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Vliv enzymi, aplikovanych na zpracované bulvy cukrové
repy, ovliviiujici kvalitu saturované stavy

Souhrn

Prace je zaméfena na stanoveni pfitomnosti dextranu a jeho pfipadného mnozstvi
Vv cukrovarnickych mezivyrobcich. Dextran je polysacharid, ktery vznika na bulvé cukrové
fepy nevhodnym skladovanim, nizkymi teplotami, ¢i poranénim fepné tkan¢, ktera je nasledné
velice citliva k infekcim produkovanych mikroorganismem Leuconostoc mesenteroides.
Infekce vede ke vzniku polysacharidii a jinych vedlejSich produkt, které maji negativni vliv
na technologické zpracovani cukrové fepy. Z téchto polysacharidi je v postizené fepé nejvice
zastoupen levan a dextran, jejichz obsah vyrazné zvysuje viskozitu cukernych §tav. To se
nasledné projevuje na krystalizaci uhli¢itanu vapenatého pfi II. saturaci a tim dochéazi ke
zhorSeni filtrovatelnosti.

V piipad¢ pfitomnosti dextranu ¢i jinych polysacharidi dochédzi k dalSim problémim
Vv technologickém procesu vyroby cukru. Pro jejich odstranéni je pouZita enzymaticka
hydrolyza pomoci enzymu dextrandzy, nebo a amylazy. Ta §té€pi polysacharid dextran na
mensi oligosacharidy, které se nezachyti ve filtraCnim zafizeni a nezptlisobi tak snizeni
vyrobni kapacity. Komer¢né dostupna dextranaza je ale finanéné narocnd, proto probihaji
Diplomovéa prace hodnoti pfitomnost dextranu v extrahované $tav€é metodou ICUMSA
GS8-19 zroku 2009. Metoda spociva v hodnoceni pfitomnosti dextranu v difuzni, tézké
a ll. saturované stave. Stanovovali jsme 1 alkalitu, pH, sedimenta¢ni a filtracni koeficient,
polarizaci, sacharizaci a Cistotu. Cilem této prace je vyhodnotit korelace mezi naméfenymi
hodnotami a aplikaci 2 enzymi, které se poZivaji k odstranéni téchto problémd.

Po dokonceni experimentu a zhodnoceni naméfenych vysledkii se ndm nepodatilo prokazat
souvislosti mezi laboratorn¢ naméfenymi hodnotami v provozni laboratoii cukrovaru
spole€nosti Tereos TTD Dobrovice. Nami naméfené hodnoty neprokéazali vzajemné
ovlivnitelny vztah. Jedina prokazatelna souvislost byla pfi stanoveni mnozstvi proplachnutych
filtrh po II. saturaci za den, s mnoZstvim pouzitych enzymu. V pifipad¢é prokazéni vysokého
mnozstvi dextrant se filtry zacali postupné zanaSet nepropustnou vrstvou makromolekul,
a Vv ptipadé, Ze by nebyla pouzita enzymaticka cesta pro likvidaci téchto polysacharidd, by
jedinym feSenim bylo cCasté proplachovani filtri nebo sniZeni provozni kapacity spjaté
s naslednym prodlouzZenim zpracovatelské kampané. Déle jsme prokézali €innost a amylazy,

ktera byla pouzita pti zpracovani fepy po Novém roce. Tento enzym mél podobné ucinky na



odbourani polysacharidi a zprichodnéni filtrii. Proto je mozné v nasledujicich kampanich

nahradit finan¢né naro¢ny enzym dextranazu lacingjsi o amylazou.

Kli¢ova slova: cukr, cukrovka, dextran, dextrandza, o amylaza, filtrovatelnost



The influence of enzymes applied on processed sugar beet
bulbs on the quality of saturated juice

Summary

The thesis focuses on the determination of dextran presence and its potential amount
in sugar-made semi-products. Dextran is a polysaccharide which is created on a sugar beet
tuber due to inappropriate storing, because of low temperatures or wound of beet tissue,
which is subsequently prone to infections caused by Leuconostoc mesenteroides
microorganism. The infection results in creation of polysaccharides and other secondary
products which have a negative influence on technological processing of beet. Levan
and dextran create the highest amount of these polysaccharides in sugar beet. They
significantly increase the viscosity of sugar juice. It is subsequently seen on crystallization
of calcium carbonate during the second saturation and this causes the deterioration
of filterability. In case of dextran or other polysaccharides presence other problems arise
in the technological process of sugar production. For its elimination enzymatic hydrolysis is
used with the aid of dextranase or o amylase. This element splits dextran polysaccharide into
smaller oligosaccharids which are not caught in filtration device and therefore do not cause
reduction in production capacity. Commercially accessible dextranase; however, is financially
demanding so that there are researches trying to find more economical ways. This diploma
thesis evaluates the presence of dextran in extracted juice by means of ICUMSA GS8-19
(year 2009). The method evaluates the presence of dextran in diffused, heavy and Il. saturated
juice. The research was focused on determination of alkalinity, pH, sedimentation
and filtration coefficient, polarization, sugar content and purity. The aim of this thesis is
to evaluate the correlation between recorded numbers and the application of the two enzymes
which are used for removal of these problems. After completion of the experiment
and evaluation of measured results in operating laboratory of sugar factory Tereos TTD
Dobrovice, connection among laboratory measured data was not proved. Our recorded data
did not prove reciprocal relation. The only proved connection was about number of rinsed
filters (per day) after Il. saturation and amount of used enzymes. The amount of enzymes
influences how many times per day filters must be rinsed in order to get rid of deposit. In case
of high amount of dextran, filters started to be clogged by impervious layer of molecules

and in case that enzymatic way was not used for elimination of this saccharide, the only



solution was frequent filters rinsing or reduction in working capacity connected to subsequent
prolongation of processing campaign.

Further, we proved the efficiency of o amylase which was used during beet processing (after
New Year). This enzyme had the same impact on elimination of polysaccharides
and clearance of filters. It is to say that in following campaigns it is possible to substitute

financially demanding enzyme for cheaper o amylase.

Keywords: sugar, sugar beet, dextran, dextranase, a amylase, filterability
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1 Uvod

Cukrova fepa je svym produkénim a energetickym potencidlem nejvykonnéjsi plodinou
mirného padsma a ma nezastupitelnou ulohu jako ptedplodina v osevnim postupu. Je to
dvouleta rostlina fadici se mezi okopaniny, kterd se rozmnozuje pomoci semen. V prvnim
roce vegetace tvori pfizemni riizici listi a bulvu, ze které se naslednym zpracovanim ziskava
cukr a v druhém roce vegetace tvori kvétni lodyhu, na které dozravaji semena. Cukrova fepa
je zakladni surovina pro vyrobu cukru a jeji p&stovani ma v Ceské republice dlouholetou

tradici.
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Obrazek 1 Vyvoj roéni a pramémé vyroby cukru v CR (t)

Celkova spotieba cukru v Ceské republice je asi 400 az 450 tisic tun, coz na jednoho
obyvatele odpovida primérné spotiebé cukru mezi 39-40 kg. Jako potravina zajistuje cukr
podstatnou davku celkového denniho pfijmu energie. Vysoka troven spotieby cukru, zejména
ve vyspélych zemich, je dana Sirokou nabidkou primyslové vyrabénych potravin, jako jsou
¢okolada a cukrovinky, nealkoholické napoje, mlékarenské vyrobky, zmrzliny, dzemy, sirupy,
pecivo, suSenky, cukraiské vyrobky aj. Zbyvajici ¢ast cukru se spotfebuje v domacnostech,
kde se pouzivé k pfimému slazeni kavy a Caje, k peCeni a pti vafeni. Vedle své funkce sladidla
je cukr latkou, dodéavajici potravindm objem, upravuje jejich texturu, pisobi jako konzervacni
¢inidlo, ochucovadlo a fermentacni substrat.

Na zabezpeceni soucasné¢ vySe produkcni kvoty, postacuje plocha cukrové fepy kolem

40 000 hektarti pti cukernatosti 16 %, za predpokladu stabilizovaného hektarového vynosu na
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trovni 60 tun z hektaru. Na produkci lihu je v Ceské republice péstovano kolem 13 500
hektarti cukrové fepy a nékolik tisic hektart je pro technické vyuziti cukru.

V EU je rozsah produkce cukru regulovan kvotami. Odbyt cukrové fepy vychéazi z dohody
s cukrovarem. Cukr je vyznamnym energetickym zdrojem v potravinaistvi a také se vyuziva
pro vyrobu bioethanolu, 1éCiv a aminokyselin. Cukrova fepa je plodina mirného pasu, proto
jeji produkci mnohem vice ovlivituji klimatické podminky ve vnitrozemskych nez
piimotskych statech.

Kofen cukrovky, oznaCovan jako bulva, obsahuje 23-25 % suSiny, z toho je asi 5 %
nerozpustného podilu, ktery se nazyva dien a tvofi jej pfedevsim celuldza, pentozany, lignin
a pektinové latky. Zbyvajici obsah suSiny tvoifi rozpustné latky fepné S$tavy, mezi nimiz
ptevazuje z 16-18 % sachardza. Zbytek, asi 2,5 %, pfipada na skupinu latek, které se souhrnné
nazyvaji rozpustné necukry. Mezi rozpustné necukry patii monosacharidy: glukéza, fruktoza;
oligosacharidy: rafin6za; organické kyseliny: Stavelova, jable¢na, citronovd, mlécna;
saponiny: bezdusikaté glykosidy, bilkoviny, aminokyseliny, amidy, popeloviny aj.
Z chemicko-technologického hlediska rozdélujeme latky obsazené ve sklizenych bulvach
cukrovky na diei a fepnou §tavu. Repnou dfeni se rozumi souhrn ve vodé nerozpustnych
latek. Zbytek tvoii fepnd §tava, tj. voda a v ni rozpuiténé latky. Repna bulva obsahuje asi

76 % vody a 24 % susiny.

Tabulka 1 Hlavni latky v fepné dfeni Tabulka 2 Hlavni latky v fepné §taveé
Hlavni latky % Hlavni latky %
Pentozany, celuloza 70-90 Voda 76
Pektiny 25-30 Latky rozpustné ve vodé | 18
Nerozpustné org. latky | 4 Necukry — bilkoviny 0,06-1
Inhibi¢ni voda 0,5 Sachar6za 87

Cukrovka byla vyslechténa tak, aby pii pomérné dlouhé vegetacni dobé a v podminkach
urodnych pid mirného zemépisného pasma poskytovala maximalni vynosy cukru. Pii
péstovani na odliSnych typech a druzich pid a v odchylném klimatu ztraci cukrovka rychle
schopnost vytvaiet pozadované vynosy a kvalitu. Cukrovka je velmi citliva plodina, ktera
siln€¢ reaguje na nepfiznivé vlivy, at’ uz na mnozstvi srazek, poskozeni kroupami, vysoky
slune¢ni svit, ¢i poSkozeni mrazem. Mrazem poskozena, poranéna, ¢i Spatné¢ a dlouho

skladovana fepa je nachylna ke vzniku infekci produkovanych mikroorganismem



Leuconostoc mesenteroides. Ten nafepné bulvé zplsobuje vznik polysacharidii (dextrant
a levantl), které maji negativni vliv na krystalizaci uhli¢itanu vapenatého pfi II. saturaci. Aby
se zamezilo témto problémim zpiisobujicim snizeni vyrobni kapacity, az pferuSeni vyrobniho
procesu, jsou do extrahovanych $téav aplikovany enzymy, které tyto polysacharidy $tépi na
mens$i molekuly, které se nezachycuji na filtrech. Mezi enzymy, které se vyuZzivaji nejvice,
patii dextrandza. Jeji ucinky na rozklad polysacharidi jsou ovéfeny mnohymi cukrovary.
Nevyhoda ale spo¢iva ve finan¢ni narocnosti. V naSem pokusu byl vedle standardné
aplikované dextranazy pouzit i enzym o amylaza, ktera se bézné pouziva k rozkladu skrobu
a je finanén¢ dostupnéjsi. Cely tento vyzkum ma ale fadu ovliviiujicich faktord, které musime
zohlednit. Jedna se zejména o zpusob a délku skladovani fepy na finalnich tGlozistich. Ztraty
dychanim 1 pfi spravném uloZeni byvaji v mezich 0,01 do 0,02 % cukru denné. Pii
nespravném uloZeni jsou ztraty mnohem vyS$$i. V uloZené fepé se zvySuje mnozstvi
rozpustnych pektinovych latek, hemicelul6éz, a mize dochazet i k mikrobidlni kontaminaci,
pii které se tvori rusivé necukry, jako jiz zminéné dextrany a levany. Jsou ale i faktory, které
ovlivnit nemizeme. Velky dopad na konecnou kvalitu cukrovych bulev ma pocasi, které
ovliviiuje vznik infekci. Pocasi nemizeme na kampanovou sklizen ptedvidat, proto musi byt
v cukrovarnickém zavodé pfipraveno dostatené mnozstvi enzymi, které je mozné ihned
pouzit pfi prvnich naznacich zhorSeni filtrovatelnosti. Vyhodou pouzivanych enzymu je, Ze
pokud je jednu fepnou kampan snizeny vyskyt infekci, nez technolog ptedpokladal a enzymy
se nespotiebuji, je mozné je uskladnit a aplikovat nasledujici kampan se stejnymi ucinky.

2 Cil prace

Problematiky tykajici se zhorSeni filtrovatelnosti uhli¢itanu vapenatého pii II. saturaci se stala
velmi aktualnim tématem k feSeni. Nejen v ¢eskych, ale 1 v zahrani¢nich cukrovarech dochazi
vlivem $patného pocasi, skladovacich podminek ¢i nevhodného zachazeni s cukrovou bulvou
ke vzniku polysacharidi, které vedou k problémtim ve zpracovani cukrové fepy na cukr.
K zamezeni téchto problému je nutnd aplikace enzymd, které vzniklé polysacharidy odbouraji
za vzniku men$ich molekul a daji tak moznost prichodu stav ptes filtry, které by se jinak
makromolekulami ucpaly.

Cilem diplomové prace je posoudit u¢inky enzymu na kvalitu (filtrovatelnost) Il. saturované
stavy aplikovanych na zpracovavané bulvy cukrové fepy a nasledné vyhodnotit naklady

pouziti vybranych enzymu v provozu cukrovaru.



2.1 Hypotéza
Filtrovatelnost kalu ve $§tavé po II. saturaci miZzeme ovlivnit pfidavkem enzymu ke

zpracovaneé fepé.

3 Literarni reSerse

3.1 Historie cukrovarnictvi
Fenomén cukru se do naSich paméti zapsal z hlediska pozoruhodnych paradoxii. Nase fepné
cukrovarnictvi bylo po vzniku CSR ovénéeno aureolou ,,bilého zlata“ a ,,narodniho pokladu®.
Vzéapéti se ale nadlouho ponoftilo do vleklé odbytové krize a stalo se zaté€zi pro statni rozpocet
(Dudek, 2011).
V tepé objevil sladkou §t'avu Francouz Olivier de Serres v roce 1605, ktery shledal obdobu se
stavou z cukrové titiny. Cukr z fepy poprvé vyrobil A.S. Marggraf roku 1747. Teprve jeho
zak F. K. Achard se pokusil ve Slezsku v roce 1796 o vyrobu cukru z fepy ve velkém a v roce
1799 dostala fepa nazev ,,cukrova“ (Juzl a kol., 2000).
Podle Antonina (2006) se 0 rozvoj cukrovarnictvi zaslouzil pfedev§im Napoleon Bonaparte.
Béhem napoleonské valky byl zamezen dovoz cukrové titiny, pfesnéji cukru vyrobeného
z titiny v Karibiku.
Po Napoleonovych porazkach blokada skonlila a opét se zacal dovazet titinovy cukr ze
zamofti. Byl levny, bylo ho dost a fepné cukrovarnictvi, které bylo stale jesté v plenkach, mu
nebylo schopno konkurovat. Opét se ale zacalo prosazovat kolem roku 1830, zprvu nesmgle,
ale posléze stale vyrazngji.
Po roce 1831 vznikaji v hojném poctu v naSich zemich dal§i cukrovary. Jejich pocet
nevzristal rovnomérné a plynule. V nékterych obdobich byl ovliviiovan kladné€ nebo zaporné
riznymi vnéj$imi vlivy, pfedev§im ekonomickymi a politickymi.
- v letech 18351838 vzniklo 62 cukrovari (ro¢ni pramér 15)
- v obdobi 1849-1851 bylo zalozeno 35 cukrovarti (ro¢ni praimér 12)
- v pétileti 1868—1872 vzrostl pocet nové vybudovanych cukrovari na 105 (ro¢ni prumér 20)
Nejvice zavodi vzniklo v roce 1870 (34) a v roce 1871 (33).
Pucherna (1981) uvadi, ze v kampani 1872/73 dosahl pocet cukrovarl, zpracovavajici fepné
bulvy v nasich zemich, svého maxima 214. Do konce 19. stoleti bylo pak vybudovano jiz jen
18 cukrovarti a za dalSich 18 let, do skonceni prvni svétové valky byly zalozeny pouze dva
nové cukrovary. Po roce 1921 fidil vazané hospodaistvi s cukrem stat. Po uvolnéni obchodu

s cukrem od 1. fijna 1926 uzaviely Ceskoslovenské cukrovary prozatimni kartelni dohodu. Po



uplynuti jeji jednoro¢ni platnosti byla s G¢innosti od 1. fijna 1927 uzaviena kartelni dohoda,
platna 10 let, ktera byla v roce 1937 prodlouzena na dalsich 10 let. V kampani 1924/25 se
objevuji prvni znamky nesouladu mezi vyrobou a spotifebou. V kampani 1925/26 jiz bylo
ziejmé, ze vyroba cukru pievysuje jeho spotiebu. Mezi lety 1925 az 1935 dochazelo ke
snahdm o snizeni vyrobnich nékladi, a tak bylo v tomto obdobi zruseno 26 zavodu (Vodica,
Frimlova, 1981). Nebyvaly rozvoj byl v letech 1831 az 1945, kdy vzniklo 323 cukrovart
a 168 jich zaniklo. V letech 1945 az 1948 doslo k postupnému znarodnéni vSech cukrovart
avroce 1948 byla sprava cukrovaru pievzata s konecnou platnosti pod narodni podnik
Cukrovary a rafinerie cukru. Ze soukromych cukrovarii se tak staly narodni podniky
(Hradisky, Svacina, 2012). Od roku 1990 az 2004 ma cukrovarnicky primysl zcela liberalni
vyvoj bez regulaci, podpor a celni ochrany. Restrukturalizaci primyslu klesa jejich pocet
a diky pfitomnosti zahrani¢nich investi¢nich skupin zistdva z piivodnich 58 cukrovarii
pouhych 11 a osevni plocha klesa ze 100 000 hektari na 60 000 hektart. Dalsi zmény
v cukrovarnictvi nadesly se vstupem Ceské republiky do Evropské unie. O pét let pozdéji,
v roce 2009, se jejich pocet opét zmensil, a to na 7 zavoda (Duffek, 2011). Na pielomu roku
2008 a 2009 je prakticky dokoncena restrukturalizace cukrovarnického primyslu a pomoci
finan¢nich nastroji se podatfilo odevzdat do Restrukturalizacniho fondu EU necelych 6 mil.
tun cukru, o které se snizila kvota EU (Hradisky, Svacina, 2012).

I pfes mnohé pocatecni problémy ma dneSni péstovani cukrovky a vyroba cukru na tzemi
soucasné Ceské republiky tradici vice nez 170 let a stile patii k dilezitym usekiim
zemé&délsko-potravinaiské vyroby. Repaistvi ovlivnilo p¥iznivé rozvoj rostlinné i Zivo&isné
vyroby a to zejména v oblastech vhodnych pro péstovani cukrovky, kde piispélo
Kk hospodatské prosperité zemédélcu.

Cukrovarnicky primysl vyznamné ovlivnil rozvoji dalSich primyslovych odvétvi, zejména
strojirenstvi a oborll navazujicich na zpracovani cukru a melasy. Pocatky primyslové vyroby
cukru na naSem uUzemi se datuji od roku 1831, kdy doSlo k rozvoji péstovani cukrovky
a zakladani cukrovart. SkuteCnym primyslem se stdva cukrovarnictvi az po roce 1850 a jeho
uroven vyznamng ovlivnila fada technologickych postupli a strojnich zafizeni, vyvinutych
¢eskymi cukrovarniky. Dnesni svétova vyroba cukru dosahuje ptes 135 milionli tun roc¢né,

Z toho je asi 25 % fepného a 75 % titinového cukru (Kadlec, 2000).



Tabulka 3 Svétova produkce a spotieba cukru podle zemi
(Sugar Year Book 2008, ISO, 2009)

10 nejvétsich producentia — 2008 10 nejvétsich spotrebiteld — 2008 (2007)
Pof. Zemeé Vyroba (mil. t) | Pof. Zemé Spotieba (mil. t)
1 Brazilie 32,29 1 Indie 22,55 (20,88)
2 Indie 25,94 2 EU-27 20,47 (19,31)
3 EU-27 16,38 3 Cina 14,73 (13.,82)
4 Cina 15.40 4 Brazilie 11,86 (12.47)
5 Thajsko T 5 USA 9,81 (9,11)
6 USA 6.96 6 Rusko 6,18 (6.50)
7 Mexiko 5,94 7 Mexiko 5,03 (4.94)
8 Pakistan 5,00 8 Indonésie 4,61 (4.40)
9 Australie 4,62 9 Pakistan 4,54 (4,25)
10 Rusko 3,79 10 Eaypt 2,70 (2,70)

Tabulka 4 Nejvétsi producenti cukru z titiny a z fepy (2007)
(Sugar Year Book 2008, I1SO, 2009)

10 nejvétsich producentd cukru ze titiny | 10 nejvétsich producentd cukru z fepy
Pof. Zemé Vyroba (mil. t) Pof. Zemea Vyroba (mil. t)
1 Brazilie 33,20 1 EU-27 18,19
2 Indie 29,09 2 USA 4,46
3 Cina 12,55 3 Rusko 3,40
4 Thajsko 7,15 4 Ukrajina 2,02
5 Mexiko 542 5 Turecko 1,92
6 Austréalie 4,63 6 Cina 1.35
7 Péakistan 4,34 7 Japonsko 0,70
8 USA 3,22 8 Egypt 0,68
9 Indonésie 2,81 9 iran 0,65
10 Guatemala 2,36 10 Bélorusko 0,50

Cukr se vyrabi na poli a cukrovar ho pouze z fepy izoluje. Proto je technologie vyroby
stéZejnim pro ziskani kvalitniho cukerného krystalu.
3.2 Technologie vyroby

Technologie cukrovarnického primyslu slouzi k primyslové vyrob& piirodnich sladidel
z cukrové tepy (Beta vulgaris) a cukrové titiny (Saccharum officinarum). Vzhledem ke kratké
dobé sklizné a omezené skladovatelnosti je cukrovarnictvi primyslem kampanovym a jeho
¢innost je soustiedéna do obdobi pouhych 2,5 mésicli. Zpracovani fepy ma byt provedeno
pokud mozno co nejrychleji s vylou¢enim dlouhého skladovani. Denni ztrata cukernatosti pii
skladovani je 0,035 % (Hrabé a kol., 2008). Péstovani cukrovky, jeji sklizen, pfejimka,
skladovani a nasledné zpracovani predstavuji proces, jehoz uspé€sné zvladnuti je mozné jen pfi
dobré organizaci a navaznosti jednotlivych dil¢ich etap. Cukrovka se piejima podle
cukernatosti, kterou hodnoti surovinové laboratofe zavodu a po odecteni mineralnich

arostlinnych piimési vypocitaji pfedpoklddané ztraty cukru ve vyrobené melase (Kadlec,



2000). Po piejimce se fepa ukladana na betonové plochy, odkud se plavicim kandlem dopravi
do bubnové pracky. V praci lince jsou lapace kamene, odlucovace vody a piimési, hieblova
atryskova pracka fepy. Z vyprané fepy se na fezackach piipravi fepné fizky, z nichz se
extrakei prevede cukr z fepy do cukerného roztoku a vzniknou tak vylouzené cukerné tizky
a difuzni stava (Bretschneider, 1980). K umrtveni bunécné protoplazmy dochézi zahfatim na
teplotu nad 60 °C. Extrakci se ziska asi 1/3 cukru ze $téavy, zbyvajici 2/3 cukru se ziskaji
difuzi. Pti extrakci piechazi z fepné $t'avy i1 diené¢ kromé sachardzy jesté dalsi rozpustné latky
(pektiny, bilkoviny, popeloviny), jejichz pfechod do roztoku zavisi na teploté, pH a Case.
Pektinové latky, které piejdou do $tavy, se obtizn¢ odstranuji a zptsobuji vazné potize pfi
filtraci, krystalizaci a mohou piechazet az do melasy (Hrab¢ a kol., 2008).

Difuzni $t4dva se musi nejprve vycistit, coZ znamend, zbavit ji co nejvétSiho mnozstvi
necukru. Tento Cistici proces se nazyva epurace, ktera kromé ¢isténi difuzni $tavy zahrnuje
i I. all. saturaci a filtraci. Podle Bubnika 2006 jsou hlavnim cilem epurace:

a) odstranit maximalni podil rozpusténych necukri

b) odstranit pevné latky pfitomné ve §t'ave

¢) neutralizovat a dezinfikovat surovou stavu

d) minimalizovat rozklad sachar6zy

e) ziskat §tavy s vysokou tepelnou odolnosti

Obecné se ustalil postup €isténi surové Stavy pomoci vapenného mléka a oxidu uhlicitého.
Pouziti vapna se osvédcilo nejen pro svou specidlni vhodnost, ale i1 pro relativné nizkou cenu.
Prebytek véapna z roztoku se odstraiiuje saturaci oxidem uhli¢itym za tvorby srazeniny
uhli¢itanu vapenatého, kterd slouzi jako dobry adsorpéni a filtracni prostredek.

Difuzni §tava se pii teploté¢ 70-75 °C ptedcefi vapennym mlékem na hodnotu 0,20-0,30 %
predcefeni a docefeni surové $tavy se vapno pifidava ve formé vapenného mléka. Pridané
vapno otupi kyselou reakci surové $tavy a zastavi tvorbu invertniho cukru. Dale strhava do
tvofici se sraZeniny Casti fepné diené, bakterie a jejich spory a dezinfikuje surovou $t'avu
(Bubnik, 1998).

Po docefeni je $tdva zahtata na teplotu 87-90 °C a saturovana satura¢nim plynem na alkalitu
0,08-0,10 % CaO. Hlavnim cilem prvni saturace je vysrazet krystalicky uhli¢itan vapenaty, na
jehoz povrchu se néasledné adsorbuji barevné latky, povrchové aktivni latky a dalsi necukry.
Krystalicky uhli¢itan vapenaty rovnéz urychluje filtraci §tavy. Mezi hlavni chemické reakce

probihajici pfi I. saturaci patii reakce mezi hydroxidem vapenatym a kyselinou uhli¢itou, déle



rozpousténi plynného CO2 v kapalné fazi, absorpce CO», rozpusténi tuhého Ca (OH):
a krystalizace CaCOs (Kadlec, 2000).

Po prvni saturaci je kal sedimentovan na dekantérech a filtrovan. Pii filtraci dochazi
k oddéleni suspendovanych hmot od roztoku filtrani pfepazkou. Aby filtrace probihala, musi
byt tlaky pted filtracni ptfepazkou a za ni rozdilné. Pribéhem filtrace se filtracni odpor
zvySuje. K pfekonani tohoto odporu je potifeba pracovat se zvySenym tlakem. Filtracni
zafizeni je rozdéleno na filtracni kolaC s vlastnim filtracnim prostfedim zachycujicim
suspendované castice, kdezto porézni filtraCni piepazka je pouze nosnym prostfedim pro
filtraéni kola¢ (Svejka, Janda, 1981). Filtrace probiha na filtraénich kalolisech. Jedna se
o0 tlakové ramové filtry s membranovymi deskami. Prvni saturovand $tava se ptred prvni
filtraci nema zahtivat, protoze vysoka teplota ptisobi na kalolisech potiZze: uvoliluje se para
akal istava ptisychaji na ramy kalolisi. Nevyhodou kalolist je, ze kal zustava dlouho ve
styku se Stavou, takze probihaji nezadouci rozkladné reakce (Bretschneider, 1980).
Sedimentaci srazeniny saturované $tavy lze oddélit asi 80 % ciré Stavy, ktera se vede po
zahtati na II. saturaci. Ukolem druhé saturace je snizit obsah vapniku ve §tavé na minimum
a dale zvysit Cistotu $tavy. Neodstrani-li se vapenaté soli, odparka se rychle inkrustuje. Pii
optimalnim pH vznikd maximalni mnozstvi CO3>" a vysrazeného CaCOs tzn., Ze tvrdost §tavy
je nejmensi a jeji Cistota nejvetsi. Kal z 1. saturace je nasledné odfiltrovan (Kovatik, 1973).
Stava po II. saturaci obsahuje pomérné malé mnozstvi kalovych &astic, jedna se prakticky
0 chemicky cisty uhli¢itan vapenaty. K filtraci se pouZivaji zahuStovaci filtry, nizkotlaké
listové filtry — ced’dky, diskové filtry nebo naplavovaci filtry. Vzhledem k jemné struktuie
kalovych ¢astic, které snadno ucpavaji pory filtracni plachetky, se pouzivaji pomocné filtra¢ni
prostiedky, které pomahaji vytvofit pfiznivou strukturu kalového kolace. Kal po II. saturaci se
v epuracni lince vraci zpét na pfedceteni, kde slouzi jako krystaliza¢ni zarodky pro koagulaci
koloidn¢ dispergovanych latek. Zfiltrovana Stava se nazyva lehkou $tavou, kterou je mozno
dale sifit k potlaceni nezadouciho zbarveni a zmékCovat na ionexech, za tcelem omezeni
tvorby vapenatych inkrustaci na topnych sténach odparky. Lehka $tava ma sacharizaci
15-17 % hm., ¢istotu 90-93 % hm., pH 9,0-9,5 a svétle zlutou barvu (Kadlec, 2000). Pred
samotnou odparkou a tvorbou krystalu je nutné lehkou $t’avu upravit. Dochazi proto k sifeni
s disledkem zamezeni zGstatku vapenatych soli a sniZeni alkality. Déle se pfidava fosfore¢nan
sodny, branici vzniku inkrustaci v odparce, dochazi k zmekceni lehké $tavy, magnetické
upravé a mnoho dalSich.

Po predchozich Gpravach se lehka st'ava zahust'uje na tézkou o sacharizaci 60-65 %, a poté se

svari Vv zrnicich na cukrovinu, cozZ je sm¢s sachardzy a matecného sirobu. Pro cukerné roztoky



je pfiznacné, ze mohou tvofit presycené roztoky, kdy za snizeného tlaku dochézi k odpateni
vody a krystalizaci sacharézy. Tim se ziska cukrovina, neboli krystalizat, coz je heterogenni
smés krystalti a matecného sirobu. Vlastni krystalizacni proces se sklada ze dvou fazi: prvni je
nukleace (vznik zarodki), na kterou navazuje vlastni rust krystald. K oddéleni krystalt od
matec¢ného sirobu slouzi filtra¢ni odstfedivky (Kadlec, 2000). Dale putuje cukr na svareni, kde
za snizeného tlaku dochézi k odpateni vody a ke krystalizaci sachar6zy. Dalsi procesni fazi je
sudeni a chlazeni. Cerstvé ususeny cukr obsahuje vazanou vlhkost, ktera se pozvolna z cukru
uvoliiuje. Z tohoto diivodu se provadi tzv. stabilizace cukru. S ohledem na sezénni vyrobu
cukru a zajisténi rovnomérného zdsobovani spotiebitelského i primyslového trhu po cely rok,
je nutné zajistit spravné skladovani finalniho produktu.
Podle Bretschneidera (1980) nastavaji problémy Vv technologii pfi zpracovani narusené fepy,
at’ namrzlé, alterované, nebo dlouho skladované. V takto ponicené cukrové tfepé vznikaji
koloidn¢ dispergované latky, které prechazi do difuzni §tavy, a proto se musi pii vyluhovani
na difuznim zafizeni volit optimalni pracovni podminky. Pro vyluhovéni se voli tlustsi fizky
a pracuje se pii nizsi teploté, aby se omezilo odbouravani fepné tkané. K dosazeni potiebného
vylouZeni se zvySuje odtah a tim se ziskd méné viskdzni St'ava, kterd se 1épe Cisti 1 filtruje.
Tato $t'ava obsahuje mnoho invertniho cukru a necukrti, které se ii¢inkem vapenného mléka
pti vyssi teploté rozkladaji a zpasobuji vznik tézko filtrovatelny kal po saturaci. Proto se
Stava zied’'uje jiz pii vyluhovani, aby se sniZzila jeji viskozita.
Problémy spojené s filtraci m4 na svédomi rhst bakterii rodu Leuconostoc. Jednd se
0 slizotvorné bakterie produkujici polysacharidy, a to dextrany, které jsou produktem bakterii
Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc dextranicum, aj. Ty pfispivaji ke zhorSeni
poskliznové kvality. K mikrobidlni kontaminace jsou nachylné zejména namrzlé, poranéné,
nebo dlouho uskladnéné fepy, kdy dochdzi k odbourani pektint a arabanti a tvorbé dextrant
alevanl. Tyto bakterie jsou schopny konvertovat sachar6zu do zminénych nerozpustnych
dextrand, které pfispivaji kucpani filtrG, potrubi a nadrzi. Tvorbou dextranu dochazi
K problémtm ztraty sacharozy, piipadné jeji Spatné vyuzitelnosti a zvySuji Vviskozitu
procesnich sirupli, ¢imz inhibuji krystaliza¢ni proces (Bubnik, 2006).

3.3 Dextran
Dextran byl objeven v roce 1874 némecko-polskym primyslnikem Karlem Wilhelmem
Scheiblerem. Stalo se to pfi pozorovani zdhadného zhuStovani §tavy z cukrové fepy
a cukrové titiny. Bylo zjisténo, Ze toto zhustovani zplsobuje latka s empirickym vzorcem

(CsH100s), ktera ma pozitivni optickou rotaci. V roce 1861 Pasteur dokazal, Ze byl tento sliz



mikrobiologického ptivodu a nasledné tuto bakterii pojmenoval Leuconostoc mesenteroides
(Scheibler, 1874).

Hlavnim davodem zhorSeni cukrové ftepy je infekce produkovand prave timto
mikroorganismem, hlavné pokud ptevladaji teplé a vlhké podminky prostiedi. Leuconostoc
mesenteroides produkuji dextrany a dalsi latky, které maji specifické vlastnosti a mohou
narusit zpracovani cukrové fepy. Namrzla ¢i poranénd cukrova fepa je na tuto mikrobialni
infekci vice citliva. Rychlejsi infekce je ovlivnéna naslednym teplym pocasim.

Dextrany jsou polydisperzni polysacharidy s linearni strukturou. Zahrnuji z 95 % glukézové
jednotky spojené (1 — 6) glykosidovymi vazbymi a z 5 % vétveni (1 — 4), (1 — 3) a nékdy
i (1 — 2) vazby ( Khalikova, 2005). Bylo zjisténo, ze stupen vétveni lze snizit parcialni
kyselou hydrolyzou. Uéinek viak neni nijak dramaticky. Pfesna struktura kazdého dextranu
totiz zavisi na konkrétni produkci mikrobialniho kmene, ktery se na ni podili (Lindberg,
Svensson, 1907).

Tvorba dextranu ovliviiuje negativné krystalizaci uhli¢itanu vapenatého béhem zpracovani.
To méa za nasledek tvorbu mensich ¢astic uhli¢itanu vapenatého, které ucpavaji filtry po
Il. saturaci. Proto dochazi ke sniZeni zpracovani cukrové fepy. Vysoké koncentrace dextranu
vede ke zvySeni viskozity, ktera zptsobuje problém v krystalizaci cukru. Nicméné tento
problém vice pievlada u zpracovani cukrové titiny.

Dextrany mohou byt zodpovédné za problémy pii zpracovani cukru a maji velky vliv na jeho
vyslednou kvalitu. Mohou byt vytvofeny riznymi mikroorganismy, a proto se nejedna
0 dobfe definované latky se specifickymi vlastnostmi. Dle Edye a kol. (1995) jsou dextrany
v cukrovarnickém primyslu prevazné linearni, vétvi se pouze dextrany s nizkou molekulovou
hmotnosti. Dextrany se ve zpracovani cukru vyskytuji v disledku zpoZzdéni zpracovani
a zfidka jako dasledek Spatné vyrobni hygieny.

Sahadeo (1998) prokazal, ze pfitomnost téchto polysacharidi v melase vedla ke zvyseni
viskozity a Cistoty. Enzymatickd hydrolyza dextranu se provadi pomoci enzymu dextranazy,
ktera Stépi polysacharid na mensi oligosacharidy. Lze ocekavat, Ze pouziti dextranazy se snizi
pfitomnost dextranu, coz vede ke snizeni viskozity a pravdépodobné lepSimu zpracovani.
Nicméné, s jeho tvorbou jsou spojeny i vedlejsi produkty, jako kyselina octova, kyselina
mlécna, ethanol, mannitol a oxid uhlidity, stejné jako n€kolik oligosacharidii.

Aplikace dextranazy v cukrovarnickém pramyslu byl navrhnut Tilbury (1969, 1971) a Fulcher
a Inkerman (1974). Jednalo se o degradaci dextrani do menSich molekul, které
nezpusobovaly problémy ve zpracovéani. Inkerman byl prikopnik v pouziti dextranazy

Vv australském primyslu a publikoval vynikajici vyzkum jeho uplatiovani v Australii



(Inkerman, 1980). Pouziti dextranazy se stala rutinnim a zivotaschopnym postupem
australskych cukrovari béhem obdobi zpracovani zhorSené titiny.
Ekonomické aplikace je zavisld na dostupnosti vhodnych enzymil, mnozstvi dextranu na
fepné bulvé, zavislosti na Case, teploté a koncentraci enzymu. Tento proces se nedoporucuje
pro vSeobecné pouziti, vzhledem k vysokym ndkladim za enzymy. Lepsi je se zamé&fit na
ptipadné zavedeni efektivni sklizinové techniky (Atkins a McCowage, 1984).
Konvencni technologie zpracovani jsou obvykle neuc¢inné, pokud jde o odstranéni dextranu.
V piipadé, kdy jsou zvySené koncentrace dextranu nevyhnutelné, je technicky mozné nékteré
Z neptiznivych 0€inkli ve zpracovani a zlepSeni kvality zmirnit pomoci jiz zminovaného
enzymu dextranazy.

3.4 Enzymy
Hlavni soucasti fepné stavy jsou 3 zakladni slozky: voda, sachardza a necukry. Necukry se
dale rozdéluji na dusikaté, bezdusikaté, barevné latky a anorganické cukry. Pro tuto praci jsou
prioritni necukry dusikaté a to zejména enzymy. Podle Bretschneidera (1980) jsou enzymy
makromolekularni bilkovinné katalyzatory reakei probihajicich v zivém organismu cukrovky.
Studium téchto enzymii mé& znaCny vyznam pro vymezeni optimalnich podminek pfi
dlouhodobém ulozeni fepy. Jak jiz bylo zminéno, na odstranéni dextrani je komer¢né hojné
vyuzivan enzym dextranaza, ktery je ale velice finan¢né nédkladny. Proto jsou analyzovéany
I jiné alternativy k odstranéni téchto polysacharidii, jako napf. o amylaza, ktera téz patii do

skupiny hydrolaz, ale prioritné se pouziva ke Stépeni Skrobu.

Amylaza je enzym, ktery zajiStuje  Stépeni Skrobuna  jednodussi sacharidy.  Patii
mezi hydrolazy a je prvni enzym, ktery byl nalezen a poprvé izolovan pod
jménem diastiza Anselmem Payenem roku 1833. Existuji tfi typy amylazy: a-amylaza,
B-amyldza a y-amylaza. Obecné je tento enzym piitomen ve slinach ¢lovéka a nékterych
jinych savcil, kde zac¢ind chemicky proces traveni. Potraviny, které obsahuji velké mnoZstvi
Skrobu, ale jen mdlo cukru, jako je ryze a brambory, mohou ziskat lehce nasladlou chut,
protoze zvykanim amyldzy jsou pireménény nékteré jejich Casti Skrobu na cukr.

Enzym o-amyldza (a-1,4-glukan-4-glukan - hydrolaza) hydrolyzuje a-1,4 glykosidovou
vazbu. Jeho optimalni pH je vrozmezi od 7,0-7,2. V organizmu se vyskytuje ve dvou
formach, jako slinny (S-typ, S-AMS) a pankreaticky (P-typ, P-AMS) izoenzym (Kocna,
2004). Molekulova hmotnost a-amylazy je 55,000. Pti stanoveni jak hmotnostni koncentrace,

tak katalytické aktivity enzymu je nutno zvazovat piitomnost inhibitori v séru a vznik
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makroforem enzymul. Bézné pouzivané stanoveni aktivity a-amylazy je zalozeno na $tépeni
chromogenniho substratu. Jeji aktivita spociva v katalyze vnitinich o-1,4 glykosidovych
vazeb skrobu a obdobnych polysacharidi za vzniku dextrinii a posléze maltdézy. Soucasné
syntetické substraty jsou odvozeny od maltéozy a jako chromogen je nejcastéji pouzivan
4-nitrofenylfosfat. Stanoveni izoenzyml o-amylazy je umoznéno inhibici jednoho z obou
izoenzymu specifickou monoklonalni protilatkou (Quarino a kol., 2005). Makroformu
a-amylazy lze stanovit gelovou filtraci, elektroforeticky, precipitaci s PEG, nebo ELISA
technikou. Kvantitativni stanoveni poméru makroformy enzymu je nejptesnéj$i s pouzitim
gelové chromatografie na Sephadexu G-100 a stanovenim aktivity a-amyldzy v jednotlivych
frakcich ~ enzymaticky  standardnim  postupem S 4-nitrofenylfosfat  blokovanym
maltoheptaosidem (Ventrucci a kol., 1999). Dilezitym aspektem pro prukaz
makroamylazového komplexu je nestabilita komplexu s imunoglobuliny. P#i zmrazeni
a rozmrazeni séra dochazi k disociaci komplext, proto je potfebné prokazovat makroamylazu

v Cerstvé odebraném vzorku séra (Lawson, 2001).

vvvvvv

k poskliziiovému zhorSeni titinového cukru a mrazem poSkozeného tepného cukru (Brown
akol., 1992). Problémy zplsobené dextranem, obsazeném v surovém cukru, zahrnuji ztraty
sachardzy, zvySenou viskozitu procesnich sirupii a Spatnou obnovu sachardézy v disledku
inhibice krystalizace. Dextrandzy jsou pouZzivany v riiznych analytickych metodach pro
méfeni glukanu obsazeného v cukernych §tavach a na surovy cukr (Brucke a kol., 2001).
Jednim z hlavnich primyslovych aplikaci dextrandzy je snizeni komplikaci ve vyrobnich
procesech cukru. Titinovy dextran izolovany z rozkladnych titinovych §tav a surového cukru
ma pramérnou molekulovou hmotnost 5000 kDa a je polydisperzni od ptirody. Dextrany
izolovany z rtiznych cukrovych produktli maji velmi podobnou strukturu, 95 % o-1,6 vazeb
ab % vétveni, pravdépodobné pies o -1,3 vazby. VétSina metod pouziva k odstranéni
dextranu z cukernych roztokid enzymatickou hydrolyzu. Dextranazy snizuji molekulové
hmotnosti a tim i viskozitu §tavy (Cuddihy, 1999). Ochranné znamky, jako je Novo
dextranazy Purpureocillium lilacinum (Dansko) a dextranaza Hutten DL-2 z Chaetomium
gracile (Japonsko) byly uspésné pouzity pii €isténi dextranem kontaminované vyroby cukru.
Dokonce i na relativné nizké trovni dextranu v surové stavé (tj, 75 mg/l) rychlost filtrace
vyrazné poklesla. Davka 10 ppm dextranazy NOVO 50 L enzymii do extrakce je dostate¢na
pro obnoveni zpracovavané kapacity (Bruijn, 2000). Glukodextranazy hydrolyzuji jen dextran

a linedrni isomaltosacharidy, ale ne cykloisomaltooligosacharidy. Soucasn¢ snizuje



I viskozitu. Komer¢né dostupna glukodextranaza je draha, protoze je izolovana z Arthrobacter
globiformis a jejich odlouceni od endodextranazy vyrobené stejnymi bakterialnimi druhy je
naro¢né. Proto snaha vyrobit rekombinantni glukodextranazy stale probihaji (Inkerman,
1977).

V prubchu let byly charakteristiky dextrandzy vylepSeny, zejména pokud jde o teplotni
stabilitu. Nicméné&, dextranazy jsou obecné¢ mnohem méné tolerantni k typickému zpracovant,
nez jsou znamejsi amylazy pouzivané pro odstranéni Skrobu. Aktivni enzymy nejsou snadno
dostupné a jsou obvykle vyrazné drazsi nez amylazy. Komercné dostupné dextranazy reaguji
nahodné S§tépenim 1, 6 vazby, a tak pocateéni produkty jsou mens$i dextrany, nasledované
oligosacharidy, disacharidy a monosacharidy. Inkerman a James (1976) prokazali, Ze je
nezbytné degradovat dextrany na mensi dextrany, aby se zlepSila zpracovatelnost. Problém
Vv cukrovarnickém pramyslu je dostupnost komercnich dextrandz. Vzhledem k tomu, ze se
jedna o sporadicky problém, tj. nedochazi k nému v kazdé fepné kampani, je na trhu
dextranaza zastoupena pouze V malém mnozstvi. Nicméné, i nevyuzitd dextranaza z jedné
kampané miize byt pii spravném skladovani pouZita i v nasledujicich kampanich. Uginnost
dextranazy je ve vyrobnim procesu zavisla na hodnoté pH, Brixech, teploté, retenénim ¢ase

(Rt), mnozstvi vzniklého dextranu, ¢innosti a aplikaci dextranazy (Chavan, 2001).
4 Material a metody

Cilem prace je posoudit u¢inky enzymu na kvalitu (filtrovatelnost) Il. saturované $tavy,
aplikovanych na zpracované bulvy cukrové fepy. Proto probihala sledovani a méfeni
v cukrovaru Tereos TTD Dobrovice. Cukrova fepa je velice citliva plodina nachylna k tvorbé
infekci produkovanych mikroorganismem Leuconostoc mesenteroides. Vznikem infekce
dochazi k tvorbé polysacharidi zhorSujicich krystalizaci uhli¢itanu vapenatého pfi I1. saturaci.
Tim se omezuje prichodnost §t'av filtry, coZ ma za nasledek sniZeni provozni kapacity, nebo
Casté proplachovani filtrii ve filtranich zatizenich. K odstranéni téchto problému je vyuzita
enzymatickd hydrolyza. Ta §tépi polysacharid dextran, vznikly infekci, na mensi
oligosacharidy, které se nezachyti ve filtracnim zafizeni a nezplsobi tak snizeni vyrobni
kapacity. Komeréné dostupna dextranaza je ale finanéné nékladnd, proto probihaji vyzkumy
Veskeré postupy pro stanoveni dextranu v extrahovanych stavach byly popsany v cukrovarem
zakoupené metodé ICUMSA GS8-19 zroku 2009. Tato metoda probihala za wcelem
vyhodnoceni faktori, které bud’ pozitivn€, nebo negativné ovliviiuji krystalizaci uhlicitanu

vapenatého pii |l. saturaci. Do vyzkumu byly zatazeny 3 §t'avy: difuzni, té¢zka a II. saturovana



Stava, ve kterych bylo stanovovano mnozstvi dextranu, pH, alkalita, filtratni a sedimentacni
koeficient, polarizace a sacharizace. VSechny analyzované §t'avy byly odebirany v ¢asovém
intervalu 30 minut na vyznacenych odbérmnych mistech stanovenych cukrovarem. Kazdou
odebranou $tavu bylo nutné pied analyzou upravit bud’ piefiltrovanim, zfedénim na metodou
stanovenou koncentraci, ¢i zchlazenim na pokojovou teplotu. Kazdému jednotlivému
stanoveni piedchazela 1 ptiprava roztokd a smési, které se nasledn¢ do analyzovaného vzorku
ptidavaji, jako naptiklad kyselina trichloroctova (TCA), kiemelina, ¢i bezvody lih.
Pro sledovani G¢inki pouzivanych enzymu jsme v roce 2014 zavedli v provozni laboratofi
cukrovaru stanoveni filtracniho koeficientu u I. saturované §tavy. VyzkousSeli jsme i stanoveni
této veli¢iny u II. saturované §t'avy a ovérili jsme, ze metodika pro II. saturovanou $tavu je
nevhodna. Proto jsme v kampani 2015 zvolili pro sledovani filtracnich vlastnosti jen filtracni
koeficient u I. saturované $tavy. Nasledné jsme v kampani 2015/16 méfili i alkalitu, pH,
polarizaci, sacharizaci a ¢istotu.
Mezi témito naméfenymi hodnotami jsme nasledné hledali statistické korelace pro ziskani
zavislosti ovliviiujici tento technologicky problém. Dal§im faktorem ovliviiujicim
filtrovatelnost $tav byl i pfidavek enzymd, jejichz ndzev, mnozstvi, ¢as davkovani, rok
vyroby a celkovy obsah byl po celou dobu kampané peclivé zaznamendvan vedoucim vyroby.
U davkovanych enzymd jsme nasledné hodnotili vliv rozkladu dextrant souvisejici
s prichodnosti filtrh.

4.1 Pracovni postup pri stanoveni dextranu
Pro stanoveni dextranu byla pouzita metoda, ktera méifi zékal zpisobeny polysacharidy po
pfidani alkoholu do §tavy pomoci spektrofotometru pti vinové délce 720 nm. Pro ndmi
zvolené stanoveni dextranu byla pouzita metoda ICUMSA GS8-19 z roku 2009.

4.2 Pomiicky a chemikalie

e Kyselina trichloroctova (TCA)

e Standard dextranu T500 Pharmacosmos

e Cisty ethanol

o Kiemelina

o Spektrofotometr

e Vodni lazen

e Tiepacka

e Analytické vahy

o Stopky



e Odmérné banky 100 ml, 25 ml
e Pipety

e Nalevka

e Filtra¢ni aparatura

e Kédinka

e Filtracni papir Whatman Grade 5

4.3 Dil¢i pridavky

1. Standardni roztok dextranu
2. Roztok kyseliny trichloroctové (TCA)
3. Cisty denaturovany alkohol

4. Kfiemelina
5

St'ava

Nejprve bylo nutné stanovit obsah vody v dodaném standardu dextranu. Pfedsusena miska se
pii 105 °C po dobu 1 hodiny umistila do exikatoru na minimalné % hodiny a po této dobé¢ se
zvazila na 4 desetinna mista. Vaha se poté vynulovala a na misku se navazily ptiblizné 2 g
dextranu. Navazka se zapsala opét na 4 desetinnd mista. Dextran se nasledné susil pii 105 °C
po dobu 3 hodin a poté se miska s dextranem umistila opét do exikatoru a po % hodiné se

zvéazila na 4 desetinnd mista. MnoZstvi vody je nasledné dulezité pro skute¢nou navazku

0,4x100
100—wy,

nesusen¢ho dextranu. Tato navazka (N) se vypocita ze vztahu N = , kdy wy oznacuje

mnozstvi vody v dextranu.

Na analytickych vahach se rychle navazilo pfedchozi zjisténé mnozstvi nesuseného
bezvodého dextranu s piesnosti 0,1 mg. Ten se zakdpnul 2-4 ml destilované vody pro
vytvoteni suspenze. Castice suspenze se nechali po dobu 10 minut a ob&asného promichani
nasdknout vodou. Po uplynulé dobé se postupné pfiilévala destilovand voda, dokud se
suspenze nerozpustila. Po pfidani asi 50 ml destilované vody se suspenze kvantitativné pielila
do 200 ml odmérné baiiky a doplnila na objem alesponi 100 ml. Barika se umistila na 30 minut
do 1azné s vrouci vodou. Po uplynuté dob¢ se banka zchladila na pokojovou teplotu ve vodni

lazni a poté doplnila po rysku destilovanou vodou.



Kyselina trichloroctova se v mnozstvi 20+0,1 g rozpustila v destilované vod¢ a poté pievedla
do 200 ml odmérné banky. Roztok se poté doplnil po rysku destilovanou vodou. Toto ¢inidlo

1ze uchovavat po dobu 2 tydni v tmavé 1ahvi v lednici.

Cisty ethanol s 2,0£0,2 % m/m methanolu s obsahem vody niz§im neZ 0,5 % m/m. V piipadé
viditelnych drobnych cCastic je nutné ethanol prefiltrovat pies filtracni papir. Poté ho lze

uchovavat ve vzduchotésné nadobé.

Kiemeliny Celite Hydlo Super Cel®, distributor VWR International GmbH, se v mnozstvi
50+5 g ptidal do 1litru destilované vody a zalil 50+5 ml koncentrované kyseliny
chlorovodikové. Tento roztok se 5 minut promichaval a nasledné prefiltroval pomoci velké
Biichnerovy nalevky. Kiemelina se promyvala destilovanou vodou, dokud se kyselina
nevyplachne. Pfitomnost kyseliny lze otestovat pomoci lakmusového papirku. Proprana
ktemelina se susila po dobu 6 hodin pfi teploté 96-100 °C a poté uchovavala ve vzduchotésné
nadobé.

4.4 Priprava §tav
Pro stanoveni dextranu v této praci byly pouzity 3 §tavy (difuzni, té¢Zka a II. saturovana $t'dva)
odebrané v 30 minutovém casovém intervalu na predem uréenych mistech v provozu
dobrovického cukrovaru. Abychom eliminovali stopy duziny, bylo nutné difuzni $tavu
ptepasirovat pies jemné sitko. Tézka §tava byla nutna nafedit v poméru 1:5 s destilovanou
vodou a Il. saturovana §t'ava se pied stanovenim filtrovala pies filtra¢ni papir.

4.5 Priprava kalibracnich roztokii
Pro kazdou $t’avu bylo nutné vytvofit vlastni kalibra¢ni ktivku.
Pouzité stavy se po vySe zminénych upravach museli vytemperovat na pokojovou teplotu.
Poté se do Sesti mé&ficich 100 ml odmérnych banék pftililo pomoci odmérného valce 50 ml
Stav, ke kterym se piipipetoval piedem pfipraveny roztoku kyseliny trichloroctové (TCA),

standardni roztok dextranu a doplnil se destilovanou vodou dle Tabulky €. 5.



Tabulka 5 Zfedéné standardni roztoky dextranu

Standardni
Neupravovana | Roztok Destilovana Konc. dextranu
Barika roztok dextranu

Stava TCA voda V neupravované $taveé
¢. c =2 mgl/l

[ml] [mi] [mi] [mo/l]

[mi]

1 50 10 0,0 40,0 0
2 50 10 2,5 37,5 25
3 50 10 5,0 35,0 50
4 50 10 10,0 30,0 75
5 50 10 15,0 25,0 100
6 50 10 0,0 40,0 Blank

Ptipravené roztoky se prelili do kadinek o objemu 150 ml. Nasledné¢ se pridalo
6-8 g kyselinou prané kiemeliny a dobfe promichalo. Takto pifipravena smés se piefiltrovala
pfes Biinchenovu nalevku s vyuzitim filtraéniho papiru Whatman Grade 5 pod vakuovou
odsavackou. Prvnich 10-15 ml filtrdtu se pouzilo pro proplachnuti nalevky a banky.
Piipraveny filtrat se pfepipetoval do dvou ¢istych a suchych 25 ml odmérnych ban&k
v mnozstvi 12,5 ml. Do banky obsahujici prefiltrovany blank roztok se pfilila destilovana
voda po rysku a vSe se dobie promichalo. Toto je test blanku. Do ostatnich ban¢k se pomalu
pomoci byrety pfilévalo 12,5 ml absolutniho alkoholu a nésledné promichalo jemnym
krouzenim. Cas, po ktery se piiléval alkohol, by mél byt mezi 30-60 vtefinami. Protoze se
extinkce musi odecist v pfesném okamziku po promichéni, je doporuceno, aby byl alkohol do
standartnich dextranti pfidan ve stejnych Casovych intervalech 3-4 minut. Obsah banky se
promichal pomalym trojim otofenim vzhGru. Od okamziku pfidani prvniho mnoZstvi
alkoholu je nutné¢ odmétit 20 minut pro nasledné méteni na spektrofotometru. Po uplynuti
20 minut se méfil roztok ve dvou 5 cm kyvetach pii vinové délce 720 nm. Nejprve se kyveta
naplnila blank roztokem a poté vzorkem, na ktery se spektrofotometr vynuloval. Pohledova
strana kyvety se ocistila hadiikem a zkontrolovala. Poté se zméfily i zbylé roztoky, u nichz se
zaznamenala korekce proti blanku. Skute¢na koncentrace dextranu v kazdé zbanék se
vypocitala dle Tabulky ¢. 5. Sou¢asné je nutné zohlednit obsah vody v dextranu a skute¢nou

zjiSténou hmotnost.



4.6 Stanoveni dextranu ve St’avach
Stavy se pripravily stejnym zptisobem jako v navodu piipravy kalibraénich roztokd.
Odméfilo se pomoci odmérného valce 50 ml §tav, které se prevedli do 100 ml odmérnych
ban¢k. K odméfené¢ stavé se pripipetovalo 10 ml pfipraveného roztoku kyseliny
trichloroctové (TCA) a doplnilo po rysku destilovanou vodou. Bariky se zazatkovaly a dobie
promichaly. Poté se obsah pielil do kadinek o objemu 150 ml a piidaly se 2 vrchovaté 1zicky
kyselinou prané kiemeliny (6-8 g). VSe se dobie promichalo a poté prefiltrovalo pod
vakuovou odsavackou pres filtracni papir Whatman Grade 5. Prvnich 10-15 ml filtratu se
pouzilo k proplachnuti nalevky a banky. Pomoci pipety se ze zbylého filtratu prevedlo
12,5ml do dvou suchych a ¢istych 25 ml odmérnych ban¢k. Barnky se ve vodni lazni
ochladily na 20 °C. Do jedné barnky se pomalu a za stalého pomalého krouzeni ptiléval ke
zna¢ce 25 ml absolutni alkohol. Alkohol se priléval po stejnych ¢asovych intervalech a od
okamziku pfiliti prvniho alkoholu se odecital 20 minutovy interval pro néasledné méfeni. Po
naliti alkoholu se baiky promichali pomalym trojim oto¢enim vzhuru. Barika se nesmi prudce
protiepavat, to by mohlo zplsobit koagulaci dextranového zakalu. Do druhé banky se
ptilévala destilovand voda po rysku. Tato barnka slouzi jako blank roztok. Dvé minuty pred
uplynulym 20 minutovym intervalem se naplnila 5 cm kyveta blank roztokem, na ktery se pti
vlnové délce 720 nm odecte a poznamend korekce na méteny vzorek. Pohledova strana
kyvety musi byt ¢istd. Pfi méfeni je nutnd 1 vizudlni kontrola vzorku, v ptipad¢, ze zacne zakal
koagulovat, je nutné analyzu zopakovat.

4.7 Polarizace
Tykd se stanoveni obsahu sachar6zy v hmotnostnich procentech pomoci polarimetru
Saccharomat.
Na analytickych vahach se navazilo 52+0,05 g vzorku, pfevedlo kvantitativné do 200 mi
odmérné banky, ptidalo se pfiblizné¢ 10 ml octanu olovnatého, promichalo a doplnilo
v odmérné banice po rysku destilovanou vodou a opét promichalo. Pokud ma roztok ptred
doplnénim pénu, piida se par kapek dietyléteru. Takto pfipraveny roztok se piefiltroval pies
filtra¢ni papir a filtrat aplikoval do polarimetru. Mé&fil se pii vinové délce 587 nm.

4.8 Sacharizace
Tyka se stanoveni hustoty pii 20 °C pomoci refraktometru.
Do prostoru hranolu se kapnul vzorek, tak aby bylo oko hranolu zcela zakryto vzorkem
o teploté cca 20 °C. Vzorek se zakryl vickem a méfil se index lomu, teplota a vysledna

hodnota v Brixech.



4.9 Alkalita

Tyka se stanoveni obsahu CaO v pfedcefeni, Cefeni a v saturaci, jako ukazatel prabehu ¢isténi

st'av.

Odebral se vzorek stavy, dobfe se promichal a nechal prefiltrovat pies papirovy filtr. Poté se
odmefilo 28 ml prefiltrované $tavy do bilé misky. Ptidalo se par kapek fenolftaleinu
a titrovalo se 0,1 M HCI do odbarveni. Pro kontrolu se po prvnim odbarveni dokapla kapka

fenolftaleinu na okraj misky a po ptfipadném dal$im zrizovéni se vzorek dotitroval.

Koncentrace CaO v g/l se vypocitala dle vzorce C = % [g CaO/1].

410  pH

Hodnota pH urcuje zaporné vzaty dekadicky logaritmus aktivity oxoniovych kationti.
Do kadinky se nalilo cca 100 ml vzorku a poté se vlozila elektroda pH metru, ktera se nesmi

dotykat stén a dna kadinky. Po ustaleni se odecetla hodnota pH na displeji pH metru.

4.11 Filtra¢ni koeficient
Filtraéni koeficient se uréuje pomoci mikrofiltru. Je to dé&lena pipeta 0 obsahu 10 cm?,
opatiend na konci filtraéni hlavici, do které se vklada kotoucek kvantitativniho filtraéniho
sttedn& hustého papiru. Filtraéni plocha je presné 2 cm? Hlavice filtru se ponotila 1-2 cm
hluboko do kalné saturované $tavy, jejiz homogenita je zajisténa michadlem. M¢fila se doba

potiebna k filtraci $t4avy mezi 0-2 cm?® a 4-6 cm?® pipety. Pii filtraci se udrzoval konstantni
podtlak 53 kPa (400 torr). Filtra¢ni koeficient se nasledné vypocital dle vzorce Fk = %(tz-tl),

kde t; uréuje ¢as potiebny k filtraci §tavy v rozmezi 0-2 cm® a t uréuje &as pottebny k filtraci
§tavy Vv rozmezi 4-6 cm?® (Friml, Tich4, 1977).
4.12 Sedimentacni koeficient

Stanoveni se provadi v odmérném valci o objemu 1000 cm? a priméru 60 mm. Na valci je
nanesena 35 cm dlouha stupnice, délena po 1 cm. Pocatek stupnice je nahote a 35. dilek je
Vv roviné dna valce. Valec se naplnil pifesné do vySe pocatku stupnice St'avou z I. saturace,
odebranou piimo ze saturaéniho zafizeni. Stava se diikladn& promichala ty¢inkou, na jejimz
konci byla upevnéna zatka. Po promichani se suspenze nechala v klidu sedimentovat a na
konci kazdé minuty se zaznamenala vyska rozhrani mezi kalnou a ¢irou vrstvou. Z rozdili
ptisluSnych hodnot se vypocitala rychlost pohybu rozhrani pro jednotlivé minutové intervaly
v em.min™, Jako sedimenta¢ni koeficient Sk se uvadi nejvétsi zjisténa hodnota. Zaroven se

jako index minuta uvadi, ve které bylo maximalni rychlosti dosazeno (Friml, Ticha, 1977).



5 Vysledky

5.1 Usporadani provozniho méieni
Provozni méfeni jsme mohli zahajit po zvladnuti analytického stanoveni dextrani. Prestoze
jsme méli obsirné poznatky z literatury, byla aplikace analytické metodiky naro¢na, a proto
jsme koncentraci dextranti zacali zjistovat az od 22. listopadu 2015.
Dévkovani enzymu fidil vedouci vyroby cukrovaru na zakladé¢ zhodnoceni pratoku stavy
Il. saturaci. Zhodnoceni probihalo na zaklad¢ denniho mnozstvi proplachu filtrt.
Ve dnech 4. a 5. 12. 2015 rozhodl vedouci vyroby, vzhledem ke zhorSujicimu se prutoku na
filtraci po Il. saturaci a kvalité zpracovavané cukrovky, o zahajeni davkovani dextranazy na
fepu pred fezaCkami. Davkovani probihalo za pomoci vysokotlakych rozstiikovaci a bylo
ukonceno po spotfebovani veSkerého mnozstvi zakoupené dextranézy.
Na zacatku ledna 2016 bylo patrné, Ze dochéazi znovu ke zhorsujici se kvalité¢ zpracovavané
cukrovky a proto bylo 3. ledna pii potizich s pratokem S$tavy na II. saturaci zahajeno
davkovani o amylazy (obchodni nazev Brenalco).

5.2 Vybér parametri sledovani procesu filtrace po II. saturaci
Pro stanoveni dextranti byly doporuceny dle literatury 3 $tavy: difuzni, té€Zka a saturovana.
V difuzni §taveé jsme dextrany stanovovat nemohli, protoze se pro piipravu extrakéni vody
pro extraktory RT pouZivaji vypalky, nebo digestat z fermentace vypalkli a pro extraktor
BMA tepla voda. Neni proto mozné odebrat smésny vzorek difuzni Stavy a vypalky
pouzivané k extrakci rusily stanoveni dextrani.
Nepodatilo se nam reprodukovatelné¢ stanovit ani dextran v prvni saturované stave.
Proto jsme koncentraci dextranti stanovovali ve II. saturované Stave.
Druh4 saturovana §tava ma velmi maly obsah kalu a stanoveni filtracniho koeficientu nebo
objemu kalu nema smysl. Proto jsme popis filtraénich parametrti provadéli u 1. saturované
Stavy. Pro hodnoceni filtracnich vlastnosti §tavy jsme zvolili pocet proplachovani filtri za
den. O proplachovani filtri rozhodoval provozni technik tak, aby zachoval pritok stavy

potiebny ke zpracovani normovaného mnoZstvi zpracovani cukrovky.
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Obrazek 2 Proplach filtrti a davkovani enzymu

Grafické znazornéni zavislosti proplachi filtrii po II. saturaci, ddvkovani enzymu (dextrandzy
a o amyldzy) a denniho zpracovani cukrovky. (K poklesu zpracovani cukrovky ve dnech

15. a 16. 12. 2015 doslo pfi Cisténi potrubi a télesa II. saturace).

5.3 Souhrn vysledku

Vzorky pro analyzu jsme odebirali v pribe¢hu 30 minut na oficialnich vzorkovacich mistech
v provozu cukrovaru Tereos TTD Dobrovice. Po odebrani byly vzorky pfemistény do
provozni laboratofe cukrovaru pro naslednou analyzu. V nésledujicim grafu a tabulce jsou
zaznamenany koncentrace dextranu v jednotlivych odebranych $tavach. Z 25 odebranych
vzorkl byl dextran v difuzni §tavé prokdzan 15x, v t€zké staveé 12x a v II. saturované §tave
20x. Maximalni koncentrace dextranu nastala dne 2. 12. 2015 u vSech tfech analyzovanych
Stav a to u difuzni a II. saturované v maximu 32,26576 a u tézké stavy 13,38382. Po této
analyze jsme se rozhodli pro nasledujici vyhodnoceni vyuzit vysledk naméfené
Il. saturované st'avy, ktera prokazala nejvyssi citlivost k pfitomnosti polysacharidu dextranu

s jeho vysokou koncentraci ve vzorku.
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Tabulka 6 Koncentrace dextranti v analyzovanych vzorcich a filtracni koeficient (FK)

V |. saturované §t’aveé

Koncentrace dextranu [mg/l]

Vlastnosti stavy

Datum
DS TS Il. saturovana St’ava FK

22.11. 2015 7,98898 0 6,1907
23.11.2015| 0,79586 | 0,79586 7,08984
25.11. 2015 3,49328 0 3,49328
28.11. 2015 0,79586 0 0
30.11. 2015 0 0 0,79586

2.12.2015 |32,26576|13,38382 32,26576 4,4
3.12. 2015 0 0 0,79586 5,8
5.12. 2015 0 9,78726 17,87952 6,2435
10. 12. 2015 9,78726 0 2,59414 6,9575
16. 12. 2015| 6,1907 0 0,79586 7,958
20. 12. 2015 0 1,695 3,49328 4,094
21.12.2015| 0,79586 0 0 3,757
22.12.2015| 8,88812 | 0,79586 7,98898 8,793
23.12.2015| 10,6864 | 4,39242 1,695 6,2035
27.12.2015| 0,79586 | 0,79586 0 5,6315
28.12. 2015 | 31,36662 0 0,79586 7,1505
29.12. 2015 0 4,39242 7,98898 3,938
30.12.2015| 7,08984 | 1,695 18,77866 6,065

1.1.2016 0 0 0,79586 5,98

2.1.2016 | 0,79586 | 4,39242 2,59414 9,555

9.1.2016 0 10,6864 0 5,14
10. 1. 2016 0 2,59414 0 29,29
13. 1. 2016 0 0 7,98898 8,92
14. 1. 2016 0 0 7,98898 4,0185
15. 1. 2016 | 5,29156 0 28,6692 8,883
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Obrazek 3 Koncentrace dextranu ve stanovenych §t'avach

Grafické zndzornéni vysledkli stanoveni koncentrace dextranli ve tfech analyzovanych

stavach: difuzni, tézké a II. saturované

Tabulka 7 Korelace koncentrace dextranu v difuzni, t&€Zké a II. saturované st'avé

DS TS Il. Sat.
DS 1
TS 0,278301 1

Il. Sat. 0,385269 0,442993 1




5.4 Vyjadreni vztahii mezi naméirenymi hodnotami

Tabulka 8 Popisna statistika dextranu ve II. saturované §t'aveé

Dextran ve II. saturované stavé

Stf. hodnota 7,056668
Chyba sti. hodnoty 1,272661765
Median 2,59414
Modus 2,59414
Smér. Odchylka 8,537274659
Rozptyl vybéru 72,88505861
gpiéatost 0,831089938
Sikmost 1,354421131
Minimum 0

Maximum 32,26576
Pocet 25

Nejvetsi (1) 32,26576
Nejmensi (1) 0

Hladina spolehlivosti (95,0 %) 2,564881255




Tabulka 9 Popisna statistika filtraéniho koeficientu v 1. saturované staveé

Filtra¢ni koeficient 1. saturované stavy

Sti. hodnota 8,355533
Chyba stf. hodnoty 0,881551
Median 6,9575
Modus 9,555
Smér. Odchylka 5,913623
Rozptyl vybéru 34,97094
Spicatost 9,11509
Sikmost 3,083594
Minimum 3,757
Maximum 29,29
Pocet 20
Nejvétsi (1) 29,29
Nejmensi (1) 3,757

Hladina spolehlivosti (95,0 %) 1,776649

Tabulka 10 Korelace mezi koncentraci dextranu v II. saturované $tavé s Fk 1. saturované

Stavy

Dextran v Il. sat. stavé  FK L. sat . §tavy
Dextran v 1l. sat. stavé 1
FK I. sat. §tavy -0,147166054 1

Z vyhodnocené¢ korelace mezi koncentraci dextranti ve II. saturované §tavé a filtratnim
koeficientem [. saturované S§tavy neni patrna zadna zavislost. Mnozstvi dextrant
Vv Il. saturované §tavé ndm tedy neovliviiuje laboratorné¢ méteny filtraéni koeficient.

Nizkou korelaci mezi obsahem dextranu a filtranim koeficientem je mozné hledat

V moznosti, Ze dextrany nebo jiné metabolity pfimo zalepuji filtracni plachetky.



Tabulka 11 Filtracni koeficient I. saturované stavy a suma proplachu filtrti

Suma

Datum Fk | proplachu
212 4.4 1
3.12 4,4 2
4.12 4.4 3
5.12 6,2435 4
10.12 | 6,9575 13
16.12 | 7,958 15
20.12 | 4,094 12
21.12 | 3,757 8
22.12 | 8,793 4
23.12 | 6,2035 4
27.12 | 5,6315 3
28.12 | 7,1505 3
29.12 | 3,938 5
30.12 | 6,065 3

11 5,98 1
2.1 9,555 0
9.1 5,14 0
10.1 29,29 1
13.1 8,92 2
141 | 4,0185 3

Tabulka 12 Korelace Fk 1. saturované stavy se sumou proplachi filtri za den

Fk suma proplachu

Fk 1
suma proplacht -0,17705 1




Korelace filtraéniho koeficientu 1. saturované §tavy se sumou proplacht filtrti II. saturované
Stavy za den nebyla prokazéana. Nelze tedy tvrdit, ze v pfipadé nadalého méfeni filtraéniho

koeficientu uré¢ime postupné zaneseni filtrl a jeho nasledné proplachovani.

Proplach filtrli, davkovani enzymtu a
koncentrace dextranu
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Obrazek 4 Proplach filtrii za den, davkovani enzymi a koncentrace dextrani

Grafické zndzornéni proplacht filtri po II. saturaci za den, davkovani enzymit, koncentrace

dextranii [mg/1] a mnozstvi zpracované fepy za den

Z tohoto grafu je patrné, Ze mnozstvi denniho proplachu filtri souvisi s mnozstvim
davkovanych enzymt. Pii zacatku aplikace enzymil se mnozstvi proplachi filtrti za den po

Il. saturaci zvysilo. Je tedy patrna spojitost mezi témito naméfenymi veli¢inami.
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Tabulka 13 Davkovani enzymi a naklady

Ceny Dextranaza o amylaza
enzymu [Ken] 2480 [Ken) >
Datum Dextranaza Naklady Naklady | o amylaza| Néklady Naklady
[I/den] [K¢/den] celkem [I/den] [K¢/den] celkem

5.12. 2015 6 14 916 14 916

6. 12. 2015 3 7 458 22 374

7.12.2015 3 7 458 29 832

8. 12. 2015 9 22 374 52 206

9.12. 2015 7,5 18 645 70 851

10. 12. 2015 7,5 18 645 89 496

11.12. 2015 10,5 26 103 115599

12.12. 2015 6 14 916 130 515

13.12. 2015 6 14 916 145 431

14.12. 2015 4,5 11 187 156 618

15. 12. 2015 7,5 18 645 175 263

16. 12. 2015 4,5 11 187 186 450

3.1. 2016 6 3288 3288
4.1.2016 6 3288 6 576
5.1.2016 3 1644 8 220
6. 1. 2016 0 8 220
7.1.2016 6 3288 11 508
8.1.2016 9 4932 16 440

Pted zahajenim kampané byla vypracovand tabulka pro zdznam nézvu a mnoZstvi enzymu

aplikovanych na bulvy cukrové fepy. Po poskytnuti prodejni ceny enzymti obchodnim

oddé€lenim cukrovaru byla vypracovana tabulka, z které je patrné mnozstvi

enzymu S jeho finanéni narocnosti. Béhem kampané 2015/16 byla z vétsi

zakoupena dextranaza. Spotiebovalo se ji 75 litrd za celkem 186 450 K¢

Zpracovaného
¢asti vyuzita

. Amylazy se

spotiebovala jen 30 litri za 16 440 K¢. Celkové vydaje za spotiebované enzymy V letosni

kampani vysli na 202 890 K¢. Kdyby se dextranaza nahradila levnéjsi a amyldzou, cukrovar



by na této kampani uSetiil 145 350 K¢, jelikoZz cena o amylazy by pfi spotfebé 105 litrt
enzymu Cinila 57 540 K¢.
6 Diskuze

vvvvv

2013-14. Vedeni spole¢nosti se rozhodlo podle zkuSenosti cukrovard firmy Agrana objednat
dextrandzu a vyzkouset jeji ucinky pfi zpracovani dlouhodobé skladované cukrovky.
Prokazalo se, ze pouziti dextranazy pii potizich s filtraci po Il. saturaci, vedlo ke zlepSeni
filtracnich vlastnosti a bylo mozné udrzet kapacitu zpracovani. Pro kampan 2014 objednal
cukrovar 100 kg dextranazy. V této kampani se spotiebovalo pouze 20 kg enzymu a 80 kg
enzymu zbylo pro pouziti v roce 2015.

Vzhledem k vysoké cen¢ dextrandzy (2 486 K¢&/1) se nabizela alternativa v pouziti a amylazy,
ktera ma podobny ucinek, ale jeji cena je podstatné nizsi (548 K¢/1). Od 5. - 6. 12. 2015 jsme
v provozu cukrovaru Tereos TTD aplikovali enzym dextranazu z roku 2014 a nasledné od
3. - 8. 1 navazali s aplikaci enzymu o amylazy. Nejen cukrovar Tereos TTD Dobrovice fesi
problémy spojené se zpracovanim dlouhodobé skladované cukrové fepy, ale i dalsi cukrovary,
které se s ristem konkurence snazi prodlouzit délku zpracovatelské kampané.

Heijbroek a kol. (1984) popisuje problémy, které nastaly v Nizozemi. Zde doslo od roku 2003
k uzavirce 3 cukrovart. V provozu zustaly jen 2 cukrovarnické podniky s denni spotiebou
okolo 20 000 tun fepy. Proto muselo bezpodmine¢né dojit k prodlouZzeni cukrovarnické
kampané do zimnich mésictl, s vétS§im rizikem zpracovani mrazem poskozené tfepy. V roce
1998 byla v nizozemském cukrovaru pouzita velmi u¢inna aplikace enzymu dextranazy, ktera
zabranila ucpani filtr po II. saturaci. I kdyZz je tento enzym mocnym bojovnikem
s problematickou filtrovatelnosti, byl pro nizozemské zpracovani piili§ nakladny. Stejny
problém nastal 1 u cukrovaru Tereos TTD, kde jsme analyzovali ekonomicky vyhodné;si
enzym o amylazu, kterd by mohla drahou dextranazu nahradit.

Nizozemsky cukrovar se inspiroval Britskym zpracovatelskym primyslem, ktery misto
aplikace dextrandzy, experimentovali s pouzitim vysraZzeného uhlicitanu vapenatého (PCC).
Jediny rozdil, ktery nizozemsky cukrovar zavedl oproti britskému, spoc¢ival v ddvkovani PCC
Vv technologickém procesu, ale po mnoha experimentech se tento rozdil prokéazal jako
neznatelny v ohledu rozloZeni ¢astic kalu ve II. saturaci. Proto oba cukrovary zacali davkovat
PCC kontinualng. Oldfield a kol. (1975) zjistili, Ze v ptipadé zhorSeni kvality fepy dochazi
K ucpani filtrd. Prutok filtrdi se zvysi v pfipad¢, kdyz vzroste velikost Castic. ZkuSenosti

v nizozemském Dinteloordu, Danském Daniscu a britskych cukrovarech prokazaly, ze



ptidavkem PCC se zvysila velikost ¢astic nad 5 um, ¢imz se snizila tlaky pfi II. saturaci
adoslo k vyraznému poklesu poctu filtrti, které bylo nutné denné proplachnout (Nurmi,
2008).
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Obrazek 5 Velikost Castic po II. saturaci po aplikaci PCC stanovené v nizozemském
Dinteloordu

V nasem experimentu bylo prokézano, ze pocet denné proplachnutych filtri po II. saturaci je
ovlivnéno mnozstvim ptfidaného enzymu. Na Obrazku €. 2 je patrné, ze pii davkovani bud’
enzymu dextrandzy, nebo a amylazy se denni pocet proplachnuti filtru vyrazné snizi.

Britsky cukrovar nasledn¢ provedl n¢kolik dalSich experimenti ohledné PCC a dosel
K zavéru, Zze maji stejné pozitivni ucinky na rozlozeni vzniklych &astic pfi II. saturaci, jako pfti
pouziti dextranazy. Stejné tak i Shore a kol. (1982) dospéli k zavéru, Ze vyrobni metody
s pouzitim PCC maji pozitivni vliv na rozlozeni krystalt ¢astic ve II. saturaci.

S rostouci délkou kampané a zvySujici se dobou skladovani cukrové fepy se podle Poela van
der a kol. (2000) potykal i rakousky cukrovarnicky pramysl. Béhem skladovani zde dochazelo
k nezadoucim zménam cukrové bulvy, jak v obsahu sacharozy, tak i invertniho cukru.
Doprovazené strukturalni zmény spojené se zmrzlou, ¢i naslednym S$patnym skladovanim
poskozenou fepou, vedlo k ovlivnéni filtrovatelnosti stav. To mélo za nasledek, ve vétsing
pfipadii, sniZeni rychlosti zpracovani fepy a zvySeni délky fepné kampané. Za normalnich
okolnosti cukrovar vyuzival pro zlepSeni situace zvySené davkovani véapenného mléka
a alkaliza¢niho ¢inidla, nicmén¢, to bylo doprovazeno vy$§imi naklady na spotiebu vapence
a koksu. Zhorseni struktury fepy neni podle Krause a kol. (1999) hlavni problém. V mrazu
poskozené fepé dochazi i k pfemnozeni mikroorganismi a tvorbé produkti latkové vymeny.
Tim kromé organickych kyselin a alkoholti vznikaji 1 polysacharidy, jako je dextran a levan.
Dextran ma negativni vliv na filtrovatelnost extrahovanych st'av. Proto je nutné ptidavat bud’
uhli¢itan vapenaty, nebo dextranazu, které maji pozitivni vliv na filtrovatelnost po Il. saturaci.

Nase vysledky prokazaly i moznost vyuziti a amylazy. Uhliitan vapenaty ma vliv i na



krystaly, které jsou po II. saturaci €isté a rovnomérné veliké. Filtrovana $tava je poté naprosto
¢ird a ma nizkou viskozitu.

Rosner a kol. (2009) srovnava hodnoty pH surové §tavy v rakouskych zavodech s jinymi
tovarnami, kdy v rakouskych cukrovarech jsou obvykle nizsi, zejména kdyz se zpracovavaji
poskozené fepy. Davkovani roztoku hydroxidu sodného na tomto misté nejen ze ptispiva ke
zméné alkality, ale také chrani vymeéniky tepla a potrubi proti korozi. Piidavek hydroxidu
sodného mélo za cil dosdhnout hodnoty pH cca 6,2. Ptidavek tohoto roztoku, pted hlavnim
Cefenim, byl vypocten na zakladé obsahu glukézy ve stave, ktera byla stanovena v tovarni
laboratofi.

Hein a kol. (2008) se ve svém ¢lanku zaméfuje na optimalni aplikaci enzymu dextranazy,
ktera se jako zfedény roztok rozprasi na povrch fepy pred fezackami, ¢imz je mozné
vyznamné zlepsit filtrovatelnost §tav pouze o aplikaci 2 mg/kg enzymu na bulvy cukrové
fepy. Tento projekt trval od roku 1990, ale jeho vysledky byly publikovany az v roce 2008.
Nicméné¢, vzhledem k vysokému nékladu spojenému s enzymem, bylo nutné potvrdit ucinky
analyticky. To bylo mozné na zakladé detekce dextranu, ale i jeho degrada¢niho produktu
isomaltozy. V piipadé, kdy byl v surové §tavé pfitomen dextran, se obsah isomaltozy zvysil
pusobenim rozkladu dextrandzy. Rozdil v obsahu isomaltézy v surové stavé pied a po
aplikaci enzymu dextranazy by podle Heina a kol. (2008) mohl byt pouzit k posouzeni stupné
ucinnosti aplikace enzymu ve velkém méfitku.

Cukrovarnicky institut v Braunschweigenu investoval do vyzkumu ke stanoveni kvality
mrazem poskozené fepy, které bylo podpofeno i némeckym ministerstvem financi. Projekt
Cislo 10323 N byl zaméfen na stanoveni kvality mrazem poskozené fepy na zakladé
parametru, méniciho se v disledku mikrobialni aktivity bakterie Leuconostoc mesenteroides
produkujici polysacharid dextran. Hodnotili se parametry hluboce zmrazené fepy skladované
pfi konstantnich teplotach (4 °C, 7 °C, 11 °C) (Zuckerindustrie 122, 1997).

Tabulka 14 Sledované parametry (kurzivou: metabolity mikroorganismu Leuconostoc

mesenteroides)

Metabolites in press juice prepared from brei  D-lactic acid, L-lactic acid, acetic acid,
glucose, fructose, leucrose athanol,mannitolu

Affected parameters in press juice prepared Purity, pH value, acidity, ash (conductivity)
from brei

In 1% carbonation slurry prepared from press  Filtration coefficient
juice



V Tabulce 14 jsou uvedené parametry sledované v projektu. Jednalo se zejména o metabolity
z vylisované stavy extrahované z fepnych fizku, Stanovené parametry z izolované vylisované
Stavy extrahované z fepnych tizku a filtrani koeficient 1. saturované st'avy.

Stanoveni kvality fepy bylo hodnoceno z vylisované Stavy ztepnych ftizki, u které se
stanovoval filtraéni koeficient Fk. V piipad€, ze byl filtracni koeficient velmi vysoky
(500 s/cm?), nebo tpln& nedetekovatelny, byla fepa oznaena za poskozenou. Podle
Schneidera a kol. (1967) byly sledovany i jiné parametry ovliviiujici kvalitu zpracovanych
bulev, jako naptiklad hodnota pH. V prvnich n¢kolika dnech ztstala hodnota pH konstantni,
pak zacala Kklesat dle skladovacich teplot (viz obr. ¢. 6). Jednim z témat tohoto stanoveni byl
vyvoj bakterialniho obsahu mezofilnich a psychrofilnich bakterii. Pfi 13 °C byl nejvétsi nartst
po 6-8 dnech, pii 8 °C po 8-12 dnech a pti 3 °C po 11-18 dnech. Nicméné toto stanoveni

nebylo pritkazné pro stanoveni mrazem poskozené fepy.
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Obrazek 6 Zmény hodnoty pH pfi riznych teplotach skladovani (11 °C, 7 °C, 4 °C)

Dalsim méfenym faktorem byl obsah kyseliny D-mlécné, jejiz koncentrace se zvySuje

s dobou skladovani. Ani tento parametr stejné¢ jako pH nemtlize byt podle Schneidera a kol.
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(1967) vyuzita pro stanoveni poskozené ¢i neposkozené tepy, jelikoz obsah kyseliny mlééné
se podle stupné poskozeni fepy méni.

Robyt (1995) stanovoval zménu v obsahu mannitolu béhem skladovani. Mannitol je stejné
jako kyselina D-mlé¢na metabolit mikroorganismu Leuconostoc mesenteroides. Vznika az
Vv poskozené cukrové fepé, proto nemohl byt detekovan v neposkozené cukrové bulvé. Po
nékolika dnech skladovani se zvysil obsah mannitolu, ktery koreluje se zvySenym filtracnim
koeficientem, nebo se stupném poskozeni fepy. Obrazek ¢. 7 zaznamenava procenta obsahu

mannitolu pii riznych teplotach skladovani.
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Obrazek 7 Zmény v obsahu mannitolu pii raznych teplotach skladovani (11 °C, 7 °C, 4 °C)

Podobné¢ jako obsah mannitolu stanovil i obsah leukrozy. Jedna se o oligosacharid slozeny ze
7 monosacharidovych jednotek, ktery je vytvofen v pomérné nizkych koncentracich jako
vedlejsi produkt reakce enzymu dextranazy, ktery katalyzuje tvorbu dextranu. V dusledku

toho, detekce leukrézu ukazuje na pfitomnost dextranu, ktery vznika pouze na poSkozené

cukrové fepée.
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Obrazek 8 Zmény v obsahu leukrozy pii riznych teplotach skladovani (11 °C, 7 °C, 4 °C)

Nicméné po provedené analyze, kdy byla testovadna poSkozend tepa skladovana pti 4 °C, se
neprokézala ptfitomnost tohoto disacharidu. Davodem patrné byla skute¢nost, ze pii nizkych
teplotach je bakterialni rozklad spojeny s tvorbou dextranu pomérné nizky.

Tabulka 15 Charakterizace poskozené fepy (%)

Experiment number 1 2 3 4 5

% of damaged heets 1] 5 Ik pl)] 50
Beet

Purity in % of

- undamaged beet 73.1 74.2 738 725 T30
= damaged heet = 514 52.2 49,1 49.2
— processed mixture - 7.6 T1.2 670 al.0
K in mixture in mmolfke 375 347 .48 385 3.93
Ma in mixture in mmol/kg .50 0.50 0.43 0.55 0.55
ce-aming-MN in mistuee in mmolkg 1,57 1.52 1.44 .73 1.1
Press juice

pH value .6 5.6 49 4.6 4.3
Purity in 91.8 27.4 R57 5.6 80.0
Glucose in % on DS 0.4 (.76 0.8 093 l.6
Fructose in % on DS o1l 1.1 1.4 1.53 25
p-Lactic acid in % on DS 0,02 0,27 0,47 0,49 0,82
Acetic acid in % on DS 0.02 (.23 045 047 L5
Leucrose in % on DS n.d. 0.57 (.68 1.06 1.34
Manmnitol in % on DS < (.02 0.75 2.04 2.92 5.69

V Tabulce 15 Buchholz a kol. (1995) shrnuje provedené experimenty s mnozstvim aplikované
poskozené cukrové tepy v %. PoSkozena fepa ma Cistotu okolo 50 %, zatimco nepoSkozena
fepa méla Cistotu mezi 72-74 %. Tento méfeny parametr klesal s mnoZstvi piidaného
mnozstvi poskozené fepy. V disledku smichéni jen 5-10 % poskozené fepy nedochazelo
k vyraznému rozdilu poklesu ¢istoty (cca 71 %). V disledku toho nemohla byt Cistota pouZzita

pro hodnoceni stupné poskozeni. Hodnota pH se se zvySujicim procentem poskozené $tavy
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snizovala. Kyselina D-mlé¢na a octova se v neposkozenych bulvach nachdzeli v nizkych
koncentracich a byly stanoveny v témét stejnych mnozstvich. Zajimavym hlediskem bylo
prudké zvyseni koncentrace fruktdzy s ptidavkem pouhych 5 % poskozené tfepy. Leukrozy
nemohla byt stanovena v nepoSkozené fepé a po smichdni s5 % posSkozené tkané jeji
koncentrace stoupla na 0,57 % v susin¢. Obsah mannitolu byl detekovan v nepoSkozené fepé
o koncentraci nizs§i nez 0,02 % v suSing, ale po smichani s5 % poskozené fepy jeho
koncentrace stoupla na 0,75 % v suSiné.

Sledované parametry nevykazovaly zadné vyznamné zmeény korelujici s mirou poskozeni
cukrové tepy. Podle koncentrace fruktdzy, kyseliny D-mlécné, mannitolu, leukrozy, ¢i pH
bylo nutné veskeré zkoumané vzorky popsat jako poskozené. Jedinym sledovanym faktorem,
ktery mohl urcit rozhrani mezi poskozenou a neposkozenou fepou se ukdzal, jako
i v pfedeslych studiich, filtra¢ni koeficient. Ten prokazal problémy s filtrovatelnosti jiz pfti
pridavku 5 % poskozené tepy. Tyto problémy byly feSeny piidavkem dextrandzového
roztoku, nebo vapenného mléka do II. saturace, jehoz spotfeba se zvySovala se stupném
poskozeni.

V naSem experimentu jsme pro sledovani G¢inkd pouzivanych enzymi v roce 2014 zavedli
Vv provozni laboratofi cukrovaru stanoveni filtratniho koeficientu u I. saturované S$tavy.
Vyzkouseli jsme 1 stanoveni této veliCiny u II. saturované §tavy a ovéfili jsme, ze metodika
pro IL. saturovanou $tdvu je nevhodna. Porovnali jsme stanoveni sedimenta¢niho koeficientu
a filtraéniho koeficientu, ale nepodafilo se ndam mezi vysledky najit shodu. Proto jsme
v kampani 2015 zvolili pro sledovani filtraénich vlastnosti jen filtra¢ni koeficient. Dle
provedenych experimentll jinych cukrovarti, jsme udé€lali korelaci mezi filtraCnim
koeficientem a poctem proplachnutych filtrii za den. Korelace mezi témito parametry
je - 0,177 coz urCuje, Zze vztah mezi témito hodnotami je zanedbatelny. Vzhledem
K uspotadani provozniho pokusu, kdy jsme aplikovali enzym, se prokazateln¢ zvysila Cetnost
¢isténi filtrd $tavy po II. saturaci.

Pouziti enzymt nastalo jiz pfi prvnich naznacich problému s filtraci, proto nebylo mozné
zméfit parametry s pfitomnosti dextranu, které¢ by vedly ke snizeni kapacity zpracovani fepy.
I kdyZz se nepodafilo laboratorné prokazat souvislost naméfenych parametrii s pritomnosti
dextrand ve Stavach, z grafického znazornéni (obr. ¢. 4) je patrna souvislost poklesu mnozstvi
dextranil S aplikovanymi enzymy. MnozZstvi vytvofenych dextrant je zavislé na pocasi, které
ovlivituje rozkladnou ¢innost mikroorganismi. Problémy s filtrovatelnosti nastavaji jen pfi
ur¢itém mnozstvi vzniklého dextranu. Pfi téchto naznacich se aplikuje enzym a dojde

k okamzitému poklesu koncentrace dextranu na konstantni mnozstvi ve stavach.



[ Zavér

v Evropé¢. Cukr se stal zdkladni potravinou v pribéhu poslednich dvou stoleti. Celosvétova
poptavka stale roste a piekracuje 140 miliond tun ro¢né. Mezi lety 1931-1945 byl
cukrovarnicky primysl na vrcholu zpracovani s 323 cukrovary. Po restrukturalizaci vSak
doslo k postupnému poklesu jejich poétu aZ na pouhych 11. V letech 2009 je na uzemi Ceské
republiky pouhych 7 fungujicich cukrovari. Vzhledem k této situaci se bezpodminecné
musela zvysit produkce vyrabéného cukru, se kterou souvisi prodlouzeni fepné kampané. Ty
se protahuji az do zimnich mésicii, kdy vzrlsta riziko poskozeni fepy. V ptipadé, kdy
cukrovar zaéne zpracovavat mrazem ponicenou, Spatné skladovanou, ¢i jinak poskozenou
fepu, dochazi v technologickém procesu k fad¢ problémii. Pfi mikrobidlni kontaminaci fepné
bulvy vznikaji nerozkladné polysacharidy s nejvétSim zastoupenim dextranu, ktery zptsobuje
problémy spojené s filtraci §tav. Tento problém se musi okamzité feSit snizenim vyrobni
kapacity, nebo pfidanim enzymu dextrandzy, ktera je mnohymi cukrovary vyzkousena, jako
spolehlivy rozklada¢ vzniklych polysacharidii dextranu. Nevyhoda tohoto enzymu je vysoka
pofizovaci cena, proto v mnoha cukrovarech dochazi ke zkoumdni jinych pouzitelnych
alternativ.

Britsky cukrovarnicky primysl spole¢né s danskym a nizozemskym analyzovali aplikaci
vysrazeného uhli¢itanu vapenatého, ptidaného na zpracované bulvy cukrové fepy kontinuéalné.
I kdyZz se ptidavek tohoto roztoku osvédcil, jeho vyroba nese fadu problému. Stejné tak
aplikace délené davky alkaliza¢niho ¢inidla na rGzné faze provozu ve dvou rakouskych
cukrovarech méla sice dobry vliv na filtrovatelnost §t'av, nicméné se prokazalo, ze zvySena
reak¢ni doba vykazovala vyznamny vliv na zbytkovy obsah vapniku. Némecko investovalo
do projektu podpoiené 1 ministerstvem financi, Scilem zhodnotit kvalitu poskozené
a nepoSkozené ftepy. Hodnotily mnoho parametrii, jako napt. pH, kyselinu D-mlécnou,
fruktozu, mannitolu, atd., ale ani jeden parametr nemohl byt nakonec vyuzit pro sledovani
rozhrani mezi poskozenou a nepoSkozenou fepou, jelikoz se naméiené hodnoty nepravidelné
ménily se stupném poskozeni. Stejné¢ jako v prfedeSlych cukrovarech, které hledali jiné
alternativy odbourani téchto problému, jsme se i v cukrovaru Tereos TTD snazili nalézt jinou
variantu rozkladu dextranu, nez pouziti finanéné ndrocné dextrandzy. Bohuzel ani ndmi
stanovené parametry neprokazovali souvislosti s timto problémem. Jediny pozitivni pfinos byl
v aplikaci jiného a hlavné levnéjSiho enzymu. Jak jiz bylo zminéno, po Novém roce jsme

aplikovali na poskozené fepné bulvy doporuc¢eny enzym o amylazu, ktera ma pozitivni u€inky



na rozklad Skrobu. Oproti enzymu dextranaze, ktera stoji 2 486 K¢&/1, byl enzym o amylaza
pofizen za 548 K¢&/I. Po ukonéeni cukrovarnické kampané jsme statisticky zhodnotili oba
pouzité enzymy, S vysledkem prokazujicim jejich podobné ucinky na rozklad dextranu.
Aplikace enzymu je béhem kampané zavisla na mnoha faktorech, ale v letoSnim roce bylo
celkem spotitebovano celkem 100 1. Pfi pofizovaci cené dextrandzy, by cukrovar za kampan

2015/16 zaplatil 248 600K¢, v ptipad¢ pouziti o amylazy jen 54 800K¢, coz je vyznamné.
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10Seznam zKkratek

e Fk: Filtra¢ni koeficient

e Sk: Sedimentacni koeficient

e PCC: Precipitated Calcium Carbonate (VysraZeny uhliitan vapenaty)

e DS: Dry substance (susina)

e TCA: Kyselina trichloroctova

e Rt: Retencni Cas

e ELISA: Enzyme-Linken ImmunoSorbent Assay (Imunologickd metoda)
e PEG: Polyethylenglokol



