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Vyroba fermentovaného napoje z mlata

Souhrn

Tato diplomova prace se zabyvala vyrobou nového kvaseného napoje za vyuziti
pivovarského mlata. Mlato je zdrojem cennych latek, obsahuje vysoké mnozstvi vlakniny,
zejména celulozy. Diive se mlato vyuzivalo hlavné ke zkrmovani hospodaiskymi zvifaty nebo
se ukladalo na skladky. Dnes muze byt mlato alternativné vyuzivano v recyklaci a opétovném
pouziti prumyslovych odpadi diky rozvoji novych technologii. Vzhledem ke stabilni
produkci mlata pivovary je snaha 0 nalezeni dalSich moznosti jeho vyuziti.

Prakticka ¢ast byla zaméfena na ptipravu fermentovanych napoji z mlata za pouziti
riznych produkénich mikroorganismi a charakterizaci vyslednych produktti pomoci
stanoveni celkovych polyfenolt, obsahu ethanolu a dalsich tékavych latek vzniklych béhem
procesu fermentace. Cilem této prace bylo zjistit, zda je mozné vyrobit fermentovany napoj
z pivovarského mlata za pouziti specifickych mikroorganismii schopnych Stépit
vysokomolekularni polysacharidy (zbytky skrobu, celuldza) ptitomné v mlat¢ a nahradit tak

Vv soucasnosti nutny krok chemické hydrolyzy.

Klic¢ova slova: destilace, kvaSeni, hlubokoprokvasujici kvasinky



Production of fermented beverage from the spent grain

Summary

This thesis was concerned with the production of a new fermented beverage using
brewers' spent grain. Spent grain is a source of valuable substances, it contains high amount
of fibre, especially cellulose. In the past, spent grain was mainly used for feeding livestock or
landfilled. Today, thanks to the development of new technologies, spent grain can be used
alternatively in the recycling and reuse of industrial waste. Due to the stable production of
spent grain by breweries, efforts are being made to find further possibilities for its use.

The practical part was focused on the preparation of fermented beverages from the
spent grain using different production microorganisms and on the characterization of the final
products by determination of total polyphenols, ethanol content and other volatiles produced
during the fermentation process. The aim of this work was to investigate whether it is possible
to produce a fermented beverage from brewers' spent grain using specific microorganisms
capable of breaking down the high-molecular-weight polysaccharides (starch residues,
cellulose) present in the spent grain, thus replacing the currently necessary chemical

hydrolysis step.

Keywords: distillation, fermentation, deep-fermenting yeast
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1 Uvod

Pivovarstvi je celosvétové rozsitené primyslové odvétvi. Pivovary produkuji velké
mnozstvi odpadii, nejhojnéjsi predstavuje mlato, které tvoii pfiblizn€ 85 % celkovych
vyprodukovanych vedlejSich produktii. Mlato je dostupné za minimalni naklady po cely rok,
primérnd ro¢ni celosvétova produkce mlata se odhaduje piiblizné na 39 milion tun.
Vzhledem Kk jeho nizké cen¢ a dostupnosti je mlato zajimavou surovinou, ktera ma potencial
K pouziti v riiznych oblastech pramyslu

Diive se mlato vyuzivalo hlavné ke zkrmovani hospodairskymi zvifaty nebo se ukladalo
na skladky. Dnes muize byt mlato alternativné vyuzivano Vv recyklaci a opétovném pouziti
primyslovych odpadi diky rozvoji novych technologii. Mlato lze aplikovat v mnoha
primyslovych odvétvi. Vzhledem k vysokému mnozstvi vlakniny, bilkovin a dalSich cennych
latek, jako jsou fenolické slouceniny, vitaminy a mineralni latky, ma mlato cetné¢ vyuziti
V potravinaiském prumyslu, kde pifedstavuje plnohodnotnou surovinu v mnoha vyrobcich,
jako je pecivo, sladké i slané pochutiny, téstoviny, dédle také v masnych vyrobcich nebo
jogurtu.

Diky vysokému obsahu vlakniny, zejména celulézy, je mlato eventualné moznou
surovinou K vyrobé fermentovaného napoje. Cilem této prace bylo zjistit, zda je mozné
vyrobit fermentovany népoj z pivovarského mlata za pouziti specifickych mikroorganismu
schopnych stépit vysokomolekularni polysacharidy (zbytky Skrobu, celul6za) pritomné
v mlaté a nahradit tak v soucasnosti nutny krok chemické hydrolyzy.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem této diplomové prace bylo stanovit, zda je mozné vyrobit fermentovany napoj
Z pivovarského mlata s vlastnostmi, které¢ by byly srovnatelné s charakteristikami béznych
fermentovanych napoji.

Hypotéza: pii pouziti vhodnych mikrobidlnich kultur lze mlato zkvasit na napoj
obsahujici ethanol.



3 Literarni reSerse
3.1 Milato

Pivovarské mlato (BSG) je definovano jako zbytek po odd€leni mladiny béhem procesu
vateni piva (Santos 2013). Obsahuje pluchy, oplodi a obaly vnéjSich vrstev zrn jeCmene
a dalSich obilovin obsahujici ziviny, které nejsou extrahovany béhem sladovani a rmutovani
(Bianco et al. 2020). BSG je nejvyznamnéjsi vedlejsi produkt pivovarnického pramyslu
a predstavuje pfiblizné¢ 85 % z celkového mnozstvi vyprodukovanych vedlejsich produkti
(Mussatto et al. 2006). Ze 100 kg sladu lze ziskat 100-130 kg Cerstvého mlata, coz vychazi na
21-22 kg BSG na hektolitr uvareného piva (Bianco et al. 2020).

Primérna ro¢ni celosvétova produkce BSG se odhaduje priblizn€ na 39 miliont tun,
pficemz asi 3,4 miliond tun je vyprodukovdno v Evropské unii (Lynch et al. 2016).
V minulosti se mlato vytvofené¢ pivovarskou c¢innosti vyuzivalo hlavné ke zkrmovani
hospodatskymi zvifaty, v mensi mife také k vyrobé bioplynu nebo bylo uloZeno na skladku
(Bianco et al. 2020). Mlato je dostupné za minimalni naklady po cely rok a je produkovano ve
velkém mnozstvi nejen velkymi, ale i malymi pivovary (Mussatto 2014). BSG je také velmi
cennou surovinou z pohledu nutriéni hodnoty. Obsahuje vysoké mnozstvi vlakniny, bilkovin
a dalSich cennych latek. BSG se pro vSechna tato pozitiva stdva zajimavou surovinou, kterad
ma potencial v pouZiti v riznych prumyslovych odvétvich (Mussatto 2014).

3.2 Produkce

Mlato vznika pfi vyrobé piva, jednotlivé kroky vedouci k ziskani mlata jsou zndzornéné
na Obrazku 1. Predstavuje nerozpustné zbytky rozemletych sladovych zrn, které byly
oddéleny od sladiny v pribéhu scezovani. Slad, ktery je hlavni surovinou pro vyrobu piva, se
vyrabi v n€kolika krocich: ¢iSténi a tfidéni, maceni, kliceni a hvozdéni.

Pfed samotnou vyrobou sladu je potieba zbavit jemen necistot a jinych nezadoucich
¢astic, jako je pisek, kaménky, jina zrna, pluchy, rizné ulomky zrn, slamy, dieva, kovovych
¢astic apod. Dale se je¢men tfidi podle velikosti zrn. Tyto procesy jsou velice dilezité
k vysledné kvalité sladu.

Prvotnim a velmi vyznamnym technologickym usekem vyroby je maceni jeCmene, které
trva vétSinou po dobu 3 dnt, béhem kterych je tieba je¢nym zrnim dodavat vzduch pomoci
provzdusnéni nebo vzdusnych piestavek. Cilem maceni je zvysit obsah vody Vv jemenu az na
48 % (pro svétly slad na 40-44 %, pro tmavy slad 4548 %). Po maceni nasleduje proces
kliceni. Doba kli¢eni je rtzna, trva, dokud kli¢ky nemaji 3/4 délky zrna, ptiblizné je to asi
5 dni. Pti klieni dochazi k aktivaci enzymu. Cilem hvozdéni je zastavit vSechny vegetacni
procesy (pfedevSim kli¢eni), zastavit aktivaci enzymu, snizit mnozstvi vody a vytvofit
chutové, barevné a oxidacné-redukeni laky odpovidajici typu sladu. Hvozdéni se déli do tii
fazi: rastova, kdy sladové zrno obsahuje vice nez 20 % vody a je schopné dalsiho kliceni.
Nésledné enzymové, kdy obsah vody je pod 20 %, zastavuji se vegetacni procesy, ale
enzymové pokracuji. A posledni chemicka, kdy se obsah vody dostava pod 10 %, zastavuji se
enzymové reakce a vznikaji chutové a barevné latky (Basafova 2015).
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Obrazek ¢. 1: Schematické znazornéni procesu ziskani BSG z pfirodniho je¢mene (Mussato et
al. 2006)
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3.2.1 Mileti

Vyroba piva za¢ind mletim neboli Srotovanim sladovych zrn. Jedna se 0 mechanicky
proces, pii kterém se drti endosperm, aby se zpiistupnil pro fyzikalné-chemické a enzymové
reakce pii vyrobé mladiny, zaroven se ale musi co nejméné poskodit celistvost pluch. Zptsob
mleti se vybira dle zatizeni, které je k dispozici pro scezovani (Basatova et al. 2021).

Mezi zékladni zplGsoby mleti patii: mleti za sucha, mleti za sucha s oddélenim
jednotlivych frakei, mleti s kondicionovanim, pti kterém se slad zvlh¢i tlakovou vodou ¢i
parou pied samotnym mletim, anebo také piiprava velmi jemného moucnatého Srotu. Tento
postup se vyuziva pro specialni vakuové filtry uréené k oddélovani mlata (Basatova et al.
2021). Ke $rotovani se vyuzivaji dvouvalcové az Sestivalcové srotovniky (Chladek 2007).

3.2.2 Vystirani

Vystirani je proces smiseni sladového srotu a vody, vznikld smés se nazyva vystirka.
Pii vystirani je velmi dilezité, aby byl slad dikladné rozmichan, aby na povrchu nezistavaly
nerozmocené zbytky sladového Srotu. RozliSuji se dva typy vystirdni: studené a teplé. Studené
probiha pfi teploté vody pod 20 °C, kdy se ptedpoklada uvoliiovani dusikatych latek za delsi
Casovy usek. Teplé vystirani probiha pfi teploté vody 35-38 °C a je typické pro vyrobu
Ceskych piv. Délka vystirani je pfiblizné 10-30 minut dle pouzitého postupu (Basafova et al.
2021).

3.2.3 Rmutovani

Po vystirani nasleduje proces rmutovani, béhem kterého se smés sladového Srotu
enzymy jsou o-amylaza a B-amylaza, které jsou zodpovédné za Stépeni Skrobu na zkvasitelné
sacharidy. Po ukonceni zcukteni Skrobu je rmutovani ukonceno zahtatim smeési na 78 °C za
ucelem denaturace zbyvajicich enzymu a zastaveni jejich aktivity (Jackowski et al. 2020).

3.2.4 Scezovani

Po skonceni rmutovani za¢ina faze scezovani, kdy se sladina oddéluje od mlata. Tento
proces probihd ve scezovaci kadi, kterd je vybavena perforovanym (jalovym) dnem. Po
napusténi dila mlato sedimentuje na dno scezovaci kad¢ a vytvaii vrstvu vysokou 20-30 cm,
pies kterou protéka sladina. Dokud je sladina kalnd, vraci se zpét do scezovaci kadé, Cird
odtéka do mladinové panve. Po ukonceni stékani sladiny dochézi k vyslazovani, béhem
kterého se mlato skrapi horkou vodou, aby se snizil obsah sacharidii zachyceny v mlaté
(Chladek 2007).
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3.3 Uchovani mlata

Mokré pivovarské mlato obsahuje cca 80 % vody spolu se zkvasitelnymi cukry, coz ho
¢ini nestabilnim a nachylnym k mikrobiologickému znehodnoceni (lvanova et al. 2017),
pfiemz ¢im vysSsi je obsah vody v mlaté, tim horsi je jeho stabilita (Jedlicka 2017). Chetrariu
& Dabija (2020) uvadéji skladovatelnost mlata 7-10 dni, ale dle Preissinger et al. (2008) je
aerobni stabilita mlata 2-3 dny a v teplém ro¢nim obdobi jen 1,5 dne. Silazované mlato vydrzi
vV dobrém stavu az 6 mésicl. Pro dlouhodobé skladovani se doporucuje BSG konzervovat
(Jedlicka 2017).

3.3.1 Skladovani

Dlouhodobé uchovani mlata ptindsi vyhody zejména v zimnich mésicich, kdy krmiva
pro hospodaiska zvifata je podstatné méné. Lze vytvorit dostatek zasob pro obdobi s nizkou
produkci mlata, aniz by bylo pferuseno nebo omezeno mnozstvi mlata v krmné davce. Krmna
davka je po celou dobu viceméné stejnd a nedochézi k vyraznym zmeénam. Zaroven lze ziskat
mlato za niz$i cenu v letnim obdobi oproti zimnimu. Ve srovnani se suSenym mlitem je
ekonomicky vyhodnéjsi (Mraz Agro 2018).

Mlato se bézné skladuje v polyetylenovych vacich ¢i v silaznich zlabech, kde je
oSetieno konzervanty a anaerobné utésnéno. Po tfech tydnech je dokoncena fermentace
a silazované pivovarské mlato je mozné zkrmovat zvitatim ¢i dale skladovat az po dobu Sesti
mésict (Jedlicka 2017).

3.3.2 Konzervace

Konzervace je proces, ktery slouzi k ochrané a prodlouZeni Zivotnosti organickych
materiald. Cilem konzervace je zabranit rGstu mikroorganismi, kvaseni, oxidaci,
enzymatickym procesiim a dal§im faktorim, které mohou vést k poskozeni a znehodnoceni
produktu.

Existuje nékolik zplsobui konzervace mlata, mezi ty nejcastéjsi patii: suSeni pomoci
bubnovych susi¢ek, suSeni v horkovzdusné susarné, lyofilizace, zmrazeni a silaz. Jednotlivé
konzervace se lisi v mnoha aspektech, jako je ekonomicka a ¢asova naro¢nost nebo tieba
V zachovani nutri¢nich a senzorickych vlastnosti.

3.3.2.1 SuSeni pomoci bubnovych suSicek

Suseni je povazovano za nejucinngj$i metodu konzervace BSG (Aliyu & Bala 2011).
Tradi¢ni proces suseni probiha ve dvou krocich. Prvnim je lisovani, pii kterém se obsah vody
snizi pod 60 %. Poté nasleduje druhy krok suseni za pomoci rota¢nich bubnovych susaren,
b&hem kterého se obsah vlhkosti snizi pod 10 % (Johnson et al. 2010) (Aliyu & Bala 2011).
Suseni probiha 18 hodin pii teplotach do 60 °C (Santos 2003). Je povazovano za energeticky
naro¢né ve srovnani s jinymi metodami suseni (Aliyu & Bala 2011).
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3.3.2.2 SuSeni v horkovzdus$né susarné

Druhou nejcastéji pouzivanou metodou je suseni V horkovzdu$né suSarné. Jedna se
0 Siroce pouzivanou metodu suseni BSG. Toto suseni probiha 50 min pii teploté¢ do 70 °C
(Pratap-Singh 2020). Je ¢astéji pouzivané diky niz§im nakladiim ve srovnani s jinymi susicimi
technikami (Santos 2003). Nevyhodou této techniky je vysoka teplota v blizkosti vystupu ze
susi¢ky, ktera mlze zpusobit spaleni materialu a vznik nezaddoucich zapacha (Johnson et al.
2010).

3.3.2.3 Lyofilizace a zmrazovani

Dalsimi metodami, které je mozné pouzit pro konzervaci mlata, jsou lyofilizace
a zmrazovani. Lyofilizace probiha nékolik hodin pii teploté -54 °C a je ekonomicky velmi
naro¢na (Pratap-Singh 2020). Vyhodou lyofilizace je, Ze slozeni mlata zistava nezménéno.
U zmrazovani bylo zjiSténo, ze zmrazené vzorky maji vys$si obsah bilkovin a tuku ve srovnani
s lyofilizovanymi a suSenymi vzorky, avSak nizsi obsah cukru (zejména arabinozy) (Zeko-
Pivac et al. 2022), proto se tato metoda skoro nepouziva.

3.3.2.4 Silaz

Silaz je dal$im druhem konzervace. Pro ziskani kvalitni sildze je nutné dodrZet n€kolik
nasledujicich podminek. Hodnota pH sildzni hmoty by se méla pohybovat v rozmezi 4,0—4,2
a suSina by méla dosahovat 30 %. Idealni teplota pro sildzovani je v rozmezi 20-30 °C,
zatimco pfi skladovani by teplota mé¢la byt udrzovéana pod 15 °C. Aby se zabrénilo vzniku
hnilobnych bakterii a plisni v silazni hmoté, je tfeba rychle zamezit ptistupu kysliku
a nasledné jej zcela odstranit. V takovém prostiedi zaCnou bakterie mlécného kvaseni tvofit
kyselinu mlé¢nou, kterd rychle snizuje pH, ¢imZ inhibuje rist klostridii. Pouziti organickych
a anorganickych kyselin je povaZzovano za jedno z nejucinngjSich aditiv pro sildzovani. Kromé
zminéné Kkyseliny mlécné se pouZivaji také kyseliny octova, mravenci, benzoova,
chlorovodikova a sirova. Posledni dvé jmenované jsou velmi u¢inné, avsak jsou v rozporu se
snahou 0 pouziti co nejptirozenéjsich konzervantd. Kyselina mravenéi se ¢asto pouziva pro
své antibakterialni ucinky proti mnoha druhtim bakterii a je povazovana za nejicinnéjsi
prostfedek pro zlepSeni kvality silaze (Terefe 2022). Pro uspés$né silazovani je dulezité
minimalizovat ztraty vyzivovych hodnot a zajistit vysokou hygienickou kvalitu.
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3.4 Chemické slozeni

Z chemického hlediska je mlato sloZeno z lignocelulézového materialu (70 % v suSing),
proteinti (20 %) a lipida (10 %) (Terefe 2022), vyznamné slozky mlata jsou uvedeny
v Tabulce 1. Mlato obsahuje aminokyseliny, mastné kyseliny, mineralni latky a vitaminy.
BSG také obsahuje vosky, pryskyfice, tfisloviny a silice (Ikram et al. 2017).

Tabulka ¢. 1: Vyznamné obsahové slozky mlata (Nagy & Diosi 2021)

Analytické slozky Mnozstvi v susin¢ (g/kg)
Hruby protein 233,0

Hruba vlaknina 195,0

Hrubé tuky 71,0

Hruby popel 46,0

Skrob 45,0

Nejvice vyskytujici se aminokyseliny v mlaté jsou threonin, izoleucin, valin,
fenylalanin, lysin a leucin (Farcas et al. 2021), jejich mnozstvi je uvedeno v Tabulce 2.

Tabulka ¢. 2: Obsah aminokyselin s nejvétsim zastoupenim v mlaté (Nagy & Didsi 2021)
(Ikram et al. 2017)

Aminokyseliny Mnozstvi v susing (g/kg)
Lysin 9,7
Threonin 8,8
Methionin 5,0
Cystin 4,7

V BSG se vyskytuji mastné kyseliny, jako napiiklad kyselina palmitova, kyselina
stearova, kyselina olejova a kyselina linolova (Tan et al. 2019), jejich mnozstvi je uvedeno
v Tabulce 3.

Tabulka &. 3: Obsah mastnych kyselin v mlaté (Nagy & Diosi 2022) (Zeko-Piva et al. 2022)

Mastné kyseliny Mnozstvi v susiné (g/kg)
Kyselina palmitova 1,805
Kyselina stearova 0,596
Kyselina olejova 0,041
Kyselina linolova 0,445

Z mineralnich latek se v BSG vyskytuje vapnik, fosfor, kobalt, méd’, zelezo, hoicik,
mangan, draslik, selen, sodik a sira (lvanova et al. 2017), mnozstvi nejvyznamné&jSich
mineralnich latek je uvedeno v Tabulce 4.
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Tabulka ¢. 4: Obsah mineralnich latek s nejvétsim zastoupenim v mlaté (Nagy & Diosi 2021)

(Mraz Agro 2018)
Mineralni latky Mnozstvi v susiné (g/kg)
P 6,2
Ca 4,0
Mg 1,7
K 0,47
Na 0,18

Mezi vitaminy vyskytujici se v mlaté patii biotin, cholin, kyselina listova, niacin,
kyselina pantotenova, riboflavin, thiamin a pyridoxin (Nagy & Didsi 2021), mnozstvi
nejvyznamnéjSich vitamint je uvedeno v Tabulce 4.

Tabulka ¢. 5: Obsah vitamind S nejvétsim zastoupenim v mlaté (Nagy & Didsi 2021)

Vitaminy Mnozstvi v susiné (mg/kg)
Vitamin B1 25,0

Vitamin B2 25,0

Vitamin B6 9,0

Vitamin K 4,5

3.4.1 Lignocelulézovy material

Lignoceluldzovy material piedstavuje nejhojnéji dostupnou surovinu na Zemi, jez se
vyuziva pro vyrobu biopaliv (pfedevsim bioethanolu). Biomasa zahrnuje lesnické, zemédé€lské
a zem&délsko-prumyslové odpady. Mezi takové odpady patii kromé pivovarského mlata také
piliny, bagasa z cukrové titiny, odpadovy papir, proso, rizna stébla, stonky, listy, slupky,
skorapky a jiné. Tyto odpady se hromadi v Zivotnim prostfedim kazdy rok ve velkém
mnozstvi. Vzhledem k jejich chemickému slozeni na bazi cukri jsou pfredmétem zdjmu,
a mohou byt vyuzity v fadé primyslovych odvétvi (Mussatto et. al 2010). Hlavnimi slozkami
lignocelulozy jsou celuloza (30-50 %), hemiceluloza (20-35 %) a lignin (10-25 %) (Saha
2003).

3.4.1.1 Celuléza

Celuldza je nejhojnéji se vyskytujici biopolymer v ptirod¢. Piedstavuje hlavni stavebni
latku rostlinnych primarnich bunéénych stén, spolu s ligninem a hemicelul6zami se podili na
stavbé sekundarnich bunécnych stén. Celuldza je nerozpustna ve vodé a ve vétSin€ béznych
rozpoustédel. Jeji Spatnd rozpustnost je pfisuzovana predev§im diky silnym
intramolekularnim a intermolekularnim vodikovym vazbam mezi jednotlivymi fetézci.
Celul6za se pouzivd v mnoha odvétvi vyroby, naptiklad pifi vyrobé sitoviny, natérd, obald,
papiru nebo také v Calounictvi (Kamel et al. 2008).
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3.4.1.2 Lignin

Lignin je polyfenolicka makromolekula s komplexni strukturou, ktera je dulezita pro
udrzeni strukturalni rigidity a integrity stén rostlinnych bunék (Lynch et al. 2016). Lignin je
zodpoveédny za nekolik funkci, které jsou nezbytné pro zivot rostliny. Jednou z nich je snizeni
prostupu vody pres bunécnou sténu. Dale je dilezity pii transportu vody, zivin a metabolitl
uvnitf rostliny. Lignin také zpeviuje bunétné stény a pusobi jako pojivo mezibunéénych
vldken, ¢imz zajistuje celistvost rostliny a ¢ini ji mimotfadné odolnou vici stlaeni, narazu
a ohybu. Také ¢ini rostliny odolné vuci biologickym degradacim (Lebo et al. 2002)

3.4.1.3 Hemiceluloza

Hemiceluloza je hlavni sloZzkou mlata a mize byt pfitomna v mnozstvi az 40 %. Jedna
se 0 heterogenni polymery pento6z (xyloza, arabin6za), hex6z (mandza, glukoza, galaktdza)
a cukernych kyselin. Oproti celul6ze neni chemicky homogenni. Hemicelulézy z tvrdého
difeva obsahuji pfevazné¢ xylany, hemicelulozy z mékkého dieva obsahuji pifevazné
glukomanany. Xylany jsou nejhojnéjsi hemiceluldzy a lze je kategorizovat do Ctyi skupin:
linearni homooxylany, arabinoxylany, glukuronoxylany a glukuronoarabinoxylany (Saha
2003).

V mlatu se nejvice vyskytuje arabinoxylan a to v mnozstvi 30-40 % (Saha 2003).
Arabinoxylan je hlavni necelulozovy polysacharid vyskytujici se v obilovinach (oves,
kukufice, zito) a travach (Lynch et al. 2016), vyhoncich bambusu a semenech Inu. Spolecné
S arabinoxylany tvofi B-glukany hlavni podil Skrobového endospermu a aleuronové vrstvy
jeCmene. Az 75 % PB-glukanu je pfitomno ve Skrobovém endospermu, 20-25 % v aleuronu
a 4 % v oplodi. Nejvice B-glukand se vyskytuje vjeémenu a ovsu, kromé obilovin se
B-glukany hojné vyskytuji také v bunéénych sténach bakterii a hub (Emmanuel et al. 2022).

3.5 Pozitivni u¢inky na zdravi

V poslednich letech se mlato jevi jako potencialni zdroj zdravi prospésnych latek. Mezi
hlavni slozky BSG totiz patii vlaknina (30-50 %) a bilkoviny (19-30 %) (Lynch et al. 2016),
které jsou zékladnimi nutricnimi sloZzkami v lidské strave.

BSG je také bohaté na fenolické slouceniny, zejména kyselinu ferulovou, p-kumarovou
vyuzivaji pfi 1é¢be chronickych zanétlivych onemocnéni (Cooray et al. 2017). Dalsi nalezené
fenolické slouceniny v BSG jsou kyselina chlorogenova, kavova, syringova a vanilova, které
kromé antioxidacnich G¢inka vykazovaly také protirakovinné ucinky. Byla provedena studie
na mySich, kterd zkoumala u¢innost nekterych kyselin pfi 1é¢bé nddorového onemocnéni.
Vysledky ucinnosti 1é¢by pomoci kyselin byly nasledujici: kyselina chlorogenova — 60 %,
kyselina ferulova — 28 % a kyselina kavova — 35 % (Farcas et al. 2021). V jiné studii bylo
prokazano, ze BSG ze svétlych sladii obsahuje vy$$i mnozstvi fenolickych sloucenin
ve srovnani s BSG z tmavého sladu. Dale bylo zjiSténo, Ze antioxidacni aktivita se snizila
v disledku zvySujicich se teplot hvozdu (Lynch et al. 2016).
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3.5.1 Vlaknina

Mlato je cennou surovinou zejména pro svij vysoky obsah vldkniny V mnozstvi
(30-50 %). Je obecné znamo, Ze strava bohata na vlakninu je pozitivné spojena s ruznymi
zdravotnimi piinosy, mezi které patii snizeni vyskytu chronickych onemocnéni, jako je
obezita, srde¢ni choroby a cukrovka. Déle vldknina navozuje pocit sytosti, snizuje vstiebavani
lipidi a cholesterolu ve stfevé, napomaha kontrole hladiny glukézy v krvi a zpomaluje
traveni. Konzumaci celozrnnych potravin lze snizit riziko ischemické choroby srdec¢ni.

Vlaknina je klasifikovana podle rozpustnosti. Rozpustna vlaknina zahrnuje B-glukany,
pektiny, arabinogalaktany, vysoce rozvétvené arabinoxylany a xyloglukany. Nerozpustna
vlaknina zahrnuje lignin, celulézu, nizko rozvétvené arabinoxylany, xyloglukany
a galaktomannany (Ikram at al. 2017).

Bylo zjisténo, ze pravé B-glukany a arabinoxylany maji prebioticky ucinek a piiznivé
ovliviuji  aktivitu prospé$né mikrobialni populace Bifidobacterium, Enterococcus
a Lactobacillus (Emmanuel et al. 2022). Zdrava populace téchto bakterii je povazovana za
dilezitou pro udrzeni zdravi stfev. V poslednich letech bylo provedeno mnoho vyzkumu na
potravinach z nakli¢eného jeCmene, ktery se mele a proséva za ucelem ziskani produktu
bohatého na vldkninu a glutamin. Nakliceny jeCmen se pouziva k 1é¢bé pacienti se
zanétlivymi stfevnimi onemocnénimi (ulcerdzni kolitida, Chrohnova choroba) (Ikram at al.

2017).

3.6 Vyuziti

V soucasné¢ dob¢ se usiluje 0 snizeni znecisténi, které vznika primyslovou ¢innosti.
Témét vSechny vyspélé i zaostalé zemé se snazi této skuteCnosti ptizpisobit upravou svych
procesu tak, aby jejich zbytky mohly byt recyklovany. V dasledku toho se pivovarské zbytky
nepovazuji za odpad, ale za surovinu pro dalsi procesy (Mussatto et al. 2006). Diive se mlato
vytvofené pivovarskou ¢innosti vyuZivalo hlavné ke zkrmovani hospodarskymi zvitaty. Nyni
diky rozvoji novych technologii, muze byt BSG alternativné vyuZzivano v recyklaci
a opétovném pouziti pramyslovych odpadi (Lynch et al. 2016). Byly provedeny studie
zkoumajici moznosti vyuziti mlata naptiklad pii vyrobé¢ bioplynu a dievéného uhli nebo jako
slozka k obohaceni pudy. Mlato naSlo své vyuziti hlavné v potravinaiském pramyslu jako
surovina v mnoha vyrobach, napt. peciva, sladkych i slanych pochutin, téstovin, dale také
v masnych vyrobka nebo jogurtu.

3.6.1 Zkrmovani hospodarskymi zviraty

Jak jiz bylo zminéno vySe, BSG je bohaté na cukry a bilkoviny, proto je jeho hlavni
vyuziti zkrmovani hospodaiskymi zvitaty (Mussatto 2014). BSG se piidava do krmiva
zejména skotu. Bylo zji§téno, Ze obohacenim krmiva mlatem se zvysila produkce mléka. Tyto
pozitivni zmény podnitily pouziti mlata do krmiv také pro drlibez, prasata a ryby. Pfi
zkrmovani prasatim byl zaznamenan nartst hmotnosti a zlepseni kvality masa (Zeko-Pivac et
al. 2022). U dribeze je tfeba byt obezietny s mnozstvim mlata ptidaného do krmiva, jelikoz
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gastrointestinalni trakt ptdkG neni schopny stravit vétSinu polysachariddi  pfitomnych
vV bunéénych sténach mlata (véetné arabinoxylanu a B-glukanu), protoze nema enzymy
potifebné pro hydrolyzu téchto polymernich fetézci. Moznym feSenim tohoto problému je
pfidavani enzymu xylanazy a p-glukanazy do krmiva spole¢né s mlatem (Mussatto 2014).
Bylo zjisténo, ze kdyz bylo v krmivu ryb Pangasianodon hypophthalmus nahrazeno 50 %
sojové mouky mlatem, ryby mély vétsi hmotnost, obsah bilkovin byl vyrazné vyssi a naklady
na krmivo se snizily o 27,56 % (Chetrariu & Dabija 2020). Mlato lze zvifatim zkrmovat za
sucha i za mokra. Diky jeho nizké cené srovnatelné s mocovinou jej lze vyuzit jako zdroj
aminokyselin pottebnych pro vyzivu zvifat (Emmanuel et al. 2022).

3.6.2 Obohaceni pudy

Mlato mé také piimé vyuziti ve formé ptidavku do pidy, jelikoz obsahuje spoustu
cennych zivin jako je fosfor a draslik, které jsou dilezité pro zemédélské plodiny (Jackowski
et al. 2020). BSG zvysuje podil organické hmoty, stabilitu agregatt a retenci vody. Pfidavkem
mlata do pidy se zlepSuje jeji vyuzitelnost zizalami, jako ptiklad lze uvést jeho pouziti
k vermikompostovani zizalou Eisenia fetida pti vyrob¢ biologického hnojiva. Vhodnost BSG
jako substratu pro rust téchto krouzkovct dokazuji vysledky snizeného organického uhliku,
zvySené¢ho dusiku a celkové humusové hmoty, coZz vyvoldva zvySenou mineralizaci
a stabilizaci (Bianco et al. 2020).

3.6.3 Vyroba bioplynu

N¢ekolik studii uvadi moznost vyroby bioplynu z BSG. Bioplyn oznacuje smés plyni,
ktera vznikd anaerobnim rozkladem biomasy za vzniku methanu. Sklada se z methanu
(40-75 %), vody (0-10 %), oxidu uhli¢itého (25-55 %), sirovodiku (1-3 %), amoniaku,
dusiku, kysliku a vodiku. Bioplyn ma tepelnou hodnotu piiblizng 22 MJ/m* (Chetrariu
& Dabija 2020).

Ziskavani bioplynu z BSG zahrnuje dvé technologické ¢asti: hydrolyticky stupen,
béhem kterého dochézi k uplné degradaci materidlu. Jednd se o velmi dualezity krok
k dosazeni vysokych vytézkt. Druhym je methanogenni stupen, kde se makromolekuly
uvolnéné v predchozi fazi pfeménuji za pomoci mikroorganismii na tékavé mastné kyseliny,
acetaty, butyrat, propionat a methan. Pfedupravy hraji dilezitou roli pii degradaci krystalické
struktury molekul celulozy a snizuji stupein polymerace, coz usnadnuje enzymatickou
hydrolyzu na jednoduché cukry. Alkalickd pteduprava poskytuje ptfiznivé pH prostiedi pro
dalsi fermentaci, ktera je ¢inngjsi (Chetrariu & Dabija 2020). Po 15 dnech digesce v davce
anaerobni fermentace byl vytéZek bioplynu 3476 cm®na 100 g BSG. Produkci bioplynu
z BSG zpomaluji meziprodukty lignocelulézové biodegradace, ptedevsim p-kresol. Inhibici
nelze zabranit ani podrobenim mlata chemické, termochemické a mechanické
predupraveé. Produkce bioplynu z BSG je aktualné vyzkumnou oblasti s cilem vyvinout
stabilni vyrobni proces. Adaptace anaerobni mikrobidlni biomasy na zvySené koncentrace
p-kresolu a také vystaveni BSG fazi biologického piedbézného oSetfeni houbami nebo
bakteriemi, by mohly byt mozné alternativy k zamezeni tohoto problému (Mussatto 2014).
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3.6.4 Vyroba bioethanolu

Ethanol vyrabény z obnovitelnych zdroji je potencidlni nahradou za fosilni paliva
s cilem snizit emise oxidu uhli¢itého, hlavniho sklenikového plynu. Potencidlni surovinou
k vyrobé bioethanolu je lignocelulozovy material. Jak hemicelulozové, tak celulézové frakce
BSG Ize pouzit pro vyrobu ethanolu. K vyrobé ethanolu z celuldzy je nutna urcita predaprava
suroviny, aby se usnadnila extrakce glukézy z celuldzy pro nasledné pouziti jako zdroj uhliku
pro fermentaci. Predbézna tiprava miize mimo jiné zahrnovat napiiklad upravu kyselinou,
mikrovlnnou digesci, ultrazvuk nebo enzymatickou hydrolyzu. Po piredbézné tpraveé se Stépi
lignoceluldzovy materidl na jednoduché cukry. Jednoduché cukry se nasledné fermentuji na
ethanol pomoci aktivity mikroorganismi (napiiklad Saccharomyces cerevisiae) (Mussato
2014) (Marcus & Fox 2021).

3.6.5 Vyroba drevéného uhli

Mussatto a kolektiv (2016) uvadi, ze z mlata lze vyrobit brikety dievéného uhli.
Ve vyrobnim procesu se mlato o vysokém obsahu vody se susi, lisuje a karbonizuje pii nizké
teploté a za minimalniho piistupu kysliku. Takto vyrobené brikety maji vysokou vyhifevnost
— 27 MJ/kg, coz je velice ptiznivé v porovnani s vyhievnosti difevéného uhli vyrobeného
z jinych surovin (dievo — 25,5 MJ/kg). Ve vzorku brikety bylo naméteno 81 % uhliku a 12 %
popela. Nejveétsi zastoupeni minerdlnich latek v cihldch vykazovaly fosfor — 47 %, vapnik
— 22 %, hotcik — 14 % a kiemik — 13 %.

3.6.6 DalSi vyuziti

Jiz bylo zminéno V kapitole Chemické slozeni, ze mlato je sloZeno
z lignocelul6zového materialu. Diky jeho vlaknité struktufe a nizkému obsahu popela jej
mlato vhodné pro pouziti ve stavebnich materialech. Pfidinim BSG do cihel se zvysila
porovitost cihel a tim je moZnou nahradou za piliny, které se bézn€ pouzivaji ke zvysSeni
pérovitosti. BSG nesnizilo kvalitu cihel, ani jejich barvu (Mussatto et al. 2006).

Mlato muize také slouzit jako substrat pro kultivaci mikroorganismi a produkci

enzymu nebo jako substrat ve fermentacnich procesech, jako je vyroba xylitolu ¢i kyseliny
mlécné (Chetrariu & Dabija 2020).

3.6.7 Vyuziti v potravinarstvi

Samostatna kapitola je vénovana vyuziti mlata v potravinafstvi, jelikoz ho lze
zakomponovat do spousty vyrobkd. Mlato se pouziva zejména v pekdrenském pramyslu
k vyrobé vyrobkt s vysokym obsahem bilkovin a vlakniny. Pfidavat BSG Ize do chlebu (Pei
et al. 2022), muffind, susenek, kolac¢u, vafli, palacinek, koblih ¢i tortill. Pfidanim 10 % mlata
do pekarenského vyrobku se obsah bilkovin mize zvysit az o 50 %, esencialni aminokyseliny
0 10 % a obsah vlakniny se muze zdvojnasobit ve srovnani s tradi¢nimi vyrobky bez BSG
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(Mussato et al. 2006). V nasledujicich kapitolach jsou shrnuty studie zaméfené na sledovani
vlastnosti potravin obohacenych mlatem.

3.6.7.1 Chléb

Baiano et al. (2023) testovali vyrobu chleba s pfimési mlata. Cilem bylo zjistit, zda je
mozné mouku alesponn Céaste¢n¢ nahradit pivovarskym mlitem za ucelem vyuziti
potravinového odpadu, a tim uSetfit naklady na jeho likvidaci. V ramci experimentu bylo
vyrobeno tfinact druhi chleba, jeden kontrolni vzorek a dvanact vzorki vzniklych kombinaci
mouky Manitoba a mlata. Mouka byla nahrazena mlatem z 20 a 25 %, pticemz do kazdého
vzorku bylo pfidano rizné mnozstvi lepku. Vldknina ze vzorki byla extrahovana
a analyzovana pomoci enzymaticko-gravimetrické metody. Bylo zjisténo, ze c¢astecné
nahrazeni pSeni¢né mouky BSG vedlo k vyznamnému zvySeni obsahu fenold a nerozpustné
a rozpustné dietni vlakniny v obohacenych chlebech. lkram et al. (2017) uvadi, ze chleby
obohacené o BSG obsahuji vice vldkniny, ale zaroven maji tuzsi konzistenci, kratsi
trvanlivost, a dokonce objem bochniku byl mensi nez u chlebu vyrobené¢ho pouze z pSenicné
mouky.

3.6.7.2 SuSenky

Petrovic a kolektiv (2017) sledovali u¢inek piidani pivovarského mlata do pSeni¢né
mouky pii vyrobé suSenek. Mlato bylo v Cerstvém stavu, tj. nesusené a nemleté a piidavalo se
v ruzném mnozstvi. Byly pfipraveny ¢tyti vzorky, ve tfech vzorcich byla pSeni¢na mouka
nahrazena riznym mnozstvim mlata (15 %, 25 % a 50 %), posledni vzorek slouzil jako
kontrolni vzorek. Vzorky byly oznaceny ndsledovné: Kontrolni vzorek (pouze s pSenic¢nou
moukou), B15 — 15% mlata, B25 — 25% mlata, B50 — 50% mlata.

Na pfipravu tésta na suSenky byly kromé pSeni¢né mouky a mlata pouzity nasledujici
suroviny: rostlinny tuk, cukr, jedla soda, cukraiské drozdi a sul. Pfipravené tésto se peklo
10 minut pii teploté 220 °C v laboratorni peci. Obsah bilkovin v suSenkach byl stanoven
pomoci Kjeldahlovy metody. Celkovy obsah vlakniny pomoci kombinace enzymatickych
a gravimetrickych metod, z vysledkd uvedenych v Tabulce 6 je prikazny narist mnoZzstvi
bilkovin a vlakniny v suSenkach v zavislosti na piidavku mlata (Petrovic et al. 2017).

Tabulka ¢. 6: Obsah bilkovin a vlakniny v susenkach (Petrovic et al. 2017)

Vzorek Bilkoviny (%) Vlaknina (%)
Kontrolni 5,49 3,1

B15 7,55 6,8

B25 8,28 8,5

B50 9,69 15,55

Dale byla provedena mikrobiologicka analyza s cilem zjistit mikrobiologicky profil
jednotlivych susenek podle mnozstvi ptidaného mlata kromé vzorkl s pfidavkem mlata byl
testovan 1 kontrolni vzorek a samotné Cerstvé mlato. Cilem bylo zjistit, zda pouziti ¢erstvého
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mlata ve vyrobé nemize zpusobit mikrobiologické problémy, které by zabranily pouziti této
aplikace v potravinarstvi. Vysledky jsou uvedeny v Tabulkach 7 a 8 (Petrovic et al. 2017).

Tabulka ¢. 7: Mikrobiologicky profil (anaerobni mezofilni bakterie, kvasinky a plisné,
Escherichia coli) susenek podle mnozstvi pfidaného mlata (cfu/g) (Petrovic et

al. 2017)
Vzorek Aerobni mezofilni bakterie Kvasinky a plisné Escherichia coli
BSG 4,0x10° <10 nd
Kontrolni 3,8x10° <10 nd
B15 4,3x103 <10 nd
B25 5,5x10° <10 nd
B50 7,5x10° <10 nd

nd = nedetekovano

Tabulka ¢. 8: Mikrobiologicky profil (Clostridium spp., Enterobacteriaceae, Aerobni

mezofilni sporulujici bakterie) suSenek podle mnozstvi piidaného mlata
(cfu/g) (Petrovic et al. 2017)

Vzorek Clostridium spp. Enterobacteriaceae Aerobni mezofilni
sporulujici bakterie

BSG nd 40 1,8x10?

Kontrolni nd <10 7,5x102

B15 nd <10 5,5%x10°

B25 nd <10 9,0x10?

B50 nd <10 2,5%10°

nd = nedetekovano

Vysledky dokazuji, ze BSG lze ptidat do potravin za ucelem zvySeni nutri¢ni hodnoty.
Vzorek, kde byla pSeni¢éna mouka nahrazena z 50 % mlatem, vykazovala 1,75x vice bilkovin
a 5x vice vlakniny oproti vzorku ptipraveného pouze z pseni¢né mouky.

V mikrobiologické rozboru bylo zjisténo, ze mlato je nachylné k mikrobidlnimu
napadeni, coz lze ptisoudit k vysokému obsahu vody. Celkovy mikroorganisml se zvySoval
s mnozstvim piidaného BSG ve vzorcich susenek (nejvyssi byl u vzorku B50). Escherichia
coli a Clostridium spp. nebyly zjistény ani BSG, ani ve vzorcich suSenek.

Ze senzorického hlediska byl nejlépe hodnoceny vzorek B25. Nicméné piidavek BSG
mél negativni vliv na tvrdost a Zvykatelnost, rozdily byly pozorovany i ve vzhledu suSenek,
na kterych se objevily praskliny. SuSenky s ptidavkem mlata mély tmavsi barvu ve srovnani
s kontrolnimi, coZ bylo pravdépodobné¢ zpiisobeno Maillardovou reakci diky vysSimu obsahu
bilkovin.

Ze studie vyplyva, ze ptidavek BSG do tésta pti vyrobé susenek zvysuje obsah bilkovin
a vlakniny, nicméné autofi doporucuji, aby mnozstvi ptfidaného mlata nepiekrocilo 25 %
(Petrovic et al. 2017).
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3.6.7.3 Tortillové chipsy

Diky své kiehké struktufe, silné ofechové chuti a tmavym barevnym profilaim bylo
BSG pouzito na vyrobu tortillovych chipst. Cilem této studie bylo vyvinout chutny produkt,
i pres zakomponovani BSG. Mlato bylo do chipsii ptfiddno rozemleté v podobé mouky
v mnozstvi od 8 % do 40 %. Pted rozemletim bylo suseno pfi nizké teploté. Zkoumany byly
fyzikalni a senzorické vlastnosti za ti¢elem vyhodnoceni chuti, textury a pravdépodobnosti
nakupu. Dale se hodnotila aktivita vody, barva a textura (Garrett et al. 2021).

Vysledky ukézaly, ze nebyly zadné vyznamné rozdily v textufe chipst obsahujici
rizné mnozstvi BSG. Pii méfeni barev zaznamenal nariist pigmentu vzorek obohaceny
0o 40 % mlata, ostatni vzorky vykazovaly minimalni rozdily (Obrazek 2). Vysledky
senzorického hodnoceni ukazaly, ze spotiebitelé preferovali texturu chipsti s 40 % BSG pred
chipsy s 8 % BSG a také Castéji nakupovali chipsy se 40 % BSG. Spotiebitelé uvedli, ze mezi
chipsy obsahujicimi rizné mnozstvi BSG nebyly zadné vyznamné chutové rozdily (Garrett
et al. 2021). Ze zavéru studie vypliva, ze mnozstvi pfidaného BSG muize dosahovat az 40 %
v souvislosti s pozitivnimi reakcemi spotiebitelt.

8% BSGC 18% BSGC 24% BSGC

32% BSGC 40% BSGC

Obrazek ¢. 2: Vzorky chipst s riznym mnozstvim BSG (Garrett et al. 2021)

3.6.7.4 Téstoviny

Schettino et al. (2021) testovali mlato jako pfisadu k obohaceni semolinovych
téstovin. Ve svém vyzkumu sledovali, jak se zméni slozeni té€stovin, zejména makroslozky
— bilkoviny, lipidy, sacharidy a vldknina po pfidani mlata, vysledky jsou zaznamenana
v Tabulce 9. Hodnoceny byly také senzorické atributy téstovin za pomoci dobrovolnych
respondenttl.
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Byly vytvoteny 3 vzorky — kontrolni vzorek (pouze semolinova mouka) a dva vzorky
obohacené mlatem (kazdy vzorek obsahoval mléato z jiného pivovaru). Na 100 g té€stovin bylo
pouzito 65,4 g semolinové mouky, 23 g vody a 11,5 g mlata (Schettino et al. 2021).

Tabulka ¢. 9: Zastoupeni makroslozek v téstovinach (Schettino et al. 2021)

Vzorek Bilkoviny (%) Lipidy (%) Sacharidy (%) Vlaknina (%)
Kontrolni 14,11 2,18 79,44 2,91

BSG 1 15,16 3,49 67,47 11,88

BSG 2 14,96 3,36 65,69 11,96

Pii senzorické analyze spotiebitelé oznacili té€stoviny s BSG za vice homogenni,
prijemnéjsi na skus, ale zaroven s drsnéjSim profilem oproti téstovindm bez BSG. Dale uvedli,
BSG. Vysoky obsah bilkovin a vlakniny se projevil v obou fortifikovanych vzorcich téstovin
ve srovnani s kontrolnim vzorkem obsahujici pouze semolinovou mouku. Podle Nafizeni
Evropského parlamentu a Rady o vyzivovych a zdravotnich tvrzenich na potravinaiskych
vyrobcich mohou byt tyto obohacené téstoviny oznacCeny jako ,s vysokym obsahem
vlakniny* a ,,zdroj bilkovin“ (Schettino et al. 2021).

3.6.7.5 Rostlinny jogurt

Studie o zakomponovani mlata do rostlinného jogurtu zkoumala ucinek rtzného
mnozstvi mlata jako ndhradu za jogurtovou fermentaci. Proteolytické pusobeni dalSich
mikroorganismi (v disledku uvoliovani aminokyselin) pii vyrobé jogurtu zKracuje proces
fermentace zvySenim mikrobialniho rGstu. Maximalni kvalita jogurtu, vcetné jeho kyselosti
a rozvoje bakterii mlé€ného kvaseni, se zlepSila se zvySenim ptidaného mlata z 5 % na 10 %.
Mlato ma schopnost zadrzovat vodu diky vyznamnému obsahu nerozpustné vlakniny
(zejména arabinoxylant, které jsou schopné vazat vodu). Diky témto vlastnostem je mlato
schopné nahradit funkci Skrobu. Rozemleté mlato piidané do jogurtu na rostlinné bazi
udrZzovalo texturni a gelujici tvorbu a zaroven zvysovalo viskozitu u¢inné&jsi (Naibaho et al.
2022)

3.6.7.6 Masné vyrobky

Ozvural et al. (2009) studovali u¢inky suseného a mletého pivovarského mlata na obsah
vlakniny a nékteré kvalitativni charakteristiky hovézich parkt, konkrétné se jednalo o znamé
Frankfurters (frankfurtské parky) némeckého ptivodu. Parky obsahovaly ve slozeni 22 %
hovéziho masa 0 15 % tuku, 34 % hovéziho masa 0 28-30 % tuku a 10 % hovéziho
loje. Dalsi prisady pouzité pii piipraveé parku byly — 20 g soli, 3 g smési fosfore¢nand, 0,5 g
kyseliny askorbové, 0,125 g dusitanu sodného, 1 g tekutého koute, 24 g Skrobu, 6 g kaseinatu
sodného a 5,1 g smési kofeni.
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V pokusu bylo pripraveno 9 druht parkd, do kazdého bylo ptfidano mlato o rizné
velikosti ¢astic (jemné <212 um, stfedné jemné 212425 pum a hrubé 425-850 um). Z parkua
byly odebrany 4 % vody a 2 % hovéziho loje a nahrazeny mlatem v mnozstvi 1-5 %. Smés
masa byla dale sekana v kutru pii nizké rychlosti po dobu 20-30 sekund, v zavéru se piidaly
jesté konzervanty a koteni. Parky byly dale plnény do stfivek, tepeln¢ zpracovany a uzeny
v udirn& (Ozvural et al. 2009).

Tabulka ¢&. 10: Bilkoviny, vldknina a vihkost ve vzorcich mlata (Ozvural et al. 2009)

Vzorek Bilkoviny (%) Vlaknina (%) Vlhkost (%)
Jemné (<212 pum) 31,19 62,4 7,6
Sttedné jemné (212425 um) 25,28 66,2 6,8
Hrubé (425-850 pm) 23,22 75,3 6,7

Tabulka ¢. 11: Obsah mlata véetné velikosti ¢astic BSG, mnoZstvi tuku v pércich (Ozvural et
al. 2009)

Vzorek Obsah BSG (%), velikost ¢astic (um) Hovézi 14j

0 10
1 (425-850)
3 (425-850)
5 (425-850)
1 (212-425)
3 (212-425)
5 (212-425)
1(<212)

3 (<212)

5 (<212)

O© 00 NO Ol WDN B
A~ OO0 OO OO B~ O ©

[EEN
o

Celkovy obsah vldkniny se ve vzorcich zvysil imérné k mnoZstvi BSG ve skupinach
s hrubou, stfedni a jemnou velikosti ¢astic mlata. Schopnost zadrzovat vodu byla v korelaci
s celkovou vldkninou v experimentalnich vzorcich. Celkovy obsah vlakniny ve vzorcich
s hrub¢é namletym mlatem o velikosti ¢astic (425-850 um) byl vyssi nez u ostatnich vzorku,
byt pouzito jako ndhrada tuku k vyrobé masnych vyrobku, které maji vysoky obsah vldkniny
a zaroven nizky obsah tuku (Ozvural et al. 2009). Vysledky jsou uvedeny v Tabulkach 10
all.
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3.7 Fermentace

Fermentace neboli kvaSeni je biochemicky proces, pii kterém mikroorganismy
(kvasinky nebo bakterie) rozkladaji organickou latku za Géelem zisku energie. Pfi fermentaci
dochazi k pfeméné sacharidi jednodussi substraty, napt. ethanol a oxid uhlicity (Worku
& Sahu 2017). Fermentace probiha za anacrobnich podminek (bez pfitomnosti kysliku), avsak
nékteré mikroaerofilni nebo fakultativné anaerobni mikroorganismy jsou také schopny
provadét fermentaci aerobné (v piitomnosti kysliku) (Ciani et al. 2013). Béhem tohoto
procesu jsou také produkovany rizné bioaktivni molekuly, které mohou mit zdravotni pfinos
pro spotiebitele (Yadav et al. 2012).

V potravinaiském primyslu se ¢asto vyuziva fermentace k vyrobé alkoholickych
napoji, kysaného =zeli, jogurtd, syru atd. Fermentace nachazi uplatnéni i1 v Iékaistvi
a kosmetickém primyslu, kde se vyuziva k vyrobé antibiotik, kyseliny mlécné a dalsich latek.
V oblasti ekologie se fermentace pouziva pro rozklad organického odpadu v odpadnich
vodach za vzniku bioplynu.

3.7.1 Alkoholové kvaSeni

Alkoholové kvaSeni je biotechnologicky proces provadény kvasinkami, plisnémi nebo
nékterymi druhy bakterii za uc¢elem pfemény cukri na ethanol a oxid uhli¢ity. Kvasinky se
pouzivaji jako biokultura a vodny roztok monosacharidi jako kultivaéni médium pro vyrobu
napoju (Malakar et al. 2020). Kvasinky provadéji anaerobni fermentaci, ale mohou také
fermentovat suroviny za aerobnich podminek (Ciani et al. 2013).

Kvaseni zacina Sté€penim glukozy za vzniku pyruvatu v metabolickém pochodu
zvaném glykolyza. Pyruvat se nasledné dekarboxyluje pomoci enzymu pyruvat-
dekarboxylaza (PDC) na acetaldehyd a oxid uhlicity. Poté je vznikly acetaldehyd redukovan
na ethanol za pomoci enzymu alkoholdehydrogenaza (ADH). Pii glykolyze se akceptor
elektroni NAD+ redukuje za vzniku NADH, ktery je pak zpétné oxidovan pii redukci
acetaldehydu na ethanol. Celkova energeticka bilance alkoholové fermentace je zisk 2
molekul adenosintrifosfatu (ATP) (Malakar et al. 2020) (Saika et al. 2006). Proces je
zndzornén ve schématu na Obrazku 3.
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Obrazek ¢. 3: Schéma alkoholového kvaseni (Saika et al. 2006)

3.8 Kvasinky

Kvasinky jsou eukaryotni heterotrofni organismy pattici mezi houby (Kopecké et al.
2012). D¢li se do dvou fylogenetickych skupin: askomycetové kvasinky a bazidiomycetové
kvasinky (Hellborg & Piskur 2009). Od jinych eukaryot se kvasinky lisi svou silnou a pevnou
bunécnou sténu. Vyskytuji se predevsim ve vod¢, pudé, vzduchu a na povrchu rostlin a ploda.
Dutlezitou roli maji v potravinaiském pramyslu, vyuzivaji se pfi vyrob¢€ piva, vina, lihovin
a v pekaiském pramyslu. Nejvice pouzivané jsou predevsim kvasinky z rodi Saccharomyces,
Kloeckera a Torulopsis (Kopecka et al. 2012).

Kvasinky jsou pro ¢lovéka klicovymi mikroorganismy diky své schopnosti kvasSeni.
Pii kvaSeni piva se vyuzivd tzv. spodnich a svrchnich kvasinek a jejich schopnosti
pifeménovat jednoduché sacharidy (glukéza, fruktoza, sachardza, maltoza), spolu s dalSimi
nezbytnymi zivinami (aminokyseliny, mineralni latky, vitaminy) na ethanol a oxid uhli¢ity
(Kopecka et al. 2012), (Walker & Stewart 2016).

Kvasinky pfi $tépeni produkuji ¢etné sekundarni metabolity, které pisobi jako dulezité
chutové kongenery. Ty jsou velmi dulezit¢ pii urCovani konecnych chutovych
a aromatickych charakteristik napojii. Z tohoto divodu jsou kvasinky nezbytné dilezité pii
poskytovani obsahu alkoholu a senzorickych profild zminénych napoju (Walker & Stewart
2016).

Rist a kvaSeni kvasinek je ovlivnéno tfadou faktorli jako je rychlost o€kovani,
osmoticky tlak a aktivita vody. Pivovarské kvasinky jsou vybirany pro sviij vliv na chut’ piva
a pro jejich schopnost flokulovat a sedimentovat na konci fermentace (Stewart 2014).

27



3.8.1 Saccharomyces cerevisiae

Druh kvasinek, ktery celosvétové dominuje ve vyrob¢ alkoholickych napoju,
je Saccharomyces cerevisiae. Radi se mezi svrchni pivovarské kvasinky, které se shromazduji
na povrchu kvasici mladiny (Chettri et al. 2022).

Krom¢ znamého vyuziti v pivovarském pramyslu je dalSim zajimavym vyuZzitim
aplikace kvasinek pfi vzniku destilovanych napoji (Walker & Stewart 2016). Destilaty jsou
vyrabény z riznych surovin, napiiklad kukufice, pSenice, zita, jeCmene, ryze (Stewart 2014)
nebo také ovoce ¢i zeleniny. Vychozi cukernaté slozky pro vyrobu piv a whisky pochazeji
z obilnych skrobl. Pii vyrobé rumu se ziskdva sacharéza z cukrové titiny a Vv piipad¢ vina
a brandy z ovoce (Walker & Stewart 2016).

Saccharomyces cerevisiae se hojné vyskytuje v potravinach, ale ziidka je oznacovana
jako ptvodce kazeni, ke kterému vétSinou dochazi u potravin a népojit s vysokym obsahem
cukru. Jelikoz S. cerevisiae toleruje koncentraci ethanolu az 15 %, muze ptipadné zkazit
I alkoholické napoje (Stewart 2014).

3.8.2 Saccharomyces pastorianus

Saccharomyces pastorianus je hybridni kvasinka, ktera vznikla spojenim ptibuznych
kvasinek Saccharomyces cerevisiae a Saccharomyces eubayanus (Dunn & Sherlock
2008). Radi se mezi spodni pivovarské kvasinky, které sedimentuji na dné nadoby (Chettri
et al. 2022). Jsou odolné vuci nizkym teplotam, dobte flokuluji, fermentuji glukézu, fruktdzu,
ale i oligosacharidy jako jsou maltéza a maltotrioza v pivnich mladinach (Troianou et
al. 2019).

Tato kvasinka byla studovana napft. pfi fermentaci hroznové §tavy odriidy Sauvignon
Blanc. Kvaseni probihalo vice dni ve srovnani se S. cerevisiae. Navzdory nékolik dnt delsi
fermentaci, byla hladina produkovaného alkoholu stejna jako u S. cerevisiae. Produkce
kyseliny octové byla témét nulovd, ¢imz lze zarucit vyrobu kvalitniho vina. Dalsi vitanou
vlastnosti byla schopnost degradace kyseliny jable¢né. V neposledni fadé bylo zjisténo, ze
S. pastorianus produkuje ve viné vyS$8i mnozstvi aromat piipominajici rize (Troianou et al.
2019).

3.8.3 Saccharomyces cerevisiae var. diastaticus

Saccharomyces cerevisiae var. diastaticus je kvasinka obecné znama jako
kontaminant v pivu a lahvovych napojich, a to dokonce i mésice poté, co produkt opustil
varnu (Meier-Dornberg et al. 2018). V prokvaseném pivé dochazi diky pomnozeni kvasinky
Kk tzv. ,superprokvaseni“. Kvasinky mohou zpusobit tvorbu sedimentu na dné nadoby nebo
zakal na povrchu napoje. Zaroven se kazi chut, pivo ziskava tzv. fenolickou pfichut’. To je
zpiisobeno zvysenou produkci vyssSich alkoholl a esterti oproti pivovarskym kvasinkdm
(Janderova 1983). Také dochazi ke zvySeni obsahu oxidu uhli¢itého, coz muze zpusobit
gushing, dokonce az poniceni lahvi. S. diastaticus se do produktu mize dostat
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prostfednictvim pivniho potrubi, cirkulaci vzduchu v oblasti plniciho stroje a uzavéru nebo
pomoci nedostate¢ného bleskového tepelné zpracovani (Meier-Dornberg et al. 2018)

S. diastaticus je blizce ptibuzny rodu Saccharomyces cerevisiae. V ptipad¢ asimilace
zakladnich zdroji dusiku a uhliku zné muze byt odvozen ptfidanim amylotické aktivity
(Janderova 1983). Diky své enzymove¢ aktivité (enzym amyloglukozidaza) jsou tyto kvasinky
schopné §tépit a-1,4-glykozidické vazby na koncich fetézct cukernych dextrinti a ziskavat tak
glukozu pro vlastni metabolismus. Tato schopnost §tépit dextriny je vyuzivdna pii vyrob¢
nizkokalorickych piv nebo produkci ethanolu (Stulikova et al. 2019).

3.8.4 Torulaspora delbriickii

Torulaspora delbriieckii je fermenta¢ni kvasinka spojovana hlavné s vyrobou vina.
V poslednich letech je vénovana zvlastni pozornost vyuzivani T. delbrieckii v souvislosti
zlepSeni vysledného organoleptického profilu a kvality vin. Ukazalo se, ze T. delbruckii ma
pozitivni G¢inky ve vlastnostech vin vzhledem ke spotiebé kyselin a cukri. Dale zvySuje
komplexnost vuné¢ kvuli produkci dilezitych metaboliti (Fernandes et al. 2021).
T. delbrueckii také prokazala pozitivni dopad z hlediska nizké produkce nezadoucich
slou¢enin, jako je acetaldehyd, acetoin a kyselina octova (Canonico at al. 2016)

Kromé¢ vina lze T. delbriieckii vyuzit i v jinych napojich, pfedev§im v oblibeném pive.
Slozky sladiny pfreménuje nejen na alkohol, ale také na organoleptické slouceniny, jako jsou
aldehydy, vyssi alkoholy, estery, karbonylové slouceniny, organické kyseliny a terpenické
latky, které davaji pivu kone¢nou senzorickou hodnotu (Fernandes et al. 2021).

Oproti S. cerevisiae vykazuje T. delbrzeckii niz$i rustza pfisnych anaerobnich

vwr

(Ramirez & Velazquez 2018).

3.8.5 Aspergillus oryzae

Aspergillus oryzae je vlaknita aerobni plisen, ktera je bohatym zdrojem mnoha
bioaktivnich sekundarnich metaboliti z riznych chemickych tiid, jako jsou terpenoidy,
kumariny, oxylipiny a mastné kyseliny (Daba et al. 2021). A. oryzae je dilezitym zdrojem
organickych sloucenin, jako je kyselina glutamova a mnoho primyslovych enzymd, jako je
glukoamylaza, o-amylazy, celuldza a protedzy, které se po celém svété pouZzivaji pro
zpracovani $krobu, peceni, vyrobu detergentl a vafeni piva (Chang et al. 2014).

A. oryzae se po staleti pouziva pii fermentaci riaznych potravin v mnoha zemich po
celém svéte (Daba et al. 2021). V Evropé se aplikuje pii vyrobé enzymu pro pivovarnictvi
a peceni (Daba et al. 2021). Nejvice je vSak pouzivana v japonské kuchyni, kde byla dokonce
oznacena jako narodni mikroorganismus Japonska (Kitamoto 2015). A. oryzae se vyuziva pii
vyrob¢ octu, sojové pasty miso, sojové omacky zejména pii vyrob¢ saké (Zhu & Tramper
2013). Sakeé je tradi¢ni japonsky alkoholicky néapoj, ktery se vyrabi z dusené ryze (Fujita et al.
2003). A. oryzae preménuje ryzovy Skrob na cukry a poté spolu s kvasinkami Saccharomyces
cerevisiae premeénuje cukry na ethanol (Akaike et al. 2020).
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4 Metodika

V kapitole metodiky jsou rozepsany vsSechny kroky vedouci k popséani jednotlivych
metod pro stanoveni celkového obsahu polyfenoll, ethanolu, methanolu a dalSich tékavych
latek ve vzorcich mlata.

4.1 Suroviny pro pripravu

e Mlato
e Vodovodni voda

Mlato bylo ziskano ze zkuSebni varky v pivovaru Um! v prostorach Vyukového centra
zpracovani zemédélskych produktd (VCZZP). Sypani varky bylo 11 kg sladu na 50 | vody.
Koncentrace ptfedku byla 10,2 % a koncentrace posledniho vystielku 6 %.

Pted vlastnim experimentem bylo mlato uchovavano v mrazéku pfi teploté -18 °C.

4.2 Pouzité mikroorganismy

o Torulaspora delbriieckii (TD)
e Saccharomyces cerevisiae (SC)
e Aspergillus oryzae (AO)

Kvasinky Torulaspora delbrueckii, kmen RIBM B1
Kvasinky Saccharomyces cerevisiae, kmen RIBM SD (Saccharomyces diastaticus)

Tyto organismy byly ziskany ze Sbirky pivovarskych mikroorganizmi (RIBM) Vyzkumného
ustavu pivovarského a sladatského, a.s., oddéleni mikrobiologie. Obé kultury byly rozkvasené
v mlading.

Spory plisn¢ Aspergillus oryzae
e Ve varianté s bilymi sporami (silné sladovaci vlastnosti, Siroké spektrum pouZiti, mj.
pro saké)
e Ve varianté se zelenymi sporami (mensi produkce cukru, vhodné pro piipravu napf.
sojoveé omacky)
Obg¢ varianty byly ziskany na e-shopu fermentarum.cz.
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4.3 Pristroje
e Refraktometr Carl Zeiss-Jena, typ G08
e Rmutovaci lazen
Vyrobce: 1 — CUBE
e Topné hnizdo LTHS 250
e Spectronic TM Helios TM Gamma Helios
Vyrobce: Thermo Fisher Scientific, Materials & Structural Analysis (MSA)
e Plynovy chromatograf Nexis GC-2030 s autosamplerem AOC-20i Plus
Vyrobce: SHIMADZU

e Horkovzdus$na suSarna Binder

4.4 Stanoveni extraktu mlata

4.4.1 Princip metody

Obsah extraktivnich latek v mlaté byl stanoven metodou pro stanoveni vylouzitelného
extraktu. Hodnoty vylouzitelného extraktu jsou métitkem k posouzeni zptisobu vyslazovani.
Mohou byt ovlivnény funkci scezovaciho zatfizeni, praci vafi€e a porozitou vrstvy mlata.
Bé&zné hodnoty vylouZitelného extraktu v mlaté se pohybuji v rozmezi 0,7-0,9 % (Basatova et
al. 1993).

4.4.2 Pracovni postup

Stanoveni vylouZitelného extraktu vylouZenim teplou vodou:

100 g mokrého mlata bylo smichdno ve rmutovaci kadince se 175 ml destilované vody
o teploté¢ 70 °C. Mlato smichané s vodou se rmutovalo se 60 minut pii teplot¢ 70 °C. Po
ochlazeni se obsah doplnil na 300 g, zfiltroval z relativni hustoty byl uréen extrakt.
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4.4.3 Vypocet

Vypocet vylouzitelného extraktu:

o P(200 + V)
M (100 — P)

5 100. Eypy
57100 -V,

Evm — hmotnostni zlomek vylouzitelného extraktu v mokrém mlaté (%)
Evs — hmotnostni zlomek vylouzitelného extraktu v susiné mlata (%)

P — hmotnostni zlomek extraktu ve filtratu (%)

Vc — celkovy obsah vody v mlaté

4.5 Stanoveni suSiny mlata

Ptiblizné 25 g mokrého mlata bylo navazeno s ptesnosti na 0,001 g na Petriho misku
a umisténo do susarny po dobu 4 hodin pii teploté 105 °C. Z ubytku hmotnosti byl vypocten
obsah vody, resp. suSina mlata.

4.6 Priprava vzorku

Spory plisné se nechaly nakli¢it néasledujicim zptisobem: ke 100 g mlata se ptidalo
50 ml vody a 0,1 g spor plisné Aspergillus oryzae. Tato smés byla v kadince pfikryta
buni¢inou, aby nedochazelo k jejimu vysychani a nasledné se nechala 2 dny pii laboratorni
teploté, béhem této doby doslo k vyvinu mycelia. Zaockovani mlata plisni Aspergillus oryzae
bylo provedeno pomoci 25 g této smési.

K300 g mlata bylo pfidano 50 ml mladiny obsahujici kvasinky Saccharomyces
cerevisiae nebo Torulaspora delbrueckii, piipadné naklicena smés Aspergillus oryzae (rozpis
vzorkl je uveden v Tabulce 12) a smés byla doplnéna vodou na celkovy objem 1 |. Nasledné
se tato smés nechala fermentovat po dobu 7 dni pfi laboratorni teploté (viz Obrazek 4 a 5).

Po ukonceni fermentace byla smés prefiltrovana ptes Biichnerovu nalevku. 125 ml
ziskaného filtratu bylo umisténo do 250 ml varné baiiky a smeés byla piedestilovana. Destilace
byla ukonCena v okamziku, kdy teplota par dosahla hodnoty 102 °C. V destilatu byl
refraktometricky stanoven obsah ethanolu.
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Tabulka ¢. 12: Rozpis rozdili mezi jednotlivymi vzorky:

Vzorek Zaockovani kvasinkami Zaockovani plisni
1 50mlI TD ne

2 50 ml SC ne

3 25ml TD + 25 ml SC ne

A 50 ml SC Bila AO

B 50 ml SC Zelena AO

C 50 ml TD Bila AO

D 50ml TD Zelend AO

Tabulka ¢. 13: Obsah alkoholu dle indexu lomu ve vzorcich

Vzorek Index lomu Odpovidajici obsah alkoholu (% obj.)
1 1,3333 0,63
2 1,3335 1,03
3 1,3335 1,03
A 1,3337 1,42
B 1,3337 1,42
C 1,3337 1,42
D 1,3331 0,24
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Obrazek ¢. 4: Vzorky 1, 2, 3

Obrazek €. 5: Vzorky A, B, C, D
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4.7 Stanoveni celkového obsahu polyfenolii

4.7.1 Postup

2 ml destilatu byly nafedény destilovanou vodou na pfiblizné 30 ml. K takto
upravenému vzorku bylo pfidano 2,5 ml Folin-Ciocalteuova ¢inidla a smés byla promichana.
Poté bylo ke vzorku pfidano 7,5 ml 20 % Na2COsz a smés byla opét promichéna. Po
nasledném doplnéni destilovanou vodou na objem 50 ml a promichani, byly vzorky
ponechany po dobu 2 hod pfi laboratorni teploté pro spravny prabéh reakce. Nasledné byla
u vzorkii zmétfena absorbance pii 765 nm oproti slepému vzorku piipravenému stejnym
zpusobem z destilované vody. Vysledky jsou vyjadiené jako mg kyseliny gallové ve vzorku.

4.8 Stanoveni ethanolu a dalSich tékavych latek

Pro stanoveni obsahu ethanolu a dal$ich t¢kavych latek byly destilaty analyzovany na
plynovém chromatografu s plamenoionizacnim detektorem na katedie chemie FAPPZ.
Podminky stanoveni byly nasledujici:

e Kolona: SUPELCOWAX 10 (30 x 0,25 mm x 0,25 pm)

e Teplotni program kolony: 60 °C (2 min), 8 °C/min, 220 °C (8 min)

e Teplota nastiiku 250 °C, teplota detektoru 280 °C

e Objem nastiiku 0,5 um, split 50:1

e Nosny plyn dusik, linedrni rychlost 30 cm/min (vstupni tlak 92 kPa)

e Detektor: vzduch 200 ml/min, vodik 32 ml/min, make-up (dusik) 24 ml/min
o Cistoty pouzitych plynii: dusik 4.8, vodik 6.0, vzduch stladeny
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5 Vysledky

5.1 Extrakt mlata

Obsah extraktu ve filtratu byl 1,5 %, coz pfi stanovené susin¢ mlata 25,21 % odpovida
obsahu extraktu 4,18 % v puvodnim vzorku a 16,60 % extraktu v suSiné mlata.

5.2 Celkovy obsah polyfenoli

Tabulka €. 14: Obsah polyfenolil ve vzorcich

Vzorek Celkové polyfenoly (mg kys. gallové/l vzorku)
25,047

15,422

13,262

10,676

11,55

11,176

12,18

DOWm>wN -

Nejvyssi obsah polyfenolti se vyskytoval u vzorku ¢. 1, ktery byl zaockovany
kvasinkou TD. Nejmensi mnozstvi vykazoval vzorek A, ktery byl zaockovéan kvasinkou SC
v kombinaci s plisni AO s bilymi sporami. Rozdily mezi vzorky byly nepatrné, 1ze ale fici, ze
ve vzorcich bez pfitomnosti plisné byly zjiStény vysSi koncentrace nez ve vzorcich
fermentovanych kombinaci kvasinek a plisné.
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5.3 Stanoveni ethanolu a dalSich tékavych latek

Tabulka ¢. 15: Obsah alkoholt u vzorki 1, 2, 3

retenéni ¢as 1 2 3
3,163 methanol (% obj.) 0,005 0,015 0,006
isopropylalkohol
3,299 (% obj.) 0,052 0,029 0,091
3,386 Ethanol (% obj.) 0,228 0,813 0,662
4,353 1-propanol (% obj.) 0,011 0,001 <0,001
4,566 2-butanol (% obj.) 0,002 0,004 0,004
5,396 isobutanol (% obj.) nd 0,001 <0,001
6,226 1-butanol (% obj.) 0,256 0,317 0,489
isoamylalkohol
7,279 (% obj.) 0,001 0,002 0,002
13,144 neidentifikovano (32221) (16545) (10934)
13,693  neidentifikovano (12786) (5692) (4808)
14,979  neidentifikovéno (230759) (422625) (285029)
Tabulka ¢. 16: Obsah alkoholi u vzorku A, B, C, D
retenéni ¢as A B C D
3,163 methanol (% obj.) nd nd nd nd
isopropylalkohol  nd nd nd nd
3,299 (% obj.)
3,386 ethanol (% obj.) 1,024 0,87 0,772 0,088
1-propanol
4,353 (% obj.) nd nd nd nd
4,566 2-butanol (% obj.) nd <0,001 nd nd
isobutanol
5,396 (% obj.) <0,001 <0,001 nd nd
6,226 1-butanol (% obj.) nd nd nd nd
isoamylalkohol
7,279 (% obj.) 0,001 0,001 0,001 nd
13,144 neidentifikovano  (5544) (6493) (5995) (9681)
13,693 neidentifikovano  (2561) (4013) (3420) (4476)
14,979 neidentifikovano  nd nd nd nd

e v zavorce uvedena plocha piku (u neidentifikovanych sloucenin)

e nd - vysledky, kdy plocha piku byla mensi nez 200

e piky 13,144 a 13,693 - pravdépodobné estery

e pik 14,979 — vzhledem ke tvaru piku lze usuzovat na mastnou kyselinu
(pravdépodobné butanova) — i kviili pfitomnosti butanolu
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Vysledky analyzy vzorkti pomoci GC-FID jsou uvedeny v Tabulce 15 a 16. Zjistény
obsah ethanolu je velmi nizky. Nejvyssi obsah ethanolu byl stanoven ve vzorku A, nicméné
hodnota 1,024 % obj. je velmi nizka pro praktické vyuziti. Naméfené hodnoty piiblizné
odpovidaji hodnotam zjisténym pomoci stanoveni indexu lomu (Tabulka 13), nicméné
refraktometricka metoda je pouze orientacni a slouzi pouze k potvrzeni zjiSténych nizkych
koncentraci.

Zajimavé vysledky byly zjistény pii analyze vzorkd nezaoCkovanych plisni Aspergillus
oryzae. V téchto vzorcich se obsah 1-butanolu pohyboval v rozmezi 0,256 az 0,489 % obj.,
coz naznacuje, ze v téchto vzorcich probéhla také butanolova fermentace. Navic v ¢ase kolem
15. minuty byl detekovan velky asymetricky pik, zjehoz tvaru lze usuzovat, Ze se jedna
0 organickou kyselinu, pravdépodobné propionovou nebo maselnou. Oproti tomu ve vzorcich
zaockovanych plisni AO (lhostejno, zda s bilymi ¢i zelenymi spoérami) nebyl 1-butanol ani
zminény asymetricky pik detekovdny. Dalsi neidentifikované piky byly ve vzorcich
zaoCkovanych AO niZzsi (viz Tabulka 15 a 16 a Obrazek 6 a 7).
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Obrazek €. 6: Chromatogram vzorku 1 (zao¢kovany pouze kvasinkou TD)
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Obrazek ¢. 7: Chromatogram vzorku B (zaCokovany kvasinkou SC a AO se zelenymi
spérami)
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6 Diskuze

6.1 Stanoveni celkového obsahu polyfenoli

Naméfené obsahy celkovych polyfenoll v destilatu jsou velmi nizké (10,7-25,0 mg kys.
gallové/l), napt. u vinnych destilati se celkovy obsah polyfenolti pohyboval v hodnotach 40
az 350 mg kys. gallové/l (Schwarz et al. 2020). OvSem 1 ptes fadu publikaci o obsahu
jednotlivych polyfenolovych slou¢enin v mlatu je celkovy obsah polyfenoll spise nizsi, dle
TiSma et al. (2018) jsou na urovni 2,5 mg/g Vv susing, zatimco napft. v seminkach hrozna je to
az 129,6 mg/g v susin€. Nizsi hodnoty mohou byt zpiisobeny i slozenim polyfenolii, nebot’
jejich tekavost klesa s molekulovou hmotnosti (Shahidi & Naczk 2003) a Ize predpokladat, ze
¢ast t€kavych polyfenolii se odpatila béhem rmutovani.

6.2 Stanoveni ethanolu a dalSich tékavych latek

Obsah ethanolu ve vSech vzorcich byl velmi nizky a pohyboval se v rozmezi 0,09 az
1,02 % obj. Celkové mnozstvi extraktu dodané k fermentaci bylo 12,54 g, z fermentace bylo
ziskano pftiblizn¢ 0,5 1 zfiltrovaného prokvaSeného média. Pfi 100 % ucinnosti pfemény
extraktu na ethanol (ze 100 g cukrl vznikne 51,11 g ethanolu) by béhem fermentace vzniklo
6,41 g ethanolu, coz odpovida 1,6 % obj. ethanolu ve prokvaseném vzorku. Pti destilaci doslo
ke zmenSeni objemu o 1/3, tudiZ koncentrace ethanolu v destilatu pii teoretick¢ 100 %
ucinnosti by se pohybovala na trovni 2,4 % obj. Pfi vyrobé lihu je praktickda Uc¢innost
fermentace kolem 90 % (El-Diwany et al. 1992). Nicmén¢ vytézek pro vzorky zaockované
plisni AO se pohybuje v rozmezi 32-42 % s vyjimkou vzorku D s koncentraci ethanolu mensi
nez 0,1 % obj. U vzorkli nezaockovanych plisni byla vytéznost 9-34 %.

Dtvodem nizké vytéZnosti mize byt obtiznd dostupnost zkvasitelnych sacharidi pro
kvasinky. Ackoliv Saccharomyces cerevisiae var. diastaticus ma §ir$i enzymovy aparat nez
béznd kvasinka a je schopna odstépovat glukézu z polysacharidi vazanych
a-1,4-glykozidickou vazbou, pravdépodobné dostupnost konct fetézcl neni ideélni, lze
pfedpokladat, Ze po rmutovani v mlaté zbyvaji pouze hife rozlusténa Skrobova zrna, coZ
muze efektivitu enzymového aparatu ovlivnit. Piitomnost Aspergillus oryzae vytéZznost
ethanolu mirn¢ navysila, nicméné ziskané hodnoty byly stéale nizké.

Plisen Aspergillus oryzae je schopna tvofit enzym celulazu, jako optimalni podminky
pro jeji produkci bylo urc¢eno pH 5,9 a teplota 33 °C (Hoa & Hung 2013), coz jsou hodnoty
blizké probehlému experimentu, jelikoz pH sladiny po rmutovani se pohybuje v rozmezi 5,4-
6,0 (Briggs et al. 2004). Nicméné efekt produkce celulazy nebyl pozorovan. To miize byt
zpisobeno pfitomnosti ligninu, ktery mize bréanit v pfistupu enzymu a bez piedchozi
hydrolyzy provedené jinym zpisobem by rozklad celuldzy trval netmérné dlouho (Liu et al.
2019).

Nizké hodnoty vyuziti extraktu naznacuji, Ze nebylo dosazeno optimalnich podminek
kvaSeni. Obsah ethanolu ve vzorku D byl extrémné nizky, nicméné GC analyza neodhalila ani
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zadné jiné produkty fermentace, tudiz lze predpokladat, Ze v tomto pfipad¢ fermentace
neprobéhla, nebo se jeji zacatek byl z neznamych pficin vyrazné opozdén.

Jina situace nastala ve vzorcich, které nebyly zaockované plisni AO. Dle GC analyzy
vzorky obsahovaly 1 vétsi mnozstvi vedlejSich produkti naznacujicich, Ze ve vzorcich
probéhla butanolova fermentace. Za produkci butanolu jsou zodpovédné zejména bakterie
rodu Clostridium, které jsou schopny extracelularné rozkladat lignocelulézovy material az na
glukozu a vramci aceton-butanol-ethanolové fermentace produkuji jmenované latky
vpoméru 3 : 6 : 1. Pfi vyrobé biopaliv bakterie r. Clostridium zpracovavaji mj.
1 lignoceluldzové materidly (Ezeji et al. 2007; Alam & Tanveer 2020), tudiz nelze vyloucit, ze
tento proces prob¢hl i pii fermentaci mlata.

Velmi zajimava je skutecnost, Zze butanolovd fermentace neprobchla pii zaockovani
vzorku mlata pomoci Aspergillus oryzae. Nepodatilo se dohledat, ze by Aspergillus oryzae
potlacoval rist r. Clostridium, naopak dle Ozturk et al. (2020) 1ze vyuzit jejich kombinované
pusobeni pro efektivnéj§i produkci biobutanolu, ackoliv kultivace jednotlivymi
mikroorganismy byly vramci daného experimentu oddélené. Dal§im moznym divodem
potlaceni butanolového kvaseni muze byt pfitomnost kvasinek, které mohly spotiebovat
zkvasitelné sacharidy uvolnéné pomoci AO pro vlastni metabolismus, nicméné tuto teorii
nepodporuje vysledek vzorku D.

Z hlediska praktické vyuzitelnosti provedeného experimentu nezbyva nez konstatovat,
ze diky nizké efektivit¢ procesu a vytéznosti ethanolu nelze ocekévat rozsifeni praktického
pouziti, nebot’ existuje celd fada jinych moznosti produkce ethanolu i vyuziti mléta.
Vzhledem k velkému objemu mlata a nizkému obsahu extraktu v$ak pravdépodobné nelze
vyuzit veskeré latky, které jsou v mlaté obsazené, bez ptedchozi chemické hydrolyzy.
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7 Zavér

V ramci diplomové prace byl proveden experiment testujici moznost vyuziti vedlejsiho
pivovarského produktu — mlata k fermentaci a mozné produkci alkoholového napoje.
Vysledky experimentu sice ukazaly, ze je mozné timto zpiisobem produkovat ethanol, ale
vytézky celého procesu byly velmi nizké bez ohledu na pouzité mikroorganismy, maximalni
dosazena vytéznost ethanolu byla 42 %, navic v ur¢itych ptipadech doslo 1 k pribéhu dalsich
mikrobidlnich dé&jii nezaddoucich z hlediska senzorické kvality.

Hypotéza o moznosti produkce napoje obsahujiciho ethanol nebyla potvrzena, pro
mozné pouziti v praxi je pravdépodobné nutné zatadit dalsi krok pro piediipravu mlata.
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