se ale predpoklada, ze nastfiky a odtoky jsou nulové [64].
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2.6.2 Rustova krivka

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

Lag-faze: Nastava adaptace na nové prostiedi. BEéhem této faze se bunky nemnozi,
ale mize dochazet k odumirani starSich. Také dochazi k tvorbé potfebnych enzymu a buriky
zvétSuji svij objem. Délka lag-faze je zavisla na slozeni prostredi, zejména velikost a stafi
inokula a na podminkach, do kterych je mikroorganismus zao¢kovan.

Faze zrychlujiciho se ristu: V této fazi je kultura plné pfizplisobena a buriky se zacinaji
mnozit s narustajici rychlosti déleni. ZvySuje se intenzita metabolismu a také nastava vysoka
citlivost na nepfizniveé vlivy prostredi.

Exponencialni faze: Pfi exponencidlni fazi nastava intenzivni mnozeni 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 rastu: RozmnoZovani bunék a metabolismus se postupné
zastavuji. Rychlost déleni se snizuje v dusledku vy€erpani zivin a hromadéni metabolitd.

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

Faze postupného odumirani: ZvySuje se Ubytek bunék (pfevaha nad pfirGstkem)
a rychlost déleni klesa pod nulovou hodnotu [65].
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Obr. 28 Faze ristové krivky [66]

2.6.3 Kaultivace inokulaéniho média

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

48 hodin.

Kultivace probihala bez vnéjSiho zésahu

2.6.4 Kultivace ve fermentoru

Bilkoviny ze syrovatkového média byly vysrazeny 0,5 mol.I'" kyselinou sirovou (Uprava pH
na hodnotu asi 4,6) a naslednym povafenim po dobu 20 minut ve vodni lazni 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 rast. Na zaockovani bylo pouzito
200 ml inokula. Kultivace probihala do stacionarni faze. Jednotlivé vzorky byly stanoveny

turbidimetricky i vazkové.

50



2.6.4.1 Vypocet bioinZzenyrskych charakteristik

Z hodnot koncentrace biomasy byly vypocitany zakladni bioinzenyrské charakteristiky
(mérna rastova rychlost, produktivita a vytéZznostni koeficient).

Pro vypocet mérné rustové rychlosti je linearizovan vztah c=cy .eMt, kde c vyjadiuje
koncentrace biomasy v jednotlivych odbérech v exponencidlni fazi, ¢, je koncentrace
na pocatku exponencialni faze, u je mérna rlstova rychlost a t vyjadfuje ¢as jednotlivych
odbérd v exponencialni fazi. Po linearizaci dostaneme vztah Inc=Incy +(u-t), do grafu
vyneseme funkci f(t)=Inc, body prolozime linearni regresi. Z rovnice regrese zjistime

hodnotu mérné rustové rychlosti, ktera je vyjadiena jako smérnice pfimky [64].
Produktivita byla vypocitana dle vzorce pzcic’ kde dc je rozdil koncentraci na konci

a poc¢atku exponencialni faze a tje €as, ve kterém nastava konec exponencialni faze [64].

Vytéznostni koeficient Yy se vztahuje na mnozstvi substratu, coz v tomto pfipadé byly
redukujici cukry. Pro vypoclet byl pouzit vztah Yy, g =ZC =, kde dc je rozdil koncentraci
s

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

na konci a poCatku exponencialni faze [64].

2.6.5 Testovani biodegradace syrovatky

Mira utilizace syrovatky byla posuzovana analytickymi metodami stanovujicimi koncentraci

redukujicich cukru (laktosy).

51



3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Kalibrace redukujicich cukru

Kalibragni kfivka byla sestrojena z hodnot absorbance ziskanych proméfenim kalibracnich
roztok(. Hodnoty absorbance jsou uvedeny v Tabulka 8 a vyneseny do Graf 1. Z rovnice

linearni regrese byly vypogcitany koncentrace redukujicich cukrd ve vzorcich.

Graf 1 Zavislost absorbance na koncentraci redukujicich cukrd
Kalibrace redukujicich cukra
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3.2 Kalibrace CHSK

Kalibragni kfivka byla sestrojena z hodnot absorbance ziskanych proméfenim kalibracnich
roztok(. Hodnoty absorbance jsou uvedeny v Tabulce 9 a vyneseny do Graf 1. Z rovnice
linearni regrese byly vypocitdny koncentrace oxidovatelnych latek ve vzorcich.

L e !s|;!i:![g.!_|!iggg;!l|g||f_l g i

Obr. 29 Kalibracni 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 €, 65 C,
70 €) a pH kultiva ¢niho média (5, 6, 7, 8, 9) na rust mikroorganismu. Pfi vyhodnocovani byl
bran ohled na koncentraci biomasy a na CHSK. Koncentrace redukujicich cukrii nebyla
zohlednéna, jelikoz v pribéhu ristu dochazelo ke $tépeni laktosy a utilizaci jednodussSich
sacharidu v syrovatce, coz ovliviiuje koneénou koncentraci redukujicich cukrd. Rustové

krivky byly nasledné sledovany pfi stanovenych optimélnich podminkach.

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 pfi optimalizaci teploty
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Srovnanim koncentraci biomasy pfi optimalizaci teploty byla zjisténa pro vSechny

mikroorganismy optimalni teplota 70 €.

Graf 4 Srovnani koncentrace biomasy pii optimalizaci pH
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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 zplsobeny chybou méfeni), z tohoto divodu bylo stanoveno optimalni pH na hodnotu

7,5. Optimalni hodnota pH pro Thermus aquaticus je 7.
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3.3.2 Chemicka spotieba 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 pfi optimalizaci teploty

CHSK - optimalizace teploty

CCM 2566 CCM 2809 CCM3486 CCM4465

Srovnanim koncentraci oxidovatelnych latek pfi optimalizaci teploty byla zjisténa
pro véechny mikroorganismy optimalni teplota 70 €. Tyto vysledky se shoduji s hodnotami

ziskanymi pfi stanoveni biomasy.

Graf 6 Srovnani koncentrace oxidovatelnych latek pfi optimalizaci pH

CHSK - optimalizace pH

CCM2809  CCM 3486
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Srovnanim koncentraci oxidovatelnych latek pfi optimalizaci pH bylo zjis§téno, ze pro
Geobacillus thermodenitrificans a Thermus scotoductus je optimalni pH 7, ovSem 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 cukrt

Koncentrace redukujicich cukrd byla stanovena metodou podle Somogyiho a Nelsona.
V8echny 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 dlvodu malych rozdilG 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

- Bt=60C
=) Wt=65€
o Ot=70C
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Graf 8 Srovnani koncentrace redukujicich cukri pii optimalizaci pH

Redukujici cukry - optimalizace pH

BpH=5
-- |HpH=6
OpH=7
-- |@pH=8
EpH=9

O T CccmM2566  CCM2809  CCM 3486 CCM 4465

3.4 Stanoveni ristovych krivek

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

absorbance mérené pri 600 nm (Agy) Na Case a jako zavislost koncentrace biomasy na Case.

3.4.1 Srovnani rustovych krivek zastupct rodu Geobacillus

Hodnoty absorbance a koncentrace biomasy ziskané v pribéhu kultivace ve fermentoru
pfi 70 €, pH = 7,5, 150 ot.min " a vzdusnéni 0,5 L.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 exponencialni faze probihala od 1. do 13. hodiny
kultivace. Nésledovala stacionarni faze, ktera trvala 6 hodin. Druhd exponencialni faze
probihala od 19. do 25. hodiny. Od 26. hodiny se kultura vyskytovala ve stacionarni fazi
rustu.

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. Nésledovala stacionarni faze, ktera trvala 7 hodin. Druhd 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 spocitany mérné rlstové 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: u4 =01039h”"

0,96-0.26

13

_ 096-026
55,143 — 69,338

P =0,0538g-1~'-h"

Yy, s = =0,0438¢g-g”"

o 2. exponencialni faze: u, =0,0267 ht

po = 117101 _ 00064 g-1"".n~"
117 - 101 y
Yy o= otf=h =0,0039 g-
X/S =" 5336994180 9-9
- @Geobacillus thermocatenulatus
o 1. exponencialni faze: 4 =0,0604h™
p1 = 063-029 _ 060 g™t
0,63 0,29 p
Yy amme = ’ =0,0274g-
X8 =" 0675339174 99
o 2. exponencialni faze: u, = 0,0340 h™
0,79 - 0,68 R
=200 - 0,0044 g-17 1 -h
P2 o5 g
0,79 -0,68 p
Yy/g=—— " ’ =0,0034 g-
XI5 =" 35605 67,564 99
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Graf 9 Srovnani ristovych kiivek zastupct rodu Geobacillus jako zavislost absorbance na ¢ase
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Graf 10 Srovnani ristovych kfivek zastupcu rodu Geobacillus jako zavislost koncentrace biomasy
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Srovnanim rastovych kfivek mikroorganismi rodu Geobacillus bylo zjisténo, ze narast

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

nameéfeny vySSi hodnoty absorbance i koncentrace biomasy, z ¢ehoz Ize vyvodit, Ze

pro tento mikroorganismus je slozeni kultivaéniho média vhodnéjsi.
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3.4.2 Srovnani rustovych krivek zastupct rodu Thermus

Podminky kultivace se u zastupcl tohoto rodu liSily v hodnoté pH. Obé kultivace probihaly
pfi 70€, 150 ot.min ' a vzdusnéni 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 pribéhu 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 nepfeséhly 1).

Z grafu zavislosti absorbance na Case a koncentrace biomasy na Case pro Thermus
aquaticus bylo zjisténo, Ze exponencialni faze probihala od 4. do 27. hodiny kultivace.
Nasledovala stacionarni faze rastu od 28. hodiny.

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

Pro oba mikroorganismy byly spocitany mérné rlstové 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 u=00667h"

p=23"0% 4067049171 1"

2,35-0,45

Yy g =— =00674g-g
XIS =7 43902 -72,081 9-9

- Thermus scotoductus
o u=00626h"
p= 2,69-057
27

2,69-057 -
Y = — ’ ’ = 0,1 343 N
XIS 92,369 -108,149 9-9

=0,0785g-1~"-h~"
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Graf 11 Srovnani ristovych kfivek zdstupct rodu Thermus jako zavislost absorbance na ¢ase
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Graf 12 Srovnani ristovych krivek zastupcl 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 kultivaénim médiu narostlo vice bunék tohoto mikroorganismu.
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3.4.3 Srovnani rastovych krivek rodii Geobacillus a Thermus

V Grafech 13, 14 je graficky zpracované srovnani rustovych kfivek jako zavislost
absorbance na ¢ase a koncentrace biomasy na ¢ase rodu Geobacillus a Thermus. U rodu
Thermus nebyly hodnoty absorbance podélené fedénim, aby byl zfejmy rozdil narustu.

U rodu Geobacillus byly pozorovany dvé exponencialni faze rustu, u rodu Thermus byla
pozorovana pouze jedna. Tento rozdil mize byt zplUsoben odliSnym enzymatickym
vybavenim bunék. Dle mého nazoru, obsahuji buriky zastupci rodu Geobacillus mensi
mnozstvi enzymu schopnych $tépit laktosu obsazenou v syrovatce. Z tohoto divodu nastala
prvni stacionérni faze jiz ve 14. hoding, ve které mikroorganismy produkovaly sekundarni
metabolity vyuZzitelné pro dalSi rlst (2. exponencialni fazi rdstu).

Je téz zifejmé, ze syrovatka je vhodnéjsi kultivatni médium pro rod Thermus, coz dokazuji

vy§8i hodnoty absorbance i koncentrace biomasy.

Graf 13 Srovnani rastovych kiivek zastupct rodt Geobacillus a Thermus jako zavislost absorbance

na case
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Graf 14 Srovnéni ristovych krivek zdstupct rodu Geobacillus a Thermus jako zavislost koncentrace

biomasy na ¢ase
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3.5 Stanoveni utilizace syrovatky v pribéhu ristu

V pribéhu rustu jednotlivych mikroorganismu byla sledovana mira utilizace syrovatky

analytickou metodou stanovujici koncentraci redukujicich cukru.

3.5.1 Srovnani utilizace syrovatky v pribéhu rustu - rod Geobacillus

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

Z Graf 9 a 10 je patrné, ze u Geobacillus thermodenitrificans probihala do 13. hodiny
prvni exponencialni faze rastu. Tato skute¢nost je zfejma také na Grafu 15, pfi exponencialni
fazi dochazi k postupnému spotifebovavani jednoduchych sacharidi. Od 14. hodiny
do 19. hodiny mikroorganismy pfeSly do faze stacionarni, ve které S&tépily laktosu.
Od 19. hodiny opét doSlo k nardstu rychlosti mnozeni mikroorganismi a tim padem se
snizovala koncentrace redukujicich cukrll, a to do 25. hodiny. Mirné rostouci hodnoty
koncentrace redukujicich cukrd ve druhé stacionarni fazi byly zfejmé zpusobeny tvorbou
sekundarnich metabolitd, které mohly byt dale vyuzity k rastu. Treti 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
témer totozny a odpovida rustovym kfivkam na Grafech 9 a 10.
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Graf 15 Srovnani redukujicich cukri v prabéhu rastu zastupcl rodu Geobacillus jako zavislost

koncentrace na ¢ase
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3.5.2 Srovnani utilizace syrovatky v pribéhu rustu - rod Thermus

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

Z Grafu 11 a 12 je patrné, Ze u Thermus aquaticus probihala od 5. hodiny do 27. hodiny
exponencialni faze rastu. Tato skute¢nost je zfejma také na Grafu 15, pfi exponencialni fazi
dochazi k postupnému spotfebovavani jednoduchych redukujicich sacharidi. Od 28. hodiny
mikroorganismy preSly do faze stacionarni, ve které zifejmé Stépily laktosu a vznikaly
redukujici cukry, jejichz koncentrace rostla az do 32. hodiny. Nasledujici pokles jejich
koncentrace je zpusoben vyuzivanim cukru k zajisténi viability bunék. | kdyz v kultivacnim
médiu byl jist¢ dostate¢ny obsah vyuzitelnych sacharidl, k dalS§imu ristu nedoslo, a to
z davodu vycerpani jinych zivin v substratu.

U Thermus scotoductus je pribéh spotfeby a tvorby redukujicich cukri témér totozny
a odpovida rastovym kfivkam na Grafech 11 a 12.
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Graf 16 Srovnani redukujicich cukri v pribéhu rastu zastupctu rodu Thermus jako zavislost

koncentrace na ¢ase
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3.6 Bioinzenyrské charakteristiky ziskané z BioCommand

Software BioCommand dodavan k fermentoru BioFlo®/CelliGen™ 115 zaznamenava data
v prubéhu kultivace a ihned je zakresluje do grafli dle zadanych parametrid. Na Obr. 30 je
mozno vidét vzorové grafy prabé&hu zmény koncentrace kysliku, zmény pH a mnozstvi
pfidanych roztokd 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 odbéru pfi gravimetrické analyze
koncentrace biomasy. V8echny zkoumané mikroorganismy maji enzymatické vybaveni
schopné $tépit laktosu na jednodu$sSi monosacharidy (D-galaktosa a D-glukosa). Na pocatku
rustu mikroorganismy spotfebovavaji ze substratu Iépe vyuzitelné zdroje energie a uhliku
a dochazi taktéz k enzymatickému Stépeni laktosy a naslednému vyuziti t€pnych produkta.
Stacionarni faze se vyznaCuje opétovnym Stépenim zbytkového mnozstvi lakitosy
k zabezpeceni fyziologickych pochodu bunék, ovSem limitace jinymi Zivinami v substratu
zabranuje dalSimu rdstu mikroorganismu.

Pfed studiem rastovych kfivek byly optimalizovany podminky ristu jednotlivych
mikroorganismu (teplota, pH). Optimalizace byla vyhodnocena z hlediska koncentrace
biomasy a CHSK. Koncentrace redukujicich cukrd nebyla pfi vyhodnocovani optimalizace
zohlednéna.

Optimalni teplota rastu vSech mikrobialnich kultur byla stanovena na hodnotu 70 €.
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 prabéhu rustu vyskytly dvé exponencialni faze.
Mezi nimi nastala stacionarni faze, v prubéhu které byla lakiosa $tépena na jednodussi
redukujici sacharidy vyuzitelné pro rust ve druhé exponencidlni fazi. Grafy znazornujici
pribéh spotfeby a tvorby redukujicich cukrd odpovidaji ristovym kfivkam.

U Geobacillus thermodenitrificans nastaly exponencialni faze ristu v rozmezi od 1. do 13.
hodiny a od 19. do 25. hodiny kultivace. U obou exponenciélnich fazi byly spocteny zakladni

bioinzenyrské charakteristiky: méma ristova rychlost sy =01039h™ a u, =00267h",
produktivita  py =0,0538 g~|‘1 h!oa po =0,0064 g~|‘1 h vytéznostni  koeficient

Yi(x/s)=00438 -9 a Yo (x,5)=00039g-g".
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Pro Geobacillus thermocatenulatus bylo zjisténo, Ze prvni exponencialni faze probihala
od 1. do 13. hodiny kultivace a druha exponenciélni faze probihala od 20. do 25. hodiny.

Bioinzenyrské charakteristiky zde nabyvaji hodnot: mérna rastova rychlost 4 =0,0604 ht
a o =00340 h™', produktivita p; =0,0262g-17'-h™" a p, =0,0044 g-17"-h~", vyt&znostni
koeficient Yi(x,s) =00274g-g™" a Ya(x,5)=00034g-g".

Srovnanim ristovych kfivek a porovnanim vypoctenych hodnot charakteristik
u mikroorganismu rodu Geobacillus bylo zjisténo, ze narist mnozstvi bunék v exponencialni
fazi neni pfili§ strmy. U Geobacillus thermodenitrificans byly naméreny vy$8i hodnoty
absorbance i koncentrace biomasy, z ¢ehoz lze vyvodit, Ze pro tento mikroorganismus
je slozeni kultivaéniho média vhodnéjSi. Tento fakt potvrzuji i hodnoty bioinZzenyrskych
charakteristik.

U obou zastupcu rodu Thermus se v prubéhu ristu vyskytla pouze jedna exponencialni
faze. Grafy znazorfujici pribéh spotfeby a tvorby redukujicich cukrd odpovidaji rdstovym
kfivkam.

U Thermus aquaticus nastala exponencialni faze rlstu v rozmezi od 4. do 27. hodiny
kultivace. Byly spocteny zakladni bioinzenyrské charakteristiky: mérna rdstova rychlost

£=00667h"',  produktivita ~ p=00704g-1""-h™" | vytéZnostni  koeficient

Yx,5 =00674g-g7.
Pro Thermus scotoductus bylo zjisténo, exponencialni faze probihala od 5. do 27. hodiny
kultivace. Vypoctené bioinZzenyrské charakteristiky nabyvaji u tohoto mikroorganismu hodnot:

mérna rustova rychlost u=0,0626 h, produktivita p=0,0785 g~|‘1 hT vytéznostni

koeficient Yy, g =01343g-g™".

U Thermus scotoductus byly naméreny vys8i hodnoty absorbance i koncentraci biomasy,
z ¢ehoz Ize vyvodit, Ze v kultivaénim médiu narostlo vice bunék tohoto mikroorganismu.

Mikrobialni rist je ovlivnén fadou faktort. Vedle teploty rustu a pH kultivaéniho média se
jedna o inhibici substratem, kyslikovou limitaci a v neposledni fadé je rist zavisly na slozeni
kultivaéniho média. Dostupnost Zzivin ze syrovatky zavisi na puavodnim slozeni mléka,
charakteru srazeni mléka, teploté pasterace, stupni zfedéni syrovatky vodou a stupni
fermentace laktosy. Jelikoz vyroba kazdého mlééného produkiu vyZaduje ruzné
technologické procesy, tak i vznikajici odpadni syrovatka ma odlisné slozeni
a fyzikalné-chemické vlastnosti.
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POUZITE ZKRATKY A SYMBOLY

A absorbance
c gl koncentrace )
CCM Czech collection of microorganisms (Ceska sbirka mikroorganismu)

CHSK [g1] chemicka spotfeba kysliku
CHSKc: [gl']  chemicka spotieba kysliku dichromanem draselnym

COD chemical oxygen demand

EU Evropska unie

HSP heat shock proteins (proteiny teplotniho Soku)
nlh™ mé&rna rdstova rychlost

mil. milion

oD optical density (opticka hustota)
otmin™ otaéky za minutu

Plgl"h™] produktivita

PVC polyvynilchlorid

rRNA ribozomalni kyselina ribonukleova
spol. s r.o. spole¢nost s ru¢enim omezenym
Yws[gg'l vytéznostni koeficient
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PRILOHY

Tabulka 8 Hodnoty absorbance kalibracnich roztokd pri stanoveni redukujicich cukri

clg.l'1]| 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45 0,50
As3zo 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 roztoku pfi stanoveni CHSK
c[g.I"] 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 | 0,129 | 0,150 | 0,173 | 0,181
Tabulka 10 Koncentrace biomasy pri optimalizaci teploty
clg.l"
60C |65€C [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 pfi optimalizaci pH
clg.l"]
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 pri optimalizaci teploty
clg.l]
60 © 65 C 70 C
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 pfi optimalizaci pH
clg.
pH=5 pH=6 pH=7 pH=28 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 cukri pri optimalizaci teploty

c[g.I"]
60 © 65 © 70 €
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 cukri pfi optimalizaci pH

clg.l]
pH=5 pH=06 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 prabéhu ristu Geobacillus

thermodenitrificans

gas [h] Asoo clg.l"] | &as[h] Asoo c[g.1M]
0 0,02 0,20 23** 0,78 1,15
1* 0,04 0,26 24** 0,82 1,18
o* 0,10 0,40 D5** 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
DO** 0,76 1,08

* - prvni exponencialni faze rastu

** - druhd exponencialni faze rlstu
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thermocatenulatus

Tabulka 17 Hodnoty absorbance a koncentrace biomasy v prabéhu ristu Geobacillus

* - prvni exponencialni faze rastu

** - druhd exponencialni faze rlstu

gas[h] | Aeo | clg."] | cas[h] | Aso | clg.l]
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
22** 0,64 0,72

Tabulka 18 Hodnoty absorbance a koncentrace biomasy v prabéhu ristu Thermus aquaticus

gas [h] Asoo clg.l"] | &as[h] Asoo c[g.1M]

0 0,11 0,49 23* 0,73 257

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 o7+ 0,87 2,69
5* 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
9* 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 0,90 252
21+ 0,64 2,39 45 0,87 2,63
20+ 0,75 245 46 0,88 2,57

* - exponencidlni faze rlstu




Tabulka 19 Hodnoty absorbance a koncentrace biomasy v prubéhu ristu Thermus scotoductus

Tabulka 20 Hodnoty absorbance a koncentrace redukujicich cukri v prabéhu ristu Geobacillus
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cas [h] Aso0 clgl'] | cas[h] As00 clg.]

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
5* 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
8* 0,10 0,86 31 0,58 2,32
9* 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

* - exponencidlni faze rlstu

thermodenitrificans

gas[h] | Asso | clg.l"] | ¢as[h] | Asso | clg.l’]
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 cukri v prabéhu ristu Geobacillus

thermocatenulatus

gas [h] Asso clg.l"] | &as[h] Aszo c[g.1M]
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

Tabulka 22 Hodnoty absorbance a koncentrace redukujicich cukrd v prabéhu rastu Thermus

aquaticus

gas [h] Asso clg.l"] | &as[h] Aszo c[g.1M]
0,125 | 92,369 23 0,052 | 51,229
0,121 | 90,115 24 0,048 | 48,974
0,115 | 86,734 25 0,043 | 46,156
0,102 | 79,407 26 0,041 | 45,029
0,105 | 81,098 27 0,039 | 43,902
0,089 | 72,081 28 0,052 | 51,229

0,083 | 68,699 29 0,063 57,428
0,078 | 65,881 30 0,071 61,936
0,075 | 64,191 31 0,076 | 64,754
0,083 | 68,699 32 0,095 | 75,462
0,073 | 63,064 33 0,086 | 70,390

0,071 61,936 34 0,079 66,445
0,069 | 60,809 35 0,076 | 64,754
0,062 | 56,864 44 0,078 | 65,881
0,055 | 52,919 45 0,081 67,572
0,049 | 49,538 46 0,077 | 65,318

NININ| 22| |~|o|u|s|w|v|—~|o
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Tabulka 23 Hodnoty absorbance a koncentrace redukujicich cukrd v prabéhu rastu Thermus

scotoductus
gas[h] | Assp | clg.l"] | ¢as[h] | Asso | clg.l”]
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 exponencidlnich fazich a vypoc¢et mérné ristové rychlosti
pro CCM 2566

f (t) = In c (CCM 2566)
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Graf 18 Linearizace koncentrace biomasy v exponencialnich fazich a vypoc¢et mérné ristové rychlosti
pro CCM 2809

f (t) = In ¢ (CCM 2809)
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Graf 19 Linearizace koncentrace biomasy v exponencialni fazi a vypoc¢et mérné ristové rychlosti pro
CCM 3486

f (t) = In c (CCM 3486)
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Graf 20 Linearizace koncentrace biomasy v exponencialni fazi a vypoc¢et mérné ristové rychlosti pro
CCM 4465

Inc
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