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ABSTRAKT

Diplomova prace porovnava mikrobialni produkci ndpadni a suSené syrovatce.
Syrovatka se ziskava jako vedlejSi produktvgrob¢ syni. Laktoza (nejlépe ze syrovatky) se
pomoci bakterii mi&ného kvaseni (ndpLactobacillug pti vhodnych teplotnich podminkach
piremeni na kyselinu mikéou. Ve vzorcich byl stanoven pomoci metody HPLGabb
kyseliny ml€né. Byl sledovan vliv teploty, vliv koncentrace isalvliv mnozstvi kvasginého
extraktu na celkovou produkci tohoto metabolitukaldakterie mléného kvaSeni byly
pouzity bakterie roduLactobacillus.Bylo zjiS€no, Ze pi této fermentaci je nejoptimaisi
teplota 35 °C. B této teplot dochazi k nejgtSi produkci kyseliny mi&né. Nejvyssi
koncentrace kyseliny miéé byla ziskanatrppouziti 20 g kvasgného extraktu pro susenou
syrovatku a pro odpadni bylo pouzito 24 g kvasého extraktu. # sledovani vlivu
koncentrace soli na produkci kyseliny tmé, bylo zjis¢no, Ze pouzitim pouze MnS®I,0O
se ziska nejvice tohoto metabolitu.

ABSTRACT

The master’s thesis discusses the comparisorianblomal metabolic production from
waste and powder whey. Whey is obtained as a byyotoof cheese production. Lactose
(preferably whey) using lactic acid bacteria (egctobacillug under suitable temperature
conditions is converted to lactic acid. Effect efmfperature, effect of salts and effect of yeast
extract on lactic acid production hy caseiwere investigated. HPLC metod was determined
lactid acid. In the practical part were used baatef the genusactobacillus It was found
that for dried and waste whey is the optimal terapee of 35 °C. At this temperature is
the greatest gain of lactic acid. The highest cotratéion of lactic acid was obtained by using
20 g of yeast extract for dried whey and for wastey were used 24 g of yeast extract.
When monitoring the effect of salt concentrationtlo& production of lactic acid, it was found
that using only MnS©H,0 gain most of lactic acid.

KLi COVA SLOVA

Syrovatka, Lactobacillus casei kyselina mléna, bakterie miného kvaSeni, HPLC,
turbidimetrie
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Whey, Lactobacillus caseiactid acid, lactid acid bacteria, HPLC, turbidimyet
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UvoD

Syrovatka byla nahodnobjevena i zkysnuti mléka a jejim samovolném @tihi.

V potravindském pémysilu ma syrovatka velmi Siroké uplam. Samorejmeé
nejperspektivisi  vyuziti syrovatky je v mlékarenském apryslu, kde se zpracovava
enzymovou hydrolyzou laktézy. Laktdza (nejlépe ymwgatky) se pomoci bakterii néiéeho
kvaSeni (nap Lactobacillug pti vhodnych teplotdchipmeni na kyselinu miénou. [1, 2, 3]

Kyselina mi€éna byla objevena v roce 1780. Jedna se a-Bydroxypropionovou
kyselinu se sumarnim vzorcemHgOs. V piirodk se vyskytuje ve dvou aktivnich izomernich
formach, jako L-forma a D-forma. Az vroce 1881 ayoprvé vyrakna v pamyslovém
mefitku v USA a uplatani nalezla v potraviridkém, mlékarenském, kosmetickém,
farmaceutickém i technickém fnyslu. Pouziva se na prodlouzeni doby trvanlivaske
jako regulator kyselostti jako latka zvyra#tujici chu’. V potravindském pémyslu se
pouziva jako fisada do nap6j dzusi, sirupi i jako prisada v cukrovarnictvi a k vyréb
kyselych mouk aést v pekarenském pmyslu. V technickém g@myslu se pouZziva jako
plastifikator a rozpoustllo pii vyrobe estetl. [4, 5, 6, 7, 8, 9]

V diplomové praci byly pouzity bakterie z#dy Lactobacilleae rodu Lactobacillus.
Nalezneme je d&r¢ v piirodé, ale nejvice jsou obsazeny v mléce a ve fermenimia
vyrobcich. Také je fizeme nalézt v obilninach, mase, rybich vyrobcidkig,podpadnich
vodach, ovoci, viei a v jinych produktech. VSechny kultury BMK (bakéerml&ného
kvaSeni) snizuji hodnoty pH, potlgi nezadouci mikroorganismy, které mohou vznikat,
vytvari hydrolytické a katalytické enzymy a tochuové latky. BMK se pouZivaji
pro vyrobu fermentovanych vyrobk Cilem diplomové prace bylo porovnat metabolickou
produkci @i pouziti odpadni a suSené syrovatky a srovnaiskeudyy jiz zjiStnymi. [10, 11,
12, 13]



1 TEORETICKA CAST

1.1 Syrovatka

Syrovatka se ziskava jako vedlejSi produkt yyrobé symi. Jeji chemické slozeni
zavisi na sloZzeni mléka, na stupni iZh mléka v procesu pasterizace, popa Zedni
syrovatky vodou a také na stupni fermentace lakté&yrovatka obsahuje 0,8 -1,1 %
dusikatych latek, tuku 0,3 —0,7 %, laktozy 4,56-% a niize také obsahovat kyselinu
mlé&nou i 0,6 — 0,8 % popelovin. SloZeni sladké a Kysstovatky je uvedeno v tabulce 1.
V dusledku fisobeni skidla je ve sladké syrovatce vysSi obsah bilkovito a@asi o 0,1 %.
Pri sraZzeni vapenatymi solemi s kaseinem je ve slagkd@vatce nizSi obsah popelovin a to
0,15 %. [1]
Tabulka 1: SloZeni sladké a kyselé syrovétky [3]

Slozka (%) Sladka syrovatka Kysela syrovatka
Susina 6,0 -6,5 50-6,0
Laktéza 4,5-5,0 3,8-4,3
Kyselina mlé&na stopy az 0,8
Tuk 0,05-0,2 0,05-0,2
Cista bilkovina 0,55 0,55
NPN 0,18 0,18
Popeloviny 0,8 0,8

V sudené syrovatce je obsah bilkovin 13&4, 10 gkg™ tuku, laktézy je 740 &g™
a vapniku pouze 12kg. Vapnik neni obsaZen v su$enych syrovatkovychowifiach.
Susené syrovatkové bilkoviny majit$i obsah bilkovin a to 720kg* a mensi obsah lakt6zy
jen 190 gkg™. [2]

Syrovatka tvéi velmi vyznamny zdroj cennych Zivin. Ma velmi débfunikeni
vlastnosti. Koncentraty syrovatkovych bilkovin, i&ese ziskavaji ultrafiltraci, poskytuji
potravindskému piimyslu Siroké moznosti a Restji se pouZzivaji pro vyrobu kojeneckych
vyZiv, v dietnich potravinach a ve vyéiypro sportovce. Derivaty ovliwji texturu potravin,
dodavaji hutnost, zaji§ji zahustni. Ve s¥té se ze syrovatky jiz vyré&j rozlicné napoje,
limonady, dokonce i imitace Sumivého vina a pivakd se pouziva praipravu masovych
om&kek, salai, cukrovinek, p&va, zmrzlin, puding. Pro zlepSeni chuiokolady a kéeni se
da pouzit kysela syrovatka. Sarfgjme nejperspektivéiSi vyuZziti je v mlékarenském
pramyslu, kde se zpracovava enzymovou hydrolyzou Bkt® mliékarenském pmyslu se
Z ni vyrabi nové druhy s§rjogurti, smetany apod. [2, 3]

1.1.1 MI&né bilkoviny

Mléc¢né bilkoviny jsou tvéeny hlavi komplexem kaseinovych bilkovin, které lze
z mléka ziskat jeho srazenim kyselinami netraby Mlé¢né bilkoviny také obsahuji sérové
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bilkoviny. Jejich koncentrace v mléce je uvedenabulce 2. Ob skupiny se lisi
fyzikalnimi i chemickymi vlastnostmi. Mtéé bilkoviny obsahujfadu esencialnich kyselin.
Obsahuji také neesencialni aminokyseliny,in&gselinu glutamovou, ktera ovhiuje rist
a procesy latkové vyamy, zasahuje do mozkoveho a nervoveho systémuwndIiéilkoviny
snizuji hladinu LDL cholesterolu v krvi. [14]
Tabulka 2: Koncentrace proteifav mléce [15]

c[g-M % z celkovych protei

Celkové proteiny 33 100
Celkové séroveé proteiny 6,3 19,3
- a-laktalbumin 1,2 3,7
— B-laktoglobulin 3,2 9,8
-BSA 0,4 1,2
— imunoglobuliny 0,7 2,1

— proteazovy pepton 0,8 2,4
Celkové kaseiny 26 79,5
— Osl 10 30,6
- Os2 2,6 8,0
-B 9,3 28,4
- K 3,3 10,1

Hlavni protein syrovatky je kasein. V kravském neldéedi asi 80 % vSech mié@ych
bilkovin. Pati mezi nejdlezit¢jSi proteiny. ProtoZe se kasein vaze na vapnikséoifpjeho
trAvenim dochéazi k uvodni dilezitétho mnoZzstviéchto minerdl. Kasein obsahuje vysoky
podil prolinu a hydrofébnich aminokyselin. Jehaiktura neni stabilizovana disulfidickymi
vazbami, proto neni pravdodobré sekundarni a terciarni struktura pé&w@na. Neni tvieen
pouze jednim typem, ale vyskytuje seazmych variantach, které se od sebe liSi slozenim
aminokyselin, obsahem fosforu, chemickymi i fyzikéhi vlastnostmi. Vyskytuje se
ve ¢tyrech typechu-, B-, v-, k- kasein. [14, 16, 17, 18, 19, 20]

Kasein vytvéi micely, které jsou rozptyleny ve vodni fazi miék&aseinové micely
jsou kulovité a jejich prmeér 0,04 az 0,3 um je menSi nez u tukovych kapantdtésou
cca 1 um velké v homogenizovaném mléce. V mléceoiptylen do nabobtnalyctastic,
popripact jako samostatné molekuly nebo svazky molekul. ileycna syidlové enzymy
a kyseliny. Rsobenim enzymové nebo kyselé hydrolyzy dochazi #é&eni kaseinu
do viatkovité podoby nebo do souvislého geldi Ryselé i enzymové hydrolyze dochazi
k poruSeni stability micel kaseinu a tim k jejiclgskdzeni. Kyseliny, které se pouZivaji
na kyselou hydrolyzu, kiivznikaji @i mlééném kvaSeni, a nebo jsotigavany. Syry
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a sladky kasein vznikaji fp sladkém srazeni (enzymovém), kyselé sradzeni s€iyd
k vyroke jogurti, tvarohi. [14, 16, 17, 18, 19, 20]

Mezi sérové bilkovinyadime laktalbumin a laktoglobulin. Tyto latky jsoazpustné
ve vod a podlehaji tepelné denaturaci. Ziskavaji se petradni kaseinu z mléka.
Pri srdzeni pechazeji do syrovatky ve foememnych bilych vigek. V kravském mléce jsou
obsazeny jen v malém mnozZzstvi, kdeZto u mlék jingahd nebo v matiském mléce Zeny
jsou obsazeny vice. Laktalboumim je velmi tegelstabilni. Laktoglobulin § vySSich
teplotach podléha denaturaci. Denaturovany laktmgdio zpisobuje ¥tSi vaznost vody,
proto se vyuzivaip vyrobé jogurti. Vyskytuje se ve forth monomolekularniho koloidniho
roztoku. a-laktalbumin, g-laktoglobulin a krevni sérum albuminu odpovidakthlbuminu.
Uplnému vysrazeni laktalbuminu dosahnente pH = 4,75 - 4,8 { teplo& nad 72 °C.
Mlé¢ny albumin neobsahuje fosfor a je velmi podobnwkimu a vajenému albuminu.
[1, 14, 15, 21, 22]

1.1.2 DalSi slozky syrovatky

Syrovatka obsahuje 5-7 % dusikatych latekedpvSim puriny). Mineralni soli
obsazené v mléce jsouildzitym nutrénim faktorem (naip fosfaty vapenaté, tetnaté).
Obsah hlavnich mineralnich latek v mléce je uveddabulce 3. Bhem syeni secast
vapniku vaze na nerozpustny parakasein, ktery gédehazi do syra. Popel syrovatky
obsahuje prvky: draslik, sodik, i#tk, Zelezo, siru a chlor. Tyto prvky se vyskytujpedole
kationti a aniont (K*, CI', Na", Mg?*, F&*, §). [14, 21]

Tabulka 3: Obsah hlavnich mineralnich latek v mlé§23]

orvek Obsah v mléce [g]
Prumeérna hodnota Interval

Ca 1,21 0,90-1,40
0,95 0,70-1,20

1,50 1,00 - 2,00

Na 0,47 0,30-0,70
Cl 1,03 0,80 - 1,40
Mg 0,12 0,05-0,24
S 0,32 0,20 - 0,40

1.1.3 Vitaminy

Vitaminy jsou Zivotd dulezité latky pro udrzeni zdravého organismu, jebstu
a pro spravny vyvoglovéka. (Kastni setfady metabolickych procés Clovek ve W&tSing
piipadi neni schopen sam si tyto latky vyprodukovat, pjetmusi pijimat v potra¥. Do €la
jsou pgivackny ve forng provitamini. Metabolismem jsou provitaminy rgarenény
na vitaminy. Bli se na vitaminy rozpustné v tucich (A, D, E, Kpapustné ve vad(Bs, By,

11



Be, Biz, P, H, M, C). B dneSnich narmych technologiich zpracovani mléka dochazi
k Ubytku vitamiri v mléce. [14]

1.1.4 Laktéza

Mlécny cukr neboli lakt6za se vyskytuje pouze v mléeeas ve forme vodného
roztoku. Je to disacharid galaktézy a glukdzy sppjg-glykosidickou vazbou. Laktoza je
tvoienaa- a - formou. Rozdilnostéchto forem je danaiznym prostorovym usgadanim
vodikovych a hydroxylovych skupin. @ormy se vyskytuji v podabhydrati. Tvori hlavni
slozku syrovatky tj. zhruba 70 — 80 % celkové sysihsyrovatce je laktdza obsaZzena &&m
ve stejném mnozstvi jako v mléce. Ma mirnou sladiaui, ale vysokou vyzivovou hodnotu.
Dobie se rozpousti v teplé védale nerozpousti se v ethanolu. Laktéza se vyuziva
ve farmaceutickém pmyslu, v chemickém pmyslu, v peksstvi a i vyrobé cukrovinek
Pokud laktozu zaejeme nad 130 °C, zeZloutne a vyivbinedy laktokaramel. Lakt6za
krystalizuje v podob bilych krystah. Nejdilezit¢jSi vlastnosti laktozy je jeji schopnost se
pieménit pomoci mikroorganisin na organické kyseliny, ipvazri kyselinu milénou
pii mlééném kvasSeniMikroorganismy mohou vytw@t enzym laktazu. Je to enzym, ktery
katalyzuje Stpeni laktézy na jednoduché sacharidy (D-gluk6zu-galaktozu). Laktaza je
obsaZena v zaZivacim traktu sajicichdala [2, 14, 22, 24]

Mlécny tuk v syrovatce skoro neni obsazen, ipogen v malém mnozZstvi.
Jednd se o triglycerid mastnych kyselin, ktery kEd& z glycerolu a mastné kyseliny
(nasycené i nenasycené). Zatim mléka nad 200 °C se tuk v mléce #erm[14, 25]

1.1.5 Kyseliny

V syrovatce jsou obsaZzeny také organické kyselitgdgvSim kyselina citrénova
(obsah kolem 150 mg na 100 g syrovatky), octovavernti, ml&na (obsah 40 — 120 mg
na 100 g) a propionova. Slozeni kyselin je zavisdéjejich aktivi€, na slozeni mikroflory
a na jejich stanoveni. V kyselé syrovatce je olkgaklin nej¢tsi. [25]

1.1.6 Zpracovani syrovatky

V minulosti bylo zpracovani syrovatky provdu jen Zidka. Dnes je to nevyhnutelné
kvili predpisim o mlékarenskych odpadnich vodach. Vé&&sse r@éné vyprodukuje 170 mil.
tun syf, coz odpovida 130 mil. tun syrovatky. Ve vygobusSené syrovatky vede Francie
a USA. Vyroba suSené syrovatky vetsvje uvedena v tabulce 4. Zénkteré maji rozvinuty
mlékarensky prmmysl, zpracuji 50 — 95 % vyprodukované syrovatky .21, 26, 27]
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Tabulka 4: Vyroba susené syrovatky vesigw r. 2002 [27]

Zemé Produkee ?t?:et?é syrovatky % vyuZiti suroviny
Francie 621 79
USA 506 30
Némecko 228 30
Nizozemi 124 35
Austrélie 47 30
Novy Zéland 31 25

Pt zpracovani syrovatky se ziskava a zatoveuziva jednotlivych slozek (bilkovin,
laktdzy), samotna syrovatka se da vyuZittii ferment&nich procesech. Syrovétka se také
hojr¢ vyuZiva jako krmivo v zewdélskych paimyslech. [1, 21]

Oddilena syrovatka, vzniklaipvyrob¢ sym, musi byt pedupravena. Jako vychozi
surovina se pouziva sladka syrovatka. Kep se g¢isti od tzv. syrového prachu, ktery by
mohl negativi ovlivnit pribéh daldiho zpracovani, cha vini produktu.Cidténi se provadi
na rot&nich filtrech, ¢istici odstedivce nebo na cyklonovych odwatich. Volba vhodné
metody¢isteéni zavisi na velikosti a mnozstvi pevnyistic. JelikoZz p vyrobé syni prechazi
znana c¢ast tuki do syrovatky, je nutné je tzv. odsmetanit nebalstoanit syrovatkovou
smetanu, kterd obsahuje 25 — 30 % tuku. Tuk by mehvnit pribéh dalSiho zpracovani,
kvalitu i stabilitu vyrobku. Odstrami tuku se provadi na odstlivkach. Déle je p&tba
zamezit kontaminaci mikroorganismy, proto se prévdasterizace ip teplog 72 — 78 °C
po dobu 15 — 20 s. Tim dojde k inaktivaci fosfatazhymozinu. Red pasterizaci je nutné
uchovat syrovatkuipteplot do 5 °C. [1, 21, 22, 28, 29]

Po pasterizaci se odstrani proteiny. Ty nejprveradime § teplog 85 — 95 °C
po dobu 20 min, poté centrifugujeme. CentrifugaéSkame az 90 % vSech bilkovin.
Pro efektivigjSi zpracovani syrovatky je nutné ji demineralizo(@stranit soli). Soli totiz
negativié ovliviiuji senzorické vlastnosti. Syrovatku je mozné demdlizovat gelovou
filtraci, pomoci iontormnica, elektrodialyzou, pap membranovou technikou. Poté bude
syrovatka vhodnd i protipravu dtské vyzivy. Abychom mohli snadj susit syrovatku, je
zapotebi krystalizace. # krystalizaci laktézy (probihaip20 — 35 °C po dobu 2 — 24 hod.
v krystaliza&nim tanku) odpada krystalizai sirup a ten se zahusti na vakuové odparce
s klesajicim filmem  teplo€ 65 °C, ktery nam syrovatku zahusti na 45 % obsalfiny
a potom se rozpradSenim susSi. SuSeni syrovatkyas&kRomplikovany technologicky postup
diky vysokému obsahu laktozy v syrovatce, ktetheln suSeni nevykrystalizovala. v
vysokému obsahu laktézy dojde kédému zbarveni. Z tohotoidodu se velmicasto susi
syrovatka se Sroty, s o#stEnym mlékem nebo se s6jovou moukou. Bohuzel tenbolykt
neni srovnatelny s produkty suSenymi rozpraserin®1, 22, 28, 29]
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1.2 Kultivace

Kultivace mize byt vsadkova, ifiokova ¢i pratocna. Vsadkovou kultivaci se mysli
uzaveny system, i kterém se v préhu kultivace nefivadgji dalSi slozky.
Jako grafické znazo&ni vzristu pd@tu Zivych burk se pouziva istova Kivka. Ta je
znazorrna v Sesti fazich,ifpkterych se vlastnosti liky znané liSi. Na z&atku kultivace
jsou buiky velmi citlivé nap. na vysokou teplotu, osmoticky tlak, tlak a jifel, 30]

1.2.1 Ristova kifivka

|
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Obrézek 1: Ristova Kivka [31]

Na osu x se nandfias [h] a na osu y logaritmus qio Zivych burk v 1 |. Grafické
znazorgni raistove Kivky je uvedeno na obrazku 1.
Faze distove Kivky:

l. Lag faze Vtéto fazi se biky adaptuji na nové
prostedi, nerozmnozuji se, ale spiSe odumiraiji.
Zatinaji zwtSovat swj objem. Dochazi k syntéze
indukovatelnych  enzyth nutnych pro vyuZiti
piitomnych substrat Tato faze nmze byt 6z
dlouhda, zavisi to na slozeni priesti, zejména
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velikosti a sté inokula, fyziologickém stavu buk,
druhu mikroorganismu. [11, 30]

1. Faze zrychlenéhoustu Tato faze je akceletai.
Burika je jiz @gizptisobena progedi a zaina se dlit se
vzrastajici rychlosti. ZstSuje se metabolismus. Faze
je wvétSinou velmi kratka. [11, 30]

11 Exponenciélni faze Jedna se o velmi intenzivni
mnoZeni. Biky rostou geometrickouradou, maji
aktivni metabolismus a rychle vyuZivaji substrat,
ale nedochazi k limitaci zivin. Rychlostéldni je
konstantni. Faze je také ozoaana jako logaritmicka,
jelikoz mezi logaritmem pidu burgk a dobou iistu
dochazi k linearni zavislosti. [11, 30]

V. Faze zpomalenéhoustu FPri této fazi dochazi

ke zpomaleni rychlosti mnoZeni a celkového

metabolismu. Rychlost je zpomalena uskkdku
byvani zivin a nahroma&dim metaboli. Muze
dochazet jiz k odumirani metabolismui #to fazi je
mozné, Ze dojde ke zme pH, coZ nefiznivé

ovliviiuje rist. [11, 30]

Faze stacionarniDochazi k vyerpani Zzivin nebo

vzrastu koncentrace toxického metabolitu naditau

hranici, proto se zastavujefipistek Zivych busk.

Vyrovnavé se peet odumirajicich bufk s grirastkem.

Délka této faze se liSi u jednotlivych mikroorgamis

Dochazi k nej¥tSi produkci sekundarnich metabilit

[11, 30]

VI. Faze zrychleného odumirariRychlost dleni burgk
klesa pod nulu, uz se n#d a umiraji. Pevladaji
oduntelé buiky nad girastkem. [11, 30]

<

1.3 MIéne kvaSeni
Preména sacharitl na kyselinu mlénou pomoci bakterii mé@ého kvaSeni je jednou

raiznymi fermentanimi procesy, a to homofermentativni, nebo hetenoéatativni cestou.
Fermentace je zavisla na druhtitpmnych mlénych bakterii. Bakterie zkvaSuji sacharidy
na kyselinu mlénou. Je mozné tht zmenu procesu z homofermentativni cesty
na heterofermentativni, a to Znou fermenténich podminek. # fermentaci redukované
organickeé sloteniny jsou primarni donory vodiku a jiné organid&tky v mere redukované
formé jsou akceptory vodiku.iPfermentaci dojde k nedpinému rozkladu substranhergie je
tedy mnohem mensi ne#i pespiraci. Dive byla fermentace ozéavana jen jako anaerobni
proces, kdy doSlo k uplnému rozkladu, tedy pravékhwasSeni, pozgi védci zjistili,
Ze dochazi i kaerobnim proées (nepravé kvaSeni). Jako vychozi latka
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pii fermentaci se pouzivaji nejvice sacharidy a lieglerivaty, nebo také meziprodukty jejich
metabolismu. Jako derivaty sachérgk vyuziva cukerna kyselina glukonova a galakiovan
nebo polyalkoholy nap mannitol, nebo glycerol. Polysacharidy a disaiclyanag. Skroby,
celuléza, chitingi glykogen, se nejdve rozS&pi na monosacharidy a naslédse gemeni
na glukozu, kterd je vychozi surovinou pro glykelyz Fermentaci uskutéuji
mikroorganismy miléného kvasSeni, které mohou vy&dljen ugité fermentani produkty
a zadné jiné. [6, 10, 32]

Zakladni metabolicky & ve vSech bitkach je glykolyza. Schéma glykolyzy je
znazorgn na obrazku 2. Tyto &k probihaji v cytoplaz#) kde najdeme i enzymy, které
katalyzuji reakce. AvSak enzymy nejsou vazané naédmé struktury. Glykolyza slouzi
k uvolréni energie a if@nmené sacharid na jiné produkty. Kompletni schéma glykolyzy
popsali ¥dci vroce 1940. #&nmena glukdézy na pyruvat se sklada z 10¢idh kroki.

V prvnim kroku glykolyzy je zapéebi dodani energie. Proto za pouziti 2 ATP
(adenosintrifosfat) se glukozaigmeni na glukdzu-6-fosfat. Reakci katalyzuje enzym
hexokindza, dochazi k prvni fosforylaci. Izomergicik6zy-6-fosfat vzniké fruktoza-6-fosfat.
Pri druhé fosforylaci, ktera probiha nejpomaleji,enese dalsi ATP na fruktézu a vznikne
fruktdza-1,6-bisfosfat. Naslednse Stpi na dva triosafosfaty a to: dihydroxyacetonfosfat
a glyceraldehyd-3-fosfat. Dale uz vstupuje pouzgceaghldehyd-3-fosfat, zde probiha
fosforylace spojenad s oxidaci. Reakci katalyzujeyc@laldehyd-3-fosfatdehydrogenaza
za vzniku 1,3-bisfosfoglycerat. Za pomoci enzymu sfdglyceratkinaza vznika
3-fosfoglycerat. Jeho izomeraci vznikne 2-fosfoghat. Nésledh dochazi k dehydrataci
a vzniku fosfoenolpyruvatu. Poslednim krokem glykgl je fosforylace fosfoenolpyruvatu
za vzniku pyruvatu. Zde se draha rélege a probihaji bdi anaerobni, nebo aerobni procesy
za vzniku konénych produki. [8, 32]
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HO H,C -OH 1 - fruktokinaza
CH> OH | o 1 - fosfoglukozaizomeraza
H OHO H H H OH 3 - glukokindza
" 4 \DH - 4 - glukoza-6-fosfodehyvdrogenaza
H = . =
H CHz HO H 5 - fosfoglukonolaktonaza
OH H OH H OH 6 - 6-fosfoglukonatdehydrogenaza
fruktoza glukdza T - 2-keto-3-deoxy-6-fosfoglukonataldolaza
ATP ATP 8 - glyceraldehydfosfatdehydrogenaza
) 0 - fosfoglyeceratkinaza
1 3 10 - fosfoglyceromutaza
ADP ADP 11 - enoliza 13 - pyruvatdehydrogenaza
__ 12 -pyruvitkinaza 14 - alkoholdehydrogeniza
O-POsH _O-PO3H P ]
HC NADP NADPH H,C O 0 Nap NADH pc O "O3M
CHz o OH H 4 OoH H 0 ’ OH
H HO <> on H % H oy -0
HUCHQ 2 HOOH H 4 \OH H,f 0 OH H _.C:
HO HO OH
OH H OH H OH H OH HED oH
fruktoza-6-P ghikéza-6-P 6-P-glukono-5-lakton E—P—gluknnét
6
H,0
__F’CigH_ _PDgH HoC 0-POsH
F’D H NADH NAD 2
(] OH 3 \ o] H OH o
! <~ H
- % CHp—CH——CH \H G
CHz—CH cC—0O : 2 esvd. 3P HO oH
1.3-bis-P-glycerat P glyceraldegy H O
ADP 2-keto-3-deoxy-6-P-glukonit
9
ATP
) OH | ; 3 |
G & HiC—C—C—0 — 13 HaC—C—H
CHp—CH—C-—0O pyruvat acetaldehyd
3-P-slyvcerat Co, 7
2l3 ATP NADH
12 14
10 ADP NAD
PO3H '
3 _PO3H OH
HO O ¢ O o
CHy—CH—C—0O 7> HC CH C O H3C— CH2
ethanol

2-P-glvcerat fosfoenolpyruvat

Obrazek 2:Schéma glykolyzy [33]

Pyruvét je konenym pijemcem elektrob Premgna

mié&né kyseliny CH-CHOH-COO) pati do oblasti fermentaci,

pyruvatu na laktat (tj. anion
které mohou probihat

i v buikach Ziv@ichi. Reakci katalyzuje enzym laktatdehyrogenaza. Jeéenzymy

oxidoreduRnich enzynd pati

nikotinamidadenindinukleotid (NAD+) a jeho fosfat

(NADP+). Jejich redukované formy jsou NADH a NADPHK.prostetickym skupinam pit
flavinové kofaktory — FAD (flavinadenindinukleotid) FMN (flavinmononukleotid)Cisty

zisk energie &hem fermentace je 2 ATP. [8, 10, 11, 32]
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1.3.1 Homofermentativni proces

Pii mlééném kvaSeni, ip kterém vznika pouze kyselina nit@, jde
o homofermentativni procesiiFhomofermentativnim procesu se v praxi nikdy nétoe
100 % vytzku produktu, protoZe se tkid velké mnozstvi vedlejSich produkéa to: octova
kyselina, ethanol, kyselina mrawgnCQ; a jiné latky. Za homofermentativni proces jsou
ozn&ovany procesy, ip kterych vznika 80 % a vice ko¥reého produktu. Draha je
znazorgna na obrazku 3. Homofermentativni tmé kvaSeni provadiactobacily ale také
koky nag. z roduStreptococcusvznika vyhrads jen L-forma laktétu. [8, 10, 11, 32]

Laktosa {C Hog0y 40

CH,OH

(Oa

CHROH
hydrul\,rza (+HzD)

Glukosa & Galaktosa (2 x CH0.)

CHz0H

QH H@

CHLOH

Pyruvat
CH;—C—COOH
I
o

l MADH + H*

Laktat L {(+), D (-}, inaktivni

H

| -
CHy—C— COO

|

OH

Obrazek 3: Homofermentativni draha [34]

1.3.2 Heterofermentativni proces

Pfi heterofermentativnim mé@ém kvaSeni vznikaji kroénkyseliny ml€né i dalSi
produkty, nap oxid uhliity, ethanol.¢i kyselina octova. Draha je znazéma na obrazku 4.
Mnozstvi vzniklé kyseliny miné a dalSich vedlejSich prodtkje v rovnovaze. Vzniklé
mnozstvi jednotlivych produkt zavisi na fermentaich podminkach a individudlnich
vlastnostech mikroorganismuc¢hkieré bakterie miného kvaseni neobsahuji aldolazu - to je
enzym, ktery &pi hexdzu-1,6-bisfosfat na dva triofosfaty. Tytkiesie odbouravaji glukdzu
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oxidatnim mechanismem hexoézafosfatoveho zkratu na pertdasfat a oxid uhdity.

Na laktat se femeni tedy jen ¢ast glukézy. Draha je znazéma na obrazku 4.
Heterofermentativni proces se dérgvnat k fosfoketoldzovym gbéhum. Dekarboxylaci

a redukci glukézy vznikne rib6za-5-fosfat a tafermenéna epimerazou na xylulézu-5-fosfat.
Xylulézu-5-fosfat katalyzuje enzym fosfoketolazavzaiku glyceraldehydu-3-fosfat a acetyl-
fosfat. Glyceraldehyd-3-fosfat igjde v pyruvét, ktery je ipmEnén pomoci enzyrin
glykolytického S¢peni na kyselinu méou. Enzym acetatkinaza katalyzuje acetyl-fosfat

za vzniku acetatu a tenide byt konvertovan az na ethanol. [8, 9, 10, 1], 32
Laktosa{CyHapDy )

CHLOH

S

CHoOH
hydrol\;za {+H0)

GIusza & Galaktosa (2 x CHy060

CHZOH

oH Ho/ OH
H

CHZOH

Pyruvat
CHz—C— COOH
I
o]

! '

Laktat acetaldehyd + CO,

T CHzCHO + CO,

CHy—C—CO0
| l

OH
Acetaldehyd dale oxiduje na acet at

Obrézek 4: Heterofermentativni drdha [34]

1.4 Bakterie ml&ného kvasSeni

Pred cca 3 bilidny let byly objeveny bakterie #imého kvaseni. Pragdodobré k tomu
doSlo je& pred fotosyntetickymi cyanobakteriemi. Nicnééfejich produkce z&la byt
rozStena az objevenim mléka produkovaného savci, cai jigd 65 miliony let. Bakterie
pak byly pouzivany pro vyrobu potravissé&ych vyrobki, jako je chleba, syr, maso. [35]
Mlécné bakterie mizeme rozdit na i skupiny bez toho, aniz bychom brali ohled
na koneéné produkty biosyntézy: [10]

2) obligatni homofermentativni bakterie:
nemaji glukézu-6-fosfat ani 6-fosfoglukonat-deglogknazu, ale obsahuji
frukt6za-bisfosfat-aldolazu
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3) fakultativni homofermentativni bakterie:
obsahuji glukozu-6-fosfat, fosfoglukonat-deghydruigmu a fruktdza-
bisfosfat-aldolazu

4) obligatni heterofermentativni bakterie

obsahuji ob dehydrogenazy, ale neobsahuiji frukt6za-bisfodtilazu.
[10]

Bakterie mléného kvaSeni twd velkou skupinu nepohyblivych, nesporulujicich,
grampozitivnich kol i tycinek, které sacharidy fermentuji za mikroaerofinijgodminek
a vytvai pritom hlavré kyselinu mlénou. Chemoorganotrofni, neboli chemoheterotrofni
mikroorganismy ziskavaji energie oxidaci organitkgtowtenin, které vyuzivaji jako zdroje
uhliku a vodiku. [11, 12]

NejvyznamujSi producenti kyseliny mtéé pati do tidy Lactobacilleag ktera se di
na 4 rody:Pediococcus, Lactobacillus, Streptococcus a LeustmaoDiive sem bylyfazeny
i bakterie pafci do kmeneBifidobacterium ale protoZze maji specifickou charakteristiku, tak
bylo navrZzeno, aby tento kmen phatdo fadu Actinomycetales.Spol&ny znak fidy
Lactobacilleae je tvorba kyseliny mkéné. Diky tomuto znaku a biochemickych,
fyziologickych, genotypickych, sérologickych a dals znaki se tyto mikroorganismyadi
do systému bakterii. Podle kritérii nafazovani bakterii se ni i jejich nomenklatura.
[10, 12]

Vyskytuji se Bzn¢ v piirodé, nejvice vSak v mléce a ve fermentovanych vyrdbcic
Je mozné je také nalézt v obilninach, mase, rybyobbcich, pi¥, odpadnich vodéch, ovoci,
ving, v nakladané zelenin kysaném zeli, ovocnycht@ach, kynutémeést, sladu, silazi
a mnoha jinych produktech. Jsou &asti firozené mikrofléry ve $evnim traktu, Gstech
i vagirt teplokrevnych Zivéichi. Je moZné pozorovat ditou specifénost a selekci
u raznych potravinovych skupin. U rostlin se vice neZiwocichu vyskytuji tyinkovité
bakterie heterofermentativni a bakterie radiuconostocV mekkych az polotuhyctsyrech
a v mléce se vyskytujitpdevsim zastupci rodiactococcusFislusnici rodu_actobacillusse
nachazeji v thermofilnich produktech a v tuhychesfir U masa fd¥eme pevazr najit
palickovité streptobakterie a thermobakterie. [11, 12]
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Bakterie mléného kvaSeni jsou velmi n&me na vyzivu. Pro sy vyvoj potiebu;i
krom¢ uhliku a dusiku dalSi zdroje a teepazrie nékteré vitaminy skupiny B, mineralni soli
a rstové latky. Heterofermentativni bakterie fetuji ke svému ustu i thiamin.
Nejdalezit¢jSi soli pro fist bakterii je fosfat. Jako zdroj uhliku se pougisacharidy (tinova
atfepna sachar6za, syrovatka), protoZe obsahuji lakifimk6zu a maltozu.iPpramyslové
vyrok¢ se nejastji pouziva dextr6za nebo sachardza. [6]

Bakterie je mozné roztbvat podle optimalni teploty jejichistu a optimalni produkci
kyseliny ml&€né na termotolerantni a mezofilni. Mezi thermofilbakterie zgadime
homofermentativni typy roduLactobacillus u nichZ je optimalni teplota 45— 62 °C.
Do mezofilni skupiny pat homofermentativni bakterie (teplota 37 —45 °C)
a heterofermentativni bakterie s optimalni tepld®8u- 32 °C. [6, 11]

Vysledna aktivita kyseliny mtéé zavisi na rodu a druhu pouzitého mikroorganismu.
Bylo to potvrzeno produkci jednoduchého izomeruvekpy ml&né z racemické formy, ktera
se vyskytuje v firodk. Za aktivitu jsou odpasdné dva faktory: streospecifita
laktatdehydrogenazy d&ipomnostéi nepiitomnost laktatracemazy. [10, 36]

» Stereospecifita laktatdehydrogenazymikroorganismus tZe obsahovat
D- i L- formu laktatdehydrogenazy.
» Pritomnost nebo néfiomnost laktatracemazyrekteré druhy bakterii rodu
Lactobacillusobsahuji racemickou ss. [10, 36]
VSechny kultury bakterii méého kvaSeni vykazujityii zakladni funkce, které se
Vv raizné mie uplatiuji:
* Potlateni nezadoucich mikroorganigpkteré mohou vznikatipkontaminaci
nebo vyskytujici seirozere.
« Tvorba enzym, které se uplauji pfi hydrolytickych a katalytickych
procesech.
e SniZeni hodnoty pH s &itou rychlosti v izném rozmezi.
» Tvorba chtiovych latek, které vznikaji ip latkové vyngéné v potravinach
a [ispivaji k dosazeni poZzadovanych vlastnosti. [10]

1.4.1 RodLactobacillus

Rod Lactobacillusbyl poprvé popsan v roce 1901 panem Beijerinckermocdé 1919
pan Orla-Jensen ro&dl tento rod do #i podrodi — Thermobacterium Streptobacterium
a Betabacterium a to podle jejich optimélni ustové teploty a morfologickych
a fenotypickych ry&. Jedna se o nejisi rod bakterii miéného kvaseni. Ze 13 rogbaticich
do skupiny bakterii mtiného kvaSeni je u rodiactobacillusdoposud popsano nejvice diuh
cca 80. Zeazeni rodu Lactobacillus do systému je nasleddji6i: 12, 37]

doména: Bakteria

kmen: Firmicutes

tiida: Bacilli

fad: Lactobacillales
celed” Lactobacillaceae
rod: Lactobacillus
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Clenové tohoto rodu séadi mezi grampozitivni nesporulujici¢igkové bakterie.
Jejich morfologické vlastnosti seémi s fiznymi podminkami. Biky téchto bakterii maji
velikost 0,5-1,2 x 1,0—-10 um. digky jsou izné délky, nepohybuji se a velrasto
vytvéii fetizky. Jsou to anaeroboveé nebo fakultativni baktéaktobacily jsou velice nakné
na jejich vyzivu. Pro jejichtst je nutné do média dodat nejen sacharidy jakoj zirergie
a uhliku, ale i nukleotidy, aminokyseliny, peptidftaminy, soli a mastné kyseliny. Sacharidy
jsou pouzivany &sinou jednoduché, jelikoz lactobacily nemaji arhyioké enzymy a tim
padem neumi &pit Skrobnaté sacharidy.fiPpouziti Skrobnatych sachatide nutna jejich
hydrolyzace enzymy nebo mineralnimi kyselinantitdnost &chto bakterii je mozné zjistit
kvantitativre za pomoci fidavku 3 % roztoku peroxidu vodiku a to tak, Zeokié, které jsou
vyrostlé na bohaté agarové&dd timto roztokem felijeme a ty bakterie, které neuia)i
bublinky kysliku, jsou s ne§tSi pravépodobnosti bakterie roduactobacillus.[10, 12, 37]
Homofermentativni bakterie rodiactobacillus [10]

» Lactobacillus plantarum- vytvé&i tycinky o velikosti 0,7 — 1,0 x 3,0 — 8,0 um,
které jsou bd jednotli uspdddany nebo vytud kratké retizky. Jsou
mikroaerofilni. Teplotni optimum je 30 °C, doka#sri i teplo& 10 — 40 °C.
Nekteré  kmeny maji  proteolytickou aktivitu, zkvaSujnonosacharidy
i disacharidy, nezkvasuji vS8ak ramnézu, Skrob dinnuPouZivaji se jako
doplkova syraska kultura, protoze vyraZispi bilkoviny mléka.

» Lactobacillus acidophilus- buiky jsou velké 0,5 - 1,0 x 1,0 — 10,0 um, jsou to
grampozitivni tg¢inkovité bakterie, které se mohou vyskytovat jetinét
ve dvojicich nebo v kratkycietizcich. Vytvéi R- i S-formu. Optimalni teplota
pro jejich fist je 37 °C, rostou iipteplok 22 — 48 °C. Jsou sédasti zazivaciho
traktu, kde piznivé ovliviuji sttevni mikrofléru, protoZze hubi hnilobné
mikroorganismy. Produkuji velké mnoZstvi kyselinyétné, ktera se poté
pouziva pro vyrobu acidofilniho mléka, podmaslivetany.

» Lactobacillus delbrueckii subspulgaricus — opst vytvari tycinky. Rostou
dohe pi teplog 40 — 44 °C, ale jejich teplotni maximum je 45 °@Ggimum
18 — 22 °C. Nachazeji se v mikraf@dsnesnych jogurtovych kultur, které se
pouzivaji pro vyrobu joguiti dalSich vyrobk. Primyslow vyuzivany jsouif
kmeny — Lactobacillus delbrueckii subsp. delbruecki, L. kadtakcki subsp.
leichmaniia L. delbruecki subsp. bulgaricudejich biologicka aktivita dodava
vyrobkim typickou vyraza kyselou a aromatickou ctia vini.

Heterofermentativni bakterie rodiactobacillus [10, 38]

* Lactobacillus brevis— vytvai nepohyblivé tyinky se zaoblenymi konci
a jejich buky jsou velké 0,7 — 1,0 x 2,0 — 4,0 um. Nerozkladagsein,
ale zkvasSuji glukdzu, arabinézu, galaktozu, aleokédou zkvasit mannitol,
dextriny, inulin a Skrob. Optimalni teplota je X5 hebo 37 °C. MzZzeme je
nalézt v syrech a rostlinnych produktech.

» Lactobacillus bichneri jsou rozgeny v girodk ve kvasSenych substratech.
Vytvati inaktivni formu kyseliny mléné, z glycidi tvori kyselinu octovou,
oxid uhlicity, alkohol a kyselinu mi&ou. Velikost busk je
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0,35-0,7 x 0,7—4,0um a jejich optimalni teplogpro jejich dst je
32-37°C.

* Lactobacillus fermentums je mozné je nalézt v mikroflé mladych a zrajicih
syri. Na agaru maiji tvar plochych okrouhlych kolonidpbné kapkam vody.
Bunky jsou velké 0,5 — 1,0 x 3,0 — 15 um. Zkvasuji kglzu, maltézu,
galaktézu a dalSi sacharidy. Nezkvasuji ramnézahiaézu, mannitol, inulin,
dextran. Optimalni teplota je 41 — 42 °C.

e Lactobacillus casei jde o grampozitivni tiinkovité fakultativié anaerobni
bakterie o velikosti 0,7 — 1,1 x 2,0 -4,0 um. Migkopické znazowmi je
uvedeno na obrazku 5. Neumi syntetizovat porfydsjich produkci vznika
kyselina mléna z hexdz. Pro jejichist potebuiji riboflavin, niacin a kyselinu
listovou, ty se pouzZivaji jakoustové faktory. Tyto bakterie jsou zfme
vyuzivany v potravingkém ptmyslu. Maji uplatini jako lidska probiotika,

které jsou zdravi progpné. L.casei se vyuzivaji jako startovaci kultura

pro ml&né kvasSeni a také jako specialni kultury pro umhlvyvoje
nekterych bakterii u vyroby zrajici syr-

Obrézek 5: Lactobacillus casei [39]

1.4.2 Vyuziti bakterii ml&ného kvaSeni

Bakterie mléného kvaSeni maji velky vyznanti (konzervovani potravin a jejich
ferment&ni produkty se vyuZivaji na prodlouzeni trvanlivoivociSnych a rostlinnych
potravin. Ciled se pouzivaji v mlékarenském, masném, tukovém aneelském gmyslu.
[10, 11, 12]

Pro vyrobu fermentovanych vyrobkse nejastji pouzivaji bakterie mi&ného

.....
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AvSak pro vyrobu fermentovanych vyrabkZzivociSného pvodu se pouZivaji bakterie
mléného kvaSeni ve forértzv. zakys, kultur, zakvas a startéi. [12]

Vyroba fermentovaného mlékaje to produkt vyroben z pasterovaného nebo
sterilovaného mléka aizné t&nosti a susiny. Vyrabi se fermentaci, Kdst
laktoézy byla pemenéna na kyselinu migou a ta zamezila vzniku nezadoucich
bakterii a snizila pH vyrobku. Pro fermentované oy se pouZzivaji
mezofilni bakterie miného kvaSeni a&l se na kysand miléka, kysané
smetany a kysané podmasli. Kysana mléka maji kyskérakter, kdezto
kysané smetany jsou jemneé, mdirnkyselé mléné vyrobky, které
se pouzivaji velmicasto jako pisada do pokriin Jako vedlejSi produkt
pii vyrob¢ masla vznika kysané podmaslii Pouziti thermofilnich kultur se
fadi do fermentovanych ndiéych vyrobki acidofilni mléka, ktera maji sién
dieteticko-l€ebné dinky a ostatni fermentované vyrobky s probiotickymi
bakteriemi mléného kvaSeni. Probiotika jsou potraviny nebo vwwé/o
dopliky, které obsahuji zivé bakterie raého kvaSeni, které za normalnich
podminek Ziji v gastrointestinalnim traktu. Tytdktwie maji pozitivni dginky

na organismus lidi i ziwechi. Jednd se o bakterie rodiactobacillus
aBifidobacterium[13]

Fermentované salamy, uzeniny a klobasyyrabi se ze syrového masa, které
podléhaji fermentaimu procesu. PouzZivaji se homofermentativni stadio
kultury ml&ného kvaSeni, které nesmi wiet plyn a jiné nezadouci
metabolity. Nejvice se vyuzZivajleny rodu Lactobacillus a Pediococcus.
Kyselina ml€na, kterd vznika produkcédhto bakterii, psobi mikrobicidg

na patogenni mikroorganismy rfagalmonely nebdtaphylococcus aureus
a prodluzuje trvanlivost uzefskych vyrobki. Nezadoucim d&inkem vsak je
piemnoZeni d&chto bakterii, jelikoz mohou vytvidb kyselou chti a \wvani.
PrfemnoZeni bakterii lze vizu&@in pozorovat zezelendnim vyrobku.
[11, 12, 26, 36]

Jogurty — pati k nejrozsfergjSim fermentovanym vyrolikn. K vyroke se
pouzivaji thermofilni bakterie miéého kvaseni a tdcactobacillus delbrueckii
subsp. Bulgaricusa Streptococcus thermophillusBehem fermentace je
dulezité hlidat porar téchto mikroorganisi a vytvdit vhodné podminky
pro jejich iist. Jogurty mizeme dlit na ochucené jogurty, ty obsahuji i jiné
neml&né slozky, a firodni jogurty. [13]

KvaSena pekaka tsta— tsto pro pipravu chleba a gera se vyrabi z vody,
kuchyiské soli, mouky a kyiici piisady. Pro vyrobu Zitného a pS&mezitného
tésta je nutné kvasit, proto séigavaji startovaci bakterie ntléého kvaseni,
které tsto nakynou. Jedna se o0 bakterie homofermentatimabo
heterofermentativni z rodlLactobacillus Bakterie dodaji éstu jeho chti

a aroma. [12]

Fermentovana zelenina jde o spontanni fermentaci. Pro vyrobu kyselych
okurek a zeli se pouZivaji bakterie tmého kvaSeni a to zejména rodu
Leuconostocméré pak Lactobacillus. Fermentovanou zeleninu musime tzv.
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silazovat, abychom zabranili vzniku hnilobnych teaikt VV procesu fermentace
vznika kyselina mléna, ktera se prévpodili na zabr&mi ristu nezadoucich
mikroorganisni. Mlécna fermentace prodluZzuje Zivotnosichto vyrobki
a ovliviiuje jejich senzorické vlastnosti, texturu a straiviost. [12, 36]

« Tvaroh a syry— vyroba syit je velmi slozity proces. Existuje cel@da
technologickych postuppro jeho vyrobu. Zakladni surovina pro vyrobuisyr
je mléko. Ri vyrob¢ symi i tvarohi se idavaji zakysove kultury bakterii
mléného kvasSeni. Tyto bakterie maji plnit funkce: wpraat kyselost mléka
pied jeho skenim, ovliviovat texturu a konzistenci sy tvaroli, vytvéet
senzorické vlastnosti (vytiid kyselinu mi€nou a dalSi organické kyseliny),
uplatiovat proteolytické a lipolytické aktivity v pbéhu zrani
a fermentovat laktozu. U tvrdych @yrse pro jeho zrani pouZiv&igek
bakterii, které pdavame do mlékaipd jeho srazeni a tim padem bakterie zraji
v celé hmat najednou. Mkké syry zraji od povrchu dovhitPro vyrobu
roztiratelnych a pligovych syfi se pouZziji pislusné mikrobiélni kultury, které
zraji pouze na povrchu. [3, 13, 26, 39]

» KvaSeni alkoholovych napbj— u vyroby alkoholickych napbjse vyuziva
jablegno-ml&ného kvaSeni za pouziti bakterii #mMého kvaseni, kdy dojde
k odbourani kyselin. To ma za nasledelkémmkvantitativnich a kvalitativnich
ponera kyselin ve vig. Mérg priznivé kyseliny (citronova, jabtea a jiné) se
méni na kyselinu miéou. Kyselost vina a jemyj$i chut’ dosdhneme
pii sekundarni fermentaci, ktera zajisti i jeho ditabiPro vyrobu piva jsou
bakterie mléného kvaSeni nezadouci, protoZzeasqgbuji poruchy zakalu
a nepiznivé ovlivauji vani a cha’ piva. [1, 36]

1.5 Kyselina ml&na

Laktoza (nejlépe ze syrovatky) se pomoci bakteriilééného kvasSeni
(nap. Lactobacillug pfi vhodnych teplotach feméni na kyselinu mi&ou. Médium,
ve kterém je obsaZena lakt6za, seregha Zzfiltruje. Vysledny filtrat se zahusti. Z riénu
vapenateho pomoci kyseliny sirové vznikne kysefimé&na a nerozpustny siran vapenaty,
ktery se oddi nap. filtraci. V procesu fermentace se Kkyselina dn& neutralizuje
uhlicitanem vapenatym. Pokud se ze syrovatignpni pxiblizné 90 % laktézy na kyselinu
mlécnou je vytznost 50 % ve vztahu k syrovatce. [22]

Vroce 1780 kyselinu médou objevil Svédsky chemik C. W. Scheelem v kyselém
mléce. Latinsky nazev kyseliny nil&¢ je acidum latium, jeji chemicky néazev je
2-a-hydroxypropionova kyselina, sumarni vzorec jesHEDs s registranim cislem
v CAS 50-21-5. Kyselina méda je hydroskopickd, organickajfinedni kyselina. Je to
bezbarv4, nebo slabZlutq strupovitd tekutina kyselé chuti. S mirnymebo Zadnym
zapachem. Znazotna na obrazku 3. Molarni hmotnost kyseliny ¢k je 90,08 g / mol
a jeji hustota je i 20 °C 1,20 — 1,22 g/ cmJe dobe misitelna s lihem, vodou a etherem,
nerozpustna v chloroformu. [4, 5, 40, 41]

V piirodé se kyselina mk&na vyskytuje, bd ve dvou aktivnich izomernich formach
(jako pravotgiva L(+)-forma nebo jako levotiva D(-)-forma), nebo se fize vyskytovat

25



jako racemicka sis. Strukturni vzorec je znazémna obrazku 6. Teprve v roce 18%loi
rozcklili racemickou smis kyseliny mléné na jeji opticky aktivni formy. five se totiz
domnivali, Ze se vyskytuje pouze jako prav¥ota, jelikoz ji ve svalu stanovili jako
pravot@ivou. AvSak mikroorganismy produkuji jeji levéteou formu. Bylo stanoveno,
Ze &tSina soli kyseliny miné a jejich estérje v levot@ivych D(-)-formach a samotna
kyselina mlénd je pravotdiva L(+)-forma. Tuto anomalii v optickych ati@ostech vysktlil
Lockwood. Domniva se, Ze kyselina kné je pravotéiva diky tvork# oxiranového kruhu
na uhliku G a G. Oxiranovy kruh vSak estery a soli kyseliny #mé tvdit nemohou, proto
jsou levotd@ivé. [4, 6]

O

OH
OH

Obrazek 6: Kyselina miéné [42]

1.5.1 VyuZiti kyseliny ml&né v primyslu
Poprvé byla kyselina mtéa vyrobena v gimyslovém ngfitku v roce 1881 v USA. Byl
to prvni biopfimyslovy podnik v biotechnologii. JenZze bohuZel Wadbyla natolik draha,
Ze byla ukotena. Proto se prvni Usgh dostavil az v roce 1895, kdy byl otem podnik
na vyrobu kyseliny miné vingelheimu v Bmecku. Na vyrobu byl pouzit kmen
Lactobacillus delbrueckiiktery ma teplotni optimum 45 — 48 °C. Tento kndekaze zarit
zamezeni kontaminace a ziskat dobryc¢igk kyseliny miéné. Z  kyseliny miléné,
chemickou syntézou (oxidaci propenu, nebo pouzparoxidu duginého za ftomnosti
kysliku), je mozné v gimyslovém mdtitku pripravit kyselinu dusinou. Tim vznikne slaba
kyselina a-nitropropionova, ktera nasleéinmize hydrolyzovat za vzniku kyseliny ndlee
a dustné. Samovolné médeé kvasSeni se vyuziv&ikonzervaci zeli, okurek a zelené pice,
jelikoz zabrauje vzniku hnilobnych bakterii. V séasné dob se pro vyrobu kyseliny mi@éé
v praimyslovém ngfitku pouzivaji ti druhy homofermentativnich migych bakterii
s teplotnim optimem 45 - 48 °C a tdactobacillus delbrueckiisubsp. Delbrueckii,
Lactobacillus delbruecki subsp. LeichmanaiLactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus.
Kyselina miéna se prodava verech kvalitach. Blime ji podle stup#é cistoty a to
na technickou, farmaceutickou nebo potraisk@u. Nejvice se kupuje tepelstala kyselina
mlé&na, kterd se nezbarvi ani pékolikahodinovém zaiéti na teplotu 200 °C. Proto je
dulezité ji izolovat acistit podle toho, jakou p#gbujeme kvalitu konmého produktu.
[6, 8, 9]
Jak jiz bylo zmigno, je mozné ziskat kyselinu milou vectyrech stupnich kvality:
» Potravindsky stupé cistoty kyseliny mléné je ¥tSinou bez zapachu, trbe
byt bezbarvy a & by obsahovat 80 % kyseliny ngléé. Pouziva se jako
piisada do napoj ovocnych dzus dzemii, Zelatin, sirup a esenci, protoze ma
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piijemnou nakyslou chu Také se pouziva jakotipada v cukrovarnictvi,
v konzervgnim primyslu a k vyrob kyselych mouk &st.

* Technicky stupg cistoty se vyuziva kéinéni surové kze, v textilnim
pramyslu a pro pimyslovou vyrobu estérjako plastifikator a rozpouidio.
Kyselina mléna ma lehce Zluto-Rdou barvu a kolisajici koncentraci
od 20 — 80 % s volnymi Zeleznatymi ionty.

» Farmaceuticky stugecistoty obsahuje 87 — 92 % kyseliny ié. Pouziva se
na I&eni stevniho traktu, k vyrob vapenatého mléka a také v hygienickych
piipravcich pro vyrobwisticich I€iv. Kyselina mléna je ¢ird, strupovita
a bezbarva tekutina, bez zapachu a kyselé dbatii se mezi pomocné latky.

e Pro vyrobu polymear musi byt stupé cistoty mensi nez 0,01 % a absotutn
bezbarvy. V pimyslové vyrols se pouziva na vyrobu fermezi, ialpolymefi
a také impregraich prostedki. [9]

V raznych zemich maji vlastni potravis&é kodexy pro ippravu kyseliny miéné.
Dulezitym kritériem prctistotu je tepelna stabilita, kterou stanovimeratim bezbarvé 80 %
kyseliny ml€né na teplotu 180 °C. Produkce se v poslednim iteseodhaduje
na cca 50 000 t/r, z toho 2/3 jsou vyprodukovamgnéntaci. [9]

Samotnd kyselina mtéa se vyuziva jako konzewra prostedek. Nese oziani E270.
Pouziva se na prodlouzeni doby trvanlivosti a tg® regulator kyselostéi jako latka
zvyraziujici chui’. Okyselovaci schopnost kyseliny i€ mize byt rozdilna, proto je nutné
brat ohled na ovlivéni chuti vyrobku. ZvySovanim kyselosti se zvySi lodst \ici
mikroorganisnim, tim padem dojde k zabmm vzniku nezadoucich chemickych reakci
a vytvai se podminky pro fib¢h potebné chemické reakce. [13, 43]

Now se klade draz na pouziti kyseliny mé@é v polymeranich reakcich za vzniku
polymlé&né kyseliny PLA. Vyhoda polymé@é kyseliny je, Ze se da vyuzit jako nahrada
mnoha nebiodegradovatelnych ptagirotoze ji nizeme velmi snadno ziskat z obnovitelnych
zdroji. Kondenzaci kyseliny mé@é vznikd laktid, ktery je rafinovan a polymerovan
za vzniku polymléné kyseliny. Jelikoz se kyselina raé& vyskytuje v D- i L-form,
vysledny polymer je vzdy z jednoho typu sterecizam®@olyml€na kyselina se vyuziva jako
folie, obal ¢i jako pytel na odpadky. Nahrazuje tim PET (polykthtereftalat). Kyselina
polymléina se také uplatije v oblasti mediciny, protoZze se velmi é®lsnasi s lidskou tkani.
[44, 45, 46]

1.6 Pouzité analytické metody

Jako optimalni metoda pro sledovani éamobsahu laktézy a¢hem fermentace
vznikajicich metabolit byla, v souladu s literaturou, vyhodnocena metdgaC.

1.6.1 HPLC

Chromatografie je sepata metoda, ktera je zalozena na réadani slodenin mezi
dvé vzdjemr nemisitelné faze.Bdevsim se jedna o metodu kvalitativni a kvantiteti
analyzy. HPLC (High Performance Liguid Chromatodgmgp je metoda vysoka@inné
kapalinové chromatografie, je to jedind separanetoda, ktera byla objevena iz na&&iu
20. stoleti. Do podi zajmu se dostala naeppmu 60. — 70.let 20. stoleti. S rozvojem
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instrumentace se proslo spoustou modernizaci aeg sk stala vysokdianou. Tato metoda
je také nazyvana jako vysokotlakd kapalinova chtografie (High Pressure Liguid
Chromatography). [47, 48]

Vzorek je nanaSen mezi &vaze a to stacionarni, kterd je nepohybliva a mobi
(pohybliva). V kapalinové chromatografii je mobilidzi kapalina. Analyt je roztbvan mezi
tyto dw faze. V kazdé zthto fazi, stravi vzorek jingas. Je to weno afinitou vzorku
k ttmto fazim. Aby dochazelo k této separaci, musitex& fazove rozhrani mezérmito
dvéma fazemi, které bude unaset slozky vzorku tak,dcditgkala stacionarni fazirileparaci
dochazi k opakovanému vytehi rovnovaznych stéavmezi mobilni a stacionarni fazi.
[48, 49]

1.6.2 Rozdleni HPLC

Podle povahy gle, ktery @i separaci pevlada, dlime HPLC na: [48]
* Rozdlovaci — i separaci rozhoduje odliSna rozpustnost sloZekkezo
e Adsorgni — sloZzky vzorku majitiznou schopnost adsorbovat se na povrch stacionarni
faze.
* lontow-vyménna — zaloZena nautzanosti elektrostatickych ifazlivych sil mezi
funkenimi skupinami stacionarni faze a ionty vzorku.
* Gelova permeami — sloZzky vzorku se roztliji podle odliSnosti jejich velikosti.
Rozclovaci HPLC

Metoda je zaloZena n&zané rozpustnosti latek. Stacionarni i mobilni fiz&apalina.
Analyt se i této metod rozctluje mezi d¥ nemisitelné faze. Kapalina zakotvena na pevném
nosiki vytvéii stacionarni fazi. Ntze byt polarnici nepolarni. Pokud se jedna o kapalinu
nag. vodu na silikagelu, bude kapalina vykazovat pularastnosti a jako mobilni fazi
zvolime meég polarni latku, naip hexan. Nejtive se budou na stacionarni fazi eluovat slozky
vzorku polarni a na konec slozky mérpolarni. Vtomto fipadt se bude jednat
o chromatografii na normélnich fazich (NPC). Jéstlbude stacionarni faze néépolarni
(uhlovodiky nebo alkyly vazané na silikagel) a jakwbilni faze bude polarni (voda,
acetonitril). Dojde k tomu, Ze se n#ijk budou vazat slozky mé&molarni. Tato metoda se
v dnesni dob pouziva hojiji a nazyva se tzn. Chromatografie v systému olmate fazi
(RPC) a to zt@ivodu toho, protoZze v systému normalnich fazZendojit k tomu, Ze dojde
k tak silnym interakcim s polarni SF, Zze v rozumri@se nevyjdou z kolony. [47, 48, 49]
Adsorgini HPLC(LSC)

Tato metoda vyuzZiva mezimolekulovétazlivé sily mezi stacionarni a mobilni fazi.
Stacionarni faze bude pevna latka. Sorbenty seebd BSi svou polaritou popkyselosti.
Nap. zrnité materialy na bazi silikagelu vykazuji polidkyselé vlastnosti, zatimco n&én
vyuZivaneé latky na bazi oxidu hlinitého zase pdladsadité vlastnosti. Vhodna rozpaciaka
(mobilni faze) volime z tzv. eluotroprady, kterd jsou $azena podle své &lni sily: pentan,
toluen, benzen, ethylbromid, propanol, ethylacet@tpropylalkohol, dioxan, etanol, aceton.
Obecré plati, Ze polarni analyty jsou eluovany polarnimozpoustdly a nepolarni
nepolarnimi. [47, 48, 49]
lontowvé-vyménna HPLC(IEC)
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Jako stacionarni fazi vyuzivamesmce ionfi, pii kterych dochazi k elektrostatickym
interakcim mezi stacionarni fazi a mobilni fazi.jddsgji jsou vyuzivany:. polystyren,
celuléza, dextran. Tyto latky maji futik skupiny kysel&i zasadité povahy. Volime latky
podle povahy reakce. Jako mobilni faze se pouzieafioky puff. Fri této separaci dojde
k prfemené ionti z mobilni faze do stacionarni faze a naopak. ¥3§&¢eno znénou pH nebo
iontovou silou pufru. [47, 48, 49]

Gelova permeami HPLC (GPC nebo SEC)

Molekuly jsou separovany podle své velikosti. J&kose pouziva gel = jsou to pevné
casteky naplre v kolons, které maji pesré definované poryiznych velikosti. Nejrychleji
jsou eluovany velké molekuly, které neprojdou pogelu, protéou kolonou
a na chromatogramu se ukazou jako prviiipRichodu kolonou jsou malé molekuly unaseny
dale a tim padem maji vysSi hodnoty rétéoh¢adi. [47, 48, 49]

Podle usptadani stacionarni faze sdicha:
» Kolonovou

Stacionarni faze fize byt kapalina — sem gakapalinova rozélovaci chromatografie
a gelova permeai chromatografie. Stacionarni faze bude tuha latkapalinova adsoépi
chromatografie a iont@wymeénna chromatografie. [47, 48, 49]

» Planéarni

Stacionarni faze je kapalina — papirova &a¢hci chromatografie a tenkovrstva
rozklovaci chromatografie. Stacionarni faze bude tuétkal - tenkovrstva adsanpi
chromatografie. [48]

1.6.3 Kapalinovy chromatograf

CHREOMATOGES B
E 14
H 19
pumpa "E i piky
S, g ws
m@bﬂm[y S b
faze et dae [1min]
déavkovac pocitac
kohout se'™ [
smycleou separacni

kolona detelctor -

Obrazek 7: Schéma kapalinového chromatografu [48]

Mt s

sloupcovou chromatografii, kde se mobilni faze ply pouze pomoci gravitai sily.
Schéma kapalinového chromatografu je znagwma obrazku 7. [48]
Sklada se zthtocasti:

» Zasobniky mobilni faze
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« Cerpadlo— Ze zasobniku se odplmé mobilni faze fvadi do cerpadla. Je nutné
odplynit mobilni fazi, aby nedochazelo ke vznikubli v detektoru, které by se
tvorily v dusledku velkého tlakového spadu. Filtr zachycuje maea@cké néistoty
a odplyrtna mobilni faze putuje pomoci pistového nebo mendw@ho cerpadla
pies davkovaci z&eni do kolony. Dobré&erpadlo je schopné docilit jaoku
v rozsahu od &kolika mikrolitri az do desitek mililitr za minutu g tlaku 35 MPa.
Vhodné cerpadlo by milo byt vysokotlaké, jelikoxastice o velikosti 1@m kladou
velky odpor i pratoku. Existuji ¢erpadla jednopistova a vicepistova. Jednopisté
cerpadlo zajisti bezpulzni, ale diskontinualni t@atimco vicepistové zabezjgi
kontinualni tok, ale pulzni mobilni fazi, proto jeutné zmifiovat pulsy
nag. depulzatory. U HPLC se pouziva gradientova elpiekteré secerpa mobilni
faze z vice zasobnik a diky tomu mZeme n&nit pomeér rozpoustdel v pfibéhu
analyzy a tim se zvySuje €hi sila mobilni faze. Nebo se pouZziva izokratickice,
kdy sloZeni mobilni faze je po celou dobu stejd&, B8, 49]

» DAavkovaci z#izeni- Z ¢cerpadla odtéka kapalina do davkovacihtizemi. Davkovaci
zaizeni mize vyznama ovlivnit G¢innost separace. ProtoZefi pnedokonalém
nadavkovani, dojde ke zme elunich zon. Davkovat @Zeme pomoci injalnich
stiikacek, které pinasi fadu nevyhod z hlediskagnosti, udrzeni tlaku a vnaseni
necistot ze gtikacky. V sowasnosti se vyuziva davkovaciho kohoutu. Davkujpies
davkovaci smiku. Jedna se o kapilaru, ktera méegE urceny pamer, deélku
a objem. Nejtive se nastavi poloha load, kdy dojde k n&pilrsmyky a nasleduje
inject, @i némz dojde k vytldeni mobilni faze do kolony. NejpsrejSi davkovaci
zaizeni je pomoci potace. Kdy je v p@itaci nahran program, kde si nastavime kolik
budeme chtit mobilni fazei#tnout do kolony. Vyhodou je, Ze itheme davkovat
i vEtSi paet vzorki. [47, 48, 49]

» Kolona- Pouziva seipvazig kolona napiova. Jako materialy se pouzivaji silikagel,
oxidy kowi, hybridni castice, organické polymengi monolity. Kapalinova
chromatografie vyuziva velkého mnozstvi koloniané délce, naplni a viitiho
praméru. Negasgji se vyuzivaji kovové kolony o pméru 1,7 - 5um a délce
do 25 cm. Jako ochrana kolony secasgji pozivaji tzv. pgedklony, které jsou
umistné mezicerpadlem a davkovacim izzenim. Chrani kolonuipd zn€isténim
a nepropustnymi materialy. [47, 48, 49]

» Detektory- Mobilni fadze opousti kolonu sditou frakci analyzované sfsi (eluent)

a sntiuje do detektoru. [48]
Existuji tizné typy detektdr.

» Fotometricky— Pati mezi nejpouzivat)si detektor. Pracuje v UV a VIS oblasti &in
absorbanci eluentu pomoci kyvet uraisich v zdizeni. Jsou po#smné jednoduché,
spolehlivé a Ize s nim detekovat velkyceb latek. Tyto detektory hraji vyznam
pii uréovani homogenity piku. [47, 48, 49]

> Refraktometricky- méfi index lomu mezi eluatem @stou mobilni fazi. Jsou velmi
malo citlive. Nevyhodou je, Ze neni mozné pouZidggntovou eluci a je zde zavislost
indexu lomu na teplét [47, 48, 49]
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> Fluorescedni — zaloZen na principu fluorescence. Jsou zhrulta tady citlivejsi
nez UV detektory. Analyt je o¥dn o utité vinové délce (tzv. exitai z&eni)
a produkuje zi&ni o vysSi vinové délce (tzv. emitovan&erd). Tyto detektory se
uplatiuji zejména pro biochemicky vyznamné latky. [47, 49

> Meérg pouzivané detektory: FTIP detektor, elektrochesnid&tektory. [48]

1.6.4 Volba chromatografické metody

» Stacionarni faze

Syntetické polymery a biopolymery jsou analyty ¢V molekulovou relativni
hmotnosti nez 2000. Vhodnou volbou je gelova petmeachromatografie. Analyty
s molekulovou relativni hmotnosti mensSi nez 2008geerné hodreé. Proto dochézi k obtizim
pii vybéru vhodné metody. Zavisi ho&ima rozpustnosti analytu ve wodi anorganickych
nebo organickych rozpousliech. Analyty rozpustné ve védnizeme rozdlit na iontové
(anorganické molekuly), pro tyto latky volime oblg/kiontow-vyménnou chromatografii.
Abychom mohli separovat kyseliny a zasady, musim@Zii zda jsou v disociované
¢i nedisociované forgh Pro disociované sl@eniny volime iontog-vyménou chromatografii
nebo chromatografii na obracenych fazich s dlouhyrhlovodikovymi fetzci, kterou
muzeme pouzit také pro nedisociované &dminy. Pro analyty rozpustné v organickych
rozpoustdlech volime pevaz chromatografii na obracenych fazich s dlouhymi
uhlovodikovymiietézci. [47, 48, 49]

* Mobilni faze

Vyznamné faktory pro volbu rozposdta jsou eldni sila, viskozita, teplota varu
a dielektrick4 konstanta. \Wfipad® NPC jsou hoja vyuzivany pentan, dichlormethan, benzen,
izooktan a cyklohexan. Vodnym rozfok se pi této metod vyhybame, jelikoZz by mohlo
dojit k deaktivaci kolony na bazi silikagelu. ProP®& pouzivame vodu, metanol,
tetrahydrofuran a acetonitril fiPtéto metod miZeme separovat mnoho analy rozdilnou
polaritou. ZvySenim iddavku rékterého zd&chto rozpou&tdel ma za nasledek zvySeni@&lu
sily a snizeni reténihocasu. [47, 48, 49]

Pro latky, které se malo separuji v NPC nebo RROme spiSe IEC. Jako mobilni
fazi vyuzivAme roztoky puir které umo#uji nastaveni pH. Néasgji se pouziva fosfatovy,
amoniakalni a acetatovy pufr. Pufr musi mit nizkoacentraci a musi branit srazeni. Vodu
a organické rozpouidlo pouzivame ) GPC. Jako organické rozpoédio volime gevazri
tetrahydrofuran nebo chloroform. [47, 48, 49]

1.6.5 Turbidimetrie

Turbidimetrie je metoda, ktera je zaloZzena rigemi stup zakalu (turbidity). Mii se
prochazejici sitlo zeslabené rozptylem n&sticich. B tomto nefeni je tzké gipravit
realkéni smés, aby byla dostate¢ stald. Proto se nggs€ji vyuzivaji ochranné koloidy
nag. polyethylenglykoly. Absorpce #éni prochéazejici koloidnim roztokem nebo roztokem
zakalenym jemnou srazeninou seifimabsorgnimi spektrofotometry a fotometry, které
vyuzivaji zdroje UV-VIS monochromatickéhoieéi. Schéma turbidimetru je na obrazku 8.

Pri této metod se vychazi ze zakladnich podminek:

= reakni prostedi (teplota, koncentrace) musi ovlivnit velikdastic,

31



= piidavaji se koloidni roztoky, aby nedochéazelo k sestitacicastic,

= velikost¢astic musi byt stejna a blizka vinové délce poubitEdeni,

= na Tyndalo¥ efektu je zaloZen rozptyl (#ni, které dopada na koloidtdstice
ma stejnou vinovou délku jako rozptylenéerd nacasticich). [50, 51]

ZDROJ [ ST —=| DETEKTOR

Obrazek 8: Schéma turbidimetru [50]

M¢eti  se rozpustnost #éni  roztokem. Vysledkem je absorpce primarniho
i sekundarniho zZéni v gimém sndru. U Zedenych disperznich roztocich jégzhod mezi
absorgni fotometrii a turbidimetrii neostry. Proto Iz&émmou veltinu T, vyjadrit vztahem:
To=(+ T)-cL,
kde ¢ - absorgni koeficient, T - turbiditni koeficient,c - koncentracel - swtelna draha
(tlou&’ka) mefici kyvety. Zavislost intenzity proslého ighi na vlastnostech absorbujiciho
prostedi je exponencialni a da se vyjadztahem:
| =1g-€™,
kde | = intenzita proSlého #ni, b = intenzita s¥telného zdrojegx = turbidni koeficient,
| = opticka draha kyvety. [50, 51]
Tato analyticka metoda se pouZziva ke stanoverdlzalody, ke stanovenickterych
kova ve forn® sulfidi, chloridu stibrného, siranu barnatého, pigad v biochemickych
analyzach. [50, 51]
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2 PRAKTICKA CAST

2.1 Cil

Cilem této diplomové prace bylo porovnani produkgseliny ml&né @i pouziti

susSené a odpadni syrovatky jako substratu. Pravlaitbyla pouzita kulturd.actobacillus
casei CCM 4978. Byla optimalizovana teplota pro tento #&gtury a byl sledovan vliv
koncentrace soli a vliv mnozstvi kvasmého extraktu na celkovou produkci kyseliny &nié.

Ve vzorcich byl stanoven pomoci metody HPLC obsaloto metabolitu.

2.2 Pouzité gristroje, material a chemikalie

221

Ristroje a material

Trepaka Heidolph UNIMAX 1000
Analytické vahy Pioneer OHAUS
Filtracni aparatura

HPLC - kolona Wartex Polymer IEX H-forma,280 mm, pedkolona - Wartex
Polymer IEX, H-forma, 80 mm
Mikropipety

Bézné laboratorni sklo

Ependorfky

Ultrazvukovécisticka Ultrasound

Cell density meter biowave WPACO 800
Vortex

Centrifuga Hettich EBA 20

Chemikdlie

MRS Bouillon, zn.: Carl Roth GmbH
Lactobacillus caseCCM 4798

Odpadni syrovéatka (po vyrélsyru Hermelin poskytnuta firmou Pribina, s.r.o0.)
96 % HSQ,, zn.: Lach-ner, s.r.o.
Deionizovana voda

Glukéza bezvoda, zn.: Lach-ner, s.r.o.
Lakt6za monohydrat, zn.: Carl Roth GmbH
Galaktéza bezvoda, zn.: Lachema Brno

80 % Kyselina mlénacgistd, zn.: Lachema Brno
Destilovana voda

Kvasniny extrakt, zn. Carl Roth GmbH
KoHPQO,, zn.: Carl Roth GmbH

KH,PQy, zn.: Lach-ner, s.r.o.

MgSQ,-7 H,O, zn.: Lach-ner, s.r.o.
MnSQ,-H,0, zn. Penta, Ing. Petr Svec
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2.3 Friprava roztoki

2.3.1 HRiprava média s odpadni a suSenou syrovatkou

Pro sledovavani zén laktézy Ehem fermentace byla jako substrat pouZzita suSena
a odpadni syrovatka. SuSena syrovatka obsahujelrito bilkovin, tuk max. 1 % a 69,5 %
laktozy. Proto suSena syrovatka byla rozmichanastildvané vod, v takovém poréru, aby
vysledny obsah laktézy v roztoku odpovidal realnéamsahu laktdéz verstvé syrovatce.
Na pipravu média pro susenou syrovatku bylo navazegok®asnéného extraktu, 0,25 g
KoHPQO,, 0,25 g KHPO,, 0,196 g MgSQ@ které bylo pepa:itano, protoze k dispozici byl
heptahydrat siranu kgnatého a 0,05 g MnS@,0. Tento roztok byl dopbn destilovanou
vodou na objem 500 ml. Médium bylo vysterilizovétoteplo 121 °C po dobu 15 min.

Na pipravu média pro odpadni syrovatku bylo navazemgpok&asnéného extraktu,
0,39 KHPQO,, 0,3g KHPO, 0,235g MgS® a 0,06 g MnS®H,0O. Tento roztok byl
doplren destilovanou vodou na objem 400 ml. Médium byisterilizovano p teplog
121 °C po dobu 15 min.iéhled slozeni média pro odpadni a suSenou syroyatkyedeno
v tabulce 5.

Tyto média byla pouzita i v praci jinych auiorDo médii byla fidana syrovatka.
SuSena i odpadni syrovatka bylaetdtna tak, aby vychazela gateini koncentrace laktdzy
vrozmezi 10 — 20 g'l ProtoZe fi vy38ich koncentracich laktézy dochézelo &&imu
rozdilu mezi jednotlivymi piky. SuSené syrovatkyldowypccitano, Zze je paeba 2,259
na 150 ml a odpadni syrovatku bylo igita 3x ngedit.

Tabulka 5: SloZeni média

SloZeni média SusSena syrovatka (500 ml) Odpadni syratka (400 ml)
kvasntni extrakt 50 60
KoHPO, 0,259 0,39
KH,PO, 0,259 0,39
MgSOy 0,196 g 0,235 ¢g
MnSOy-H,0 0,05¢g 0,069

2.3.2 FRiprava kultivaéniho média MRS pro Lactobacillus casei

Kultivace byla provagha v Erlenmayerovych Biach. Bylo pipraveno MRS
médium. Na objem 200 ml bylo navazeno 10,4 g MR®zpuséno ve 200 ml destilované
vody. Médium bylo dkladné promichano a vysterilizovano. MRS médium bylo dkavano
20 ml kultury L.caseia byla zahdjena kultivace po dobu 24 hod na teovpegé tepace
za jeho optimalnich podminek tedy 37 °C. Poté bybkulum zamrazeno pro dalSi pouZiti.

2.3.3 Hiprava mobilni faze

Pro gipravu mobilni faze byla pouzita 96 %%0,. Odnerna baka s objemem 1 |
byla naplgna deionizovanou vodou a do ni bylo napipetovarB¥®ml kyseliny sirové,
abychom dostali 5 mmét' H,SO,. Roztok byl dkladns promichan a zfiltrovan pomoci
nitrocelulézového membranového fikrdho papiru s velikosti pdr0,40pum. Tim doSlo
k odstragni netistot. Nasleda byla mobilni fdze pomoci ultrazvuku odpéyra. Ultrazvuk
byl zapnuty 30 min.
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2.3.4 HRiprava standardi pro stanoveni kalibratnich kiivek

Byly ptipraveny standardni roztoky pro analyzu sacharidikyaeliny mi€né.
Koncentrace analfgt byly zvoleny podle jejich j@dpokladaného mnozZstvi ve vzorcich
pro fermentaci. Pro laktézu byly standardy namigh&m koncentraci 0 — 20 &
Pro kyselinou mlé&ou byl ipraven standardni roztok o koncentraci 0,3 —%.g-|

Pro gipravu kyseliny mléné o koncentraci 5 ¢l bylo napipetovano 0,517 ml
do odnérné baiky. OdnErna bdika byla doplgna destilovanou vodou na objem 100 ml. Tim
byl ziskdn roztok o nejvysSi koncentraci a potéolidno na pozadované koncentrace.
Tento postugedni byl pouZit i pro standardni roztoky sacharidu.

Pro lakt6zu, ktera byla v laborditgako monohydrat, bylo vypidtano, Ze na objem
100 ml je pateba navazit 2,104 g laktézy. @pbylo doplréno destilovanou vodou na objem
100 ml. Poté byl#gedno na pozadované koncentrace viz. vyse.

2.4 Kultivace

2.4.1 Optimalizace teploty

Na samotnou kultivaci bylo pouzito médium pro swiesyrovatku. Z fipravenych
soli bylo doctyt erlenmeyerovych b&hk odmeieno 150 ml tohoto média aigano 2,25 g
suSené syrovatky. Bylo z&élmvano lakmusovym mlékem, kde bylo pipetovano 20 ml
do kazdé erlenmeyerovyiiky.

Pro kultivaci odpadni syrovatky bylo pouzito médipno odpadni syrovatku. Tohoto
média bylo odr‘eno 100 ml a fidano 50 ml odpadni syrovéatky. @ppiipraveno doctyi
erlenmeyerovych ba&k. Bylo za@kovano lakmusovym mlékem, kde bylo pipetovano 20 ml
do kazdé erlenmeyerovyiiky.

Poté byly d¢ erlenmeyerovy hiky (s odpadni a suSenou syrovatkou) kultivovany
pii 25 °C, dalSi d¥ pri teplo€ 30 °C, dalSi d¥ pii 35 °C a posledni dvpii 40 °C po dobu
24 hod i 150 ot&kach za minutu. Hned na &ku kultivace byly odebrany vzorky O
(1,8 ml do mikrozkumavky typu Eppendorf — dale gpendorfka) a poté kazdou hodinu
odebirany dalsi vzorky. Vzorky byly zamrazeny pnalgzu na HPLC.

2.4.2 Vliv mnozstvi kvasnéného extraktu

Na sledovani vlivu kvasémého extraktu na produkci kyseliny rihé& byla zvolena
navazka kvastného extraktu 2, 10 a 20 g pro suSenou syrovatkn.oBpadni syrovatku
bylo navazeno 2,4; 12 a 24 g kvaswiho extraktu. Navazka kvagného extraktu byla
volena dlec¢lanku, ze kterého bylo vychazeno. Obsah soli bymgaén. Pro susSenou
syrovatku bylo navadzeno 0,25g HPO, 0,259 KHPO, 0,196g MgSQ
a 0,05g MnS@H,0. Pro odpadni byla navazka 0,3 gHRO,, 0,3 g KHPO, 0,235¢
MgSO, a 0,06 g MNS®H,0. Poté byl postup stejny jakaéi pptimalizaci teploty.

2.4.3 Vliv koncentrace soli

Pro gipravu roztok byly zvoleny 4 ézné kombinace vychozich soli, které byly
uvedeny &lanku.

SuSena syrovatka:
Pro vSechny roztoky bylo navazeno 20 g kvasgio extraktu.
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Pro 1. roztok byly zvoleny tyto soli: 0,196 g Mg&@ 0,05 g MnS®QH,0O. Soli byly
rozpusény v destilované vad pii objemu 500 ml. Tento roztok byl vysterilizovanyl8
odebrano 150 ml tohoto roztoku a pot&@ano 2,25 g suSené syrovatky a 20 ml lakmusového
mléka, které bylo fpraveno standardnim postupem viz 2.3. A timto ygosin se
pokratovalo u vSechiznych kombinaci.
Pro 2. roztok bylo navazeno 0,25 gH O, 0,25 g KHPOy, 0,196 g MgSQ
U treti varianty byla zvolena navazka&chto soli: 0,25g KHPQ, 0,259 KHPO,
0,05 g MnSQ-H0.
U posledni varianty bylo zvoleno pouze 0,05 g Mp8&D.

Odpadni syrovatka:
Pro odpadni syrovatku byla navazka kvasého extraktu 24 g. Pro 1. roztok byly pouzity
tyto soli: 0,235g MgS@a 0,06 g MnS®H,O. Pro druhy vzorek: 0,3 g ,KPQ,, 0,39
KH,PQO,, 0,235g MgSQ@ Pro teti: 0,3g KHPO, 0,39 KHPO;, 0,06 g MnSQH0.
Pro posledni byl pozit jen 0,06 g Mn$B,0. Kompletni pehled obsahu soli nalezneme
v tabulce 6.
Tabulka 6: Obsah soli

SuSené syrovatka Odpadni syrovatka
0,196 g MgSQ@ 0,235 g MgSQ@
1. Roztok 0,05 g MNSQH,0 0,06 g MNSQH,0
0,25 g KHPO, 0,3 g KHPO,
2. Roztok 0,25 g KHPO, 0,3 g KHPO,
0,196 g MgSQ@ 0,235 g MgSQ@
0,25 g KHPO, 0,3 g KHPO,
3. Roztok 0,25 g KRPO, 0,3 g KHPO,
0,05 g MnSQ-H-»O 0,06 g MnSQ-H,0O
4. Roztok 0,05 g MnSQ-H-»O 0,06 g MNnSQ@H,0O

2.5 Analytickd metoda HPLC

Pro zjiséni obsahu sledovanych andlybyly nejprve promsieny kalibr&ni kiivky
roztoki standard pomoci metody pomoci metody HPLC. Jako mobilniefagla pouzita
5 mmoHl™ H,SQ,, pritok byl nastaven na 0,5 mwin™. Byla zvolena pedkolona Wartex
Polymer IEX H-forma s roz#imy 840 mm a jako hlavni kolona byla pouZzita WartexyRar
IEX H-forma, 8250 mm. Teplota kolony byla nastavena na 40 °Gala byl 1,7 MPa. Jako
nastik do davkovaci smiky bylo zvoleno 2Qu vzorku. Vzorky byly detekovany pomoci
RID a UV/VIS detektoru.

2.6 Turbidimetrie

Z ¢erstvého inokula bylo odpipetovano po 10 ml vzodaicentrifuganich zkumavek.
Vzorky byly centrifugovany po dobu 5 minkips000 rpm. Supernatant nad sraZzeninou byl
vylit do odpadu a ziskany sediment z centrifugagdepbomyt destilovanou vodou, piepan
na vortexu a feveden do kadinky. Roztok bkgdn tak, aby vysledna optickd hustota byla
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v rozmezi 0,9 — 1, protozeiprysSi optické hustétneni vztah mezi koncentraci a optickou
hustotou linearni a tento rozsah zaj& nejvysSi moznou koncentraci. Opticka hustota
tohoto vzorku byla rrena pi 600 nm pomoci fistroje Ultrospec 10, jako blank byla pouzita
voda. Takto ngdinym roztokem (nazvanym lakmusové mléko) bylockavané meédium
pro susenou i odpadni syrovatku.

3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Kalibraéni kiivky sledovanych analyfi
Praimérné reterini casy laktozy a kyseliny mé@é byly viz. tabulka 7.
Tabulka 7: Retedni ¢asy analyl

Reten¢ni ¢as
Analyt .
[min]
Lakt6za 7,547
Kyselina mlén& 12,598

Z plochy piki (tabulky 8 a 9) byly sestaveny kalibra kiivky. Kalibraéni kiivky
a rovnice regrese jednotlivych andlysou uvedeny na grafech 1, 2. Ze ziskanych dat byl
vypacitany koncentrace sledovanych analyt

Graf 1: Kalibra¢ni kifivka laktozy
Kalibra ¢ni kfivka laktdzy
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Graf 2: Kalibra¢ni kifivka kyseliny mléné
Kalibra ini kiivka kyseliny mlééné
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Kalibracni kiivky jednotlivych analyi jsou uvedeny spolu s vypitanou linearni
rovnici, s koeficientem determenace ?Ra znazorénymi chybovymi Us&kami. Oh
kalibraéni kiivky vykazovaly linearni fimkovou zavislost. Po sestaveni kalthrizh Kivek
bylo podstatou prace sledovani @mobsahu laktézy a vznikajiciho metabolitéhém
fermentace syrovatky pomoci baktdricasei

3.2 Vyhodnoceni odebranych vzor# p¥i kultivaci pomoci HPLC

3.2.1 Optimalizace teploty
Rast bakterii ve fermentaim médiu ovliviuji razné faktory. Vedle komplexu

s

nutricnich pozadavk je jednim z nejilezitéjSich faktofi, ovliviujici rast bakterii mléného
kvaSeni, teplota. Pro nejvy3§ist bakterii je pdebna optimalni teplota. Kdyz je teplota
pod nebo nad optimalninistem, mikrobialni aktivita je podst&tsnizena a mikroorganismy
mohou eventueth hynout. Ri kultivaci daného mikroorganismu byly podminky tihce
nastaveny na optimum. Je znamo, Ze optimalni tepbwb L.caseije 37 °C. Produkce
kyseliny ml&né fermentaci fize byt uskuténéna @i srovnatelnych teplotach. Optimalni
teplota pro iist bakterii mléného kvaSeni se pohybuje mezi rody 20-45 °C. Phyly
zvoleny tyto teploty: 25, 30, 35 a 40 °C. V tétopiale jsou uvedeny vysledky srovnani
spoteby laktozy a metabolické produkce kyseliny énk& za tiznych teplot, jako zavislost
koncentrace laktozy a kyseliny mig na ¢ase (grafy 3 -10). Cilem bylo ziskat

nejoptimalrgjSi teplotu pro nej§tsi produkci kyseliny migné. [52, 53, 54]
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Graf 3: Spofeba laktozy a tvorba kyseliny néléé v zavislosti nafase i teplot# 25 °C - suSena

syrovatka
SusSena syrovatka - teplota 25 °C
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Graf 4: Sporeba laktozy a tvorba kyseliny niiée v zavislosti na‘ase f#i teplot 25 °C - odpadni
syrovatka

Odpadni syrovatka - teplota 25 °C
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Nagrafu 3 lIze vis, Z?e p@ateni koncentrace laktézy byla 12,04

a po 24 hodinach doslo k jejimu poklesu na nejniigdnotu 8,13 gL Spotebovalo se
3,87 g-1(32,25 %) laktozy. U odpadni syrovatky byla vychkahcentrace laktozy vys$i nez
u susené. Graficky zndzaémo na grafu 4. Ra@teini koncentrace substratu byla 17,24'g:|
a doslo k poklesu aZ na hodnotu 7,85 .gS$potebovalo se 9,39 §1(54,47 %) lakt6zy.
Z grafii je patrné, Ze koncentrace laktdzy ulmhu kultivace klesala &asem. Byly tedy
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potvrzeny teoretické znalosti, Ze laktdza sloukbjadroj uhliku pro dst mikroorganisr

a dale je vlivem metabolickych drah sfgitovavana pro vznik metabdlitv tomto gipads se
jednd o kyselinu migou. Lze uvaZovat, Ze L.caseicaly pomalu produkovat kyselinu
mlécnou mezi 3-12 hod. Vifpact suSené syrovatky byla hodnota kyseliny in&na z&atku
kultivace 0,41 g-t. Nejvy3si produkce nastaldipl9. hodié a to 1,62 g1. Koncentrace
kyseliny se zvysila o 1,21 g V piipads odpadni syrovatky byl zisk kyseliny 2,074
pii 21. hodiré. Narist byl pouze 0,9 gl P¥i pouZiti suené syrovatky bylo ziskano této
kyseliny vice. V obou ifjpadech dochazi po ziskani maximalnihcsigt k jejimu poklesu.
Pokles byl zfisoben tim, Ze se kyselina i nejspiSe zala spatebovavat jako substrat.
Hodnoty plochy pilk a koncentraci kyseliny migé a laktdzy jsou uvedeny v tabulkach 10
al4.

Graf 5: Spofeba laktdzy a tvorba kyseliny néi@é v zavislosti n@&ase i teplot 30 °C -
suSend syrovatka

SusSena syrovatka - teplota 30 °C
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Graf 6: Spofeba laktdézy a tvorba kyseliny nitéé v zavislosti naase i teplot 30 °C — odpadni
syrovéatka

Odpadni syrovatka - teplota 30 °C

20 2,8
A 5
2,6
18 . ¥ Ty :
Hl—| 16 §\\\ é §§ ;’g H'_|
é 14 \\-\\§\§ /l & 2:0 _Q
312 N 18 &
10 P R 1,6
’ R
8RB __ , S,oo 14
& - x-7 Ve
6 I T T T = T 74 T T T T T T Y 1,2

0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26

t [h]
- - laktbza --C-- kyselina miéna

Graf 5 a 6 vyjatlje ¢asovy vyvoj koncentraci laktozy a kyseliny gié. U suSené
syrovatky se spébovalo 4,96 glaktézy, coZ odpovida tvoetkyseliny mléné, protoZe se
ziskalo 1,87 g kyseliny mléné @i 21. hodirg. Narst byl 1,34 g:t. Znovu doslo k jejimu
Neodpovida to tedy tvoebprimarniho metabolitu, protoZze iiét kyseliny byl ténst stejny
jako pi suené, byl 1,33 gl Pravépodobré doslo ke tvorb i jinych metabolit. Ke konci
kultivace je koncentrace laktozy kolisava. Mohlo byfisgibenou chybouipodestu piki,
protoZze plocha pik byla relativeé velka a kazda odchylka ma vliv na vypenou
koncentraci. Pokles kyseliny ndléé ke konci kultivace fize byt zfisoben tim, Ze se hky
bakterii gestaly mnozit, nastala stacionarni fazeéi tplot 30 °C se ziskalo v obou
piipadech vice kyseliny neZigeplot 25 °C. Data jsou shrnuta v tabulkach 11 a 15.
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Graf 7: Sporeba laktdzy a tvorba kyseliny ndéé v zavislosti na*ase f#i teplot 35 °C —
suSend syrovatka

SusSena syrovatka - teplota 35 °C
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Graf 8: Spofeba laktdézy a tvorba kyseliny nitéé v zavislosti nafase i teplot 35 °C — odpadni

syrovéatka

Odpadni syrovatka - teplota 35 °C
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Na grafu 7 a 8 jsou uvedeny hodnoty laktézy a kyselinméléscase i teplog
35 °C. Ri této teplot se ziskalo nejvice kyseliny v obotigmdech. Produkce kyseliny byla
1,66 g- a 1,56 gt i presto, Ze peatesni hodnota lakt6zy byla té# stejna jako b teplog
25 a 30 °C. Po 20. hodirdoslo v obou fipadech ot k poklesu jeji koncentrace. @gobeno
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tim, Ze se spétbovala jako substrat. Laktoza byla t&¢myuZzita. U suSené syrovatky to bylo
6,73 g-1 a u odpadni 14,95 &IV piipads odpadni syrovatky sp@ba laktézy neodpovida
tvorbé metabolitu. Kolisavé koncentrace laktézy na konci kultivace ksoyndit chyk
meieni, protoze plocha piku byla relattvnvelkh a kazda odchylka ma vliv
na vypa@tenou koncentraci. Tato teplota byla vyhodnocena jako nejoptgal®odrobgyjsi
hodnoty nalezneme v tabulkach 12 a 16.

Graf 9: Sporeba laktdzy a tvorba kyseliny ndéé v zavislosti na*ase f#i teplot 40 °C —
suSend syrovatka

SuSena syrovatka - teplota 40 °C
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Graf 10: Spofeba laktozy a tvorba kyseliny nitéé v zavislosti n@ase #i teplot 40 °C — odpadni
syrovatka

Odpadni syrovatka - teplota 40 °C
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Pii teplo& 40 °C byla spdeba laktézy 6,09-I* a 13,76 g, co? je mén nsz
pii teplog 35 °C, avSak vice jak u teplot 25 a 30 °C. Diky tomu se ziskaly druh&siejv
vytszky. Produkce kyseliny vifpads suSené syrovatky byla 1,594 u odpadni 1,52 ¢l
Hodinové intervaly jsou znazamy na grafu 9 a 10. Lze it Ze L.caseizaialy laktozu
spotebovéavat jako substrat a metabolickyag tvait kyselinu ml€nou, ktera je jejich
primarnim metabolitem. @p spoteba laktézy u odpadni syrovatky neodpovida t¥orb
kyseliny. Hodnoty o lakt6ze a kysalimléiné jsou uvedeny v tabulkach 13 a 17.

Graf 11: Porovnani koncentrace kyseliny néi@é p# riiznych teplotach kultivace — suSena syrovéatka

Syrovéatka suSena - koncentrace kyseliny mé@é
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Graf 12: Porovnani koncentrace kyseliny nél@é p4 riznych teplotach kultivace — odpadni
syrovéatka

Syrovatka odpadni - koncentrace kyseliny miéné
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U vSech studovanych teplot byly do drafl a 12 pro srovnani produkce vyneseny
pocateini hodnoty koncentrace kyseliny rahg&, maximélniho vyfku a hodnoty jeji
koncentrace na konci kultivace. Z grgé zcela jasné, Ze patek kyseliny mléné byl skoro
stejny @i vSech teplotach. Maximalni hodnota byla dosazZefiatgplog 35 °C v obou
piipadech. Proto je tato teplota povaZzovana za optimalni pro produkdétd teplot se
provadly zbylé kultivace. Nejméh vhodnou teplotou je 25 °C, kdy se ziskalo nejinén
kyseliny ml€né. Po 26 hodinach byla stale nejvyssi hodnota kyselingnénl@i teplot
35 °C. JelikoZz po 21. hodinpti vSech teplotach dochazelo k poklesu kyseliny¢mde byla
kultivace i 26 hodinach zastavenaii PouZziti odpadni syrovatky byla speba laktozy ¥tSi
nez g pouziti suSené syrovatky, tzn. Ze se lakt6zaispovavala i na jiné metabolity.
Ve ¢lanku [52] doSly k nazoru, ZefippouZziti L. caseibyla optimalni teplota 37 °C. V jiném
¢lanku byla teplota 28 °C hlaSena také optimalnilproasei.[53]

3.2.2 Porovnani tvorby kyseliny mléné u suSené a odpadni syrovatky — optimalizace
teploty
Vysledky potvrzuji jiz jevy zji&iné u gedeSlych experimeiita to, Zze produkce
metabolitu je vyznamiSi a intenzivejSi pri pouZiti teploty 35 °C. # porovnani s publikaci
[55] byla doba fermentace kratSi, avSak bylo dosazeno nizSich hodnot koredysalkny
miléné. Pravépodobré zpisobené tim, Ze byl pouzit jiny kmen kultury a kultivace nebyla
provadna ve fermentoru. [54]
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Graf 13: Porovnani koncentrace laktézyipgpouziti susené a odpadni syrovatkii 5 °C

Porovnani koncentrace laktdzy
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Graf 14: Porovnéni koncentrace kyseliny niféé pi pouZziti suSené a odpadni syrovatkii g5 °C
Porovnani koncentrace kyseliny miéné
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Zgrafi 13 a 14 je patrne, Zetieh nafistu koncentrace kyseliny ndlée je v obou
piipadech podobny. AvSak pokles laktézy tomu stikitreodpovida. Vifipad odpadni
syrovatky je vidt, Ze laktéza se pravdodobré spotebovava nejen na tvorbu kyseliny
mlé&né, ale i ®jaké dalSi metabolity, proto je ibeh grafu strngjSi. V piipadt suSené
syrovatky byla spdeba laktozy 3 x menSi ne#ippouziti odpadni. Ndist koncentrace
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kyseliny mlé&né byl trochu ¥t3i u su$ené syrovatky. U susené syrovatky se ziskalo 1766 g-|
a u odpadni 1,56 -1 Ze zjis&nych dat vyplyva, Ze suSena syrovatka je vylssdn

3.2.3 Vliv mnozstvi kvasnéného extraktu

Vychézi se z nejoptimétjsi teploty. Pro kultivaci byla tedy nastavena teplota 35 °C..
Vysledky byly porovnany i s hodnotami 5 a 6 g, které se pouZiliedgslé kultivaci. Diky
zjisteéni, pii optimalizaci teploty, Ze neftSi nafist koncentrace kyseliny ndéé byl okolo
20. hodiny, byla zkrdcena doba kultivace na 25 hodin. V&és&ti budeme porovnavat
koncentraci laktdézy a kyseliny ndi@é @i pouziti tizného mnoZzstvi kvasmého extraktu.
Vysledky jsou zpracovany do gtefl3 — 20) a tabulek (18 — 23).

Graf 15: Spofeba laktdzy a tvorba kyseliny ndi@é v zavislosti naase i pouziti 2 g kvasniného
extraktu — suSena syrovatka

SuSena syrovatka - 2 g kvastiného extraktu
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Graf 16: Spofeba laktozy a tvorba kyseliny nil@é v zavislosti n&ase i pouziti 2,4 g kvasiiného
extraktu — odpadni syrovéatka

Odpadni syrovatka - 2,4 g kvasriného extraktu
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Z grafi 15 a 16 je patrné, Ze zdatku kultivace doSlo k nastu laktdzy, protoze zatim
nedochazelo ke tvoébkyseliny ml€né. Vychozi koncentrace laktdézy byla v obdippdech
skoro stejna a té#n spotebovana. NejtSi zisk kyseliny mlégné nastal  17,5. hodig
v piipadt suSené syrovatky, ale u odpadni nastal o 2 hodinyépoNharist koncentrace
kyseliny mi&né byl 0,72 gta 0,75 gt. Ke konci kultivace oft dochazi k poklesu
koncentrace kyseliny miéé, Ize uvazovat, Ze se jedna o stacionarni fazi.i&potaktdzy
neodpovida tvorb kyseliny. Lze tedytici, Ze snizenim mnoZstvi kvasného extraktu
ovlivnime tvorbu kyseliny mi&né. Data jsou shrnuta v tabulkach 18 a 21.
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Graf 17: Spofeba laktdzy a tvorba kyseliny nitéé v zavislosti n&ase i pouZiti 10 g kvasriného
extraktu — suSend syrovéatka

SusSena syrovatka - 10 g kvasémého extraktu
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Graf 18: Spofeba laktdzy a tvorba kyseliny nitéé v zavislosti n&ase i pouZiti 12 g kvasriného
extraktu — odpadni syrovatka

Odpadni syrovatka - 12 g kvasriného extraktu
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Z pacétku kultivace doSlo agp k mirnému nérstu laktdzy, protoZze zatim nedochazelo
ke tvorke® kyseliny ml€né. Laktoza byla tési spotebovana, coz wthto pipadech
odpovida tvorb metabolitu. B pouziti 10 g kvaskného extraktu se ziskala vysSi
koncentrace kyseliny miéé neZ i mensich mnoZstvich. Nist byl 1,84 gt a 1,74 git.

Po 19,5. hodi&h dochazi k poklesu tvorby kyseliny miféé. Pravdpodobrt se z&ala
spotebovavat jako substrat. Hodinové intervaly gploy laktozy a tvorby kyseliny miae
jsou znazorény na grafech 17 a 18. Data jsou shrnuta v tabulkach 19 a 22.
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Graf 19: Spofeba laktdzy a tvorba kyseliny natéé v zavislosti n&ase i pouZiti 20 g kvasriného
extraktu — suSena syrovatka

Susena syrovatka - 20 g kvas&mého extraktu
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Graf 20: Spoteba laktozy a tvorba kyseliny ndtéé v zavislosti n&ase i pouZziti 24 g kvasriného
extraktu

Odpadni syrovatka - 24 g kvasriného extraktu
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NejvetSi produkce kyseliny mé@é byla pi pouziti 20 a 24 g kvasiného extraktu.
Z grafii 19 a 20 Ize Wist, Ze od 1. hodiny se &la vytvdet kyselina mléna. Natfist kyseliny
mléné byl 2,9 gt a 2,45 gt. Po 20,5. hodit dochazi k poklesu tvorby kyseliny nié.
Pravd@&podobr se zaala spatebovavat jako substrat a Ize uvaZovat, Ze nastataos@irni
faze. V tabulce 23 jsou uvedeny vSechny hodnoty mésk@i métreni. Tim, Ze byl ziskan
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nej\etsi zisk kyseliny mléne, tak toto mnozstvi se vyhodnotilo jako nejoptmyg@li a bylo
pouzito pro dalSi experimenty.

Graf 21: Porovnani koncentrace kyseliny nitéé p4 rizznych hodnotach kvasiného extraktu —
suSena syrovatka

Syrovatka susena - koncentrace kyseliny mi@e
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Graf 22: Porovnani koncentrace kyseliny migé i rizznych hodnotach kvasedného extraktu —
odpadni syrovatka

Syrovatka odpadni - koncentrace kyseliny miéné
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Na grafech 21 a 22 je porovnavana koncentrace ikysellécné @i vSech hodnotach
kvasntneho grafu. Je zcela patrné, Ze nejoptigjairpro tvorbu kyseliny mk&né je pouziti
20 a 24 g kvasaného extraktu. Veéchto gipadech se laktoza témspotebovala. Naist
koncentrace kyseliny miéé byl &tSi pi pouziti suSené syrovatky, protoZze u odpadni to byl
2,45 g1t a u susené 2,90 g:| Pravédpodobr zpisobené tim, Ze sefippouZiti odpadni
syrovatky laktdza spt#bovala i na jiné vzniklé metabolity, které nebyly stanoveny
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3.2.4 Porovnéni tvorby kyseliny mléné u suSené a odpadni syrovéatky — vliv mnozstvi
kvasni¢ného extraktu
Vysledky nam potvrzuji jiz jevy zji8hé u gedeslych studii. [55] Bylo zji&ho, Ze je
nejoptimalrjSi pouzit ¥tSi mnoZzstvi kvastiného extraktu na ziskani maximalni koncentrace
kyseliny mi&né.

Graf 23: Porovnani koncentrace laktdézyigouZiti suSené a odpadni syrovatkii B5 °C a mnozstvi
kvasniného extraktu 20 g pro suSenou a 24 g pro odpadmbgéatku

Porovnani koncentrace laktézy
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Graf 24: Porovnani koncentrace kyseliny nétéé p4 pouZziti suSené a odpadni syrovatksi 5 °C a
mnoZstvi kvasriiného extraktu 20 g pro susenou a 24 g pro odpadmbgéatku

Porovnani koncentrace kyseliny mléné
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Z vysledii je vidkt, Ze nejen teplota ovliwje tvorbu kyseliny miéné, ale
i zména mnoZstvi kvastiného extraktu ovliiwuje jeji tvorbu. Je tedy potvrzendedeSla
studie na toto téma. [55] Na grafech 23 a 24 j&tyide sice spdeba laktozy byla téai
stejna u suSené i odpadni syrovatky, ale ziskalas¢t&d koncentrace kyseliny ndée
v pripad suené syrovatky.tRodni hodnota kyseliny se nafita 0,6 g-1* a jeji nejetsi
hodnota byla 3,5 g*l v 19,5. hodis. Narist tedy &inil 2,9 g-I* v pripadt pouZiti susené
syrovatky. KdeZto p pouZiti odpadni syrovatky byl n#t 2,45 g-t. Znovu se tedy potvrdilo,
Ze je suSena syrovatka vhegi. V prvnim experimentu se d@mila pouze teplota, nést
kyseliny miéné byl 1,66 gt a 1,56 g't. Fi zmeéng mnoZstvi kvasgného extraktu
koncentrace kyseliny miéé oggt vzrostla.

3.2.5 VIliv koncentrace soli

Nakonec byly provedeny se 4iznymi kombinacemi vychozich soli dleepleslé
studie. [55] Pro prvni bylo pouzito Mg@G MnSQ-H,O. Pro druhy roztok se pouzili
KoHPO,, KH,PO, a MgSQ. Pro teti se zvolila navazkaéthto soli KkHPO,, KH.PO,
a MnSQ-H;O. Ve ¢tvrtém roztoku byl pouzit pouze MnQ®,0. V poslednicasti jsou
porovnany a diskutovany vysledkyi gmeéné pouzitych soli. [54]
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Graf 25: Spofeba laktézy a tvorba kyseliny nétée v zavislosti na‘ase pro prvni roztok —
susena syrovatka

SusSena syrovatka - 1.roztok

14 b g & r 3,3
12 - ét\q? e ¥ - 2,8
— _ //’/— \ g
L 10 Pt &® -23 =
9 87 ‘)(’& \% ’ Q

~ T - L
R B S
4 4 Te e v L3
& $o-oF
2%@\ I I I I I I I I I I I 0,8

0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
t[h]
-~ - laktéza --C- - kyselina miéna

Graf 26: Spofeba laktozy a tvorba kyseliny nét@é v zavislosti na@ase pro prvni roztok — odpadni
syrovéatka

Odpadni syrovatka - 1.roztok
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Na grafech 25 a 26 lze g Ze pa@ateni koncentrace laktozy byla 13,5754
12,55 g-t. Z pasatku kultivace dochazi k mirnému poklesu lakt6zy.obi?3. hodiny dochazi
k vétSimu poklesu, protoZze se vicecaka tvdit kyselina ml€éna. DoSlo k narstu kyseliny
mléné o 2,35 gta 1,84 gt v pripads odpadni syrovatky. Po 18.hodimloslo k poklesu.
Pokles byl zfisoben tim, Ze se kyselina i nejspiSe zala spotebovavat jako substrat.
Spoteba laktozy odpovida tvattkyseliny ml€né. Data jsou shrnuta v tabulkach 24 a 28.
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Graf 27: Spoieba laktdézy a tvorba kyseliny nél@é v zavislosti naase pro druhy roztok — suSena
syrovatka

SusSena syrovatka - 2.roztok
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Graf 28: Spofeba laktdézy a tvorba kyseliny nitéé v zavislosti n@&ase pro druhy roztok — odpadni
syrovéatka

Odpadni syrovatka - 2.roztok
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Pouzitim KHPO, KH,PO, a MgSQ se ziskalo koncentrace kyseliny tmé
2,49 g1, coz je méa neZ g pouziti MgSQ a MnSQ-H,O. Potvrdilo se, Ze vynechanim
MnSO,-H,O dojde k poklesu koncentrace kyseliny. Laktéza seadtku kultivace zéala
¢innostiL.caseispotebovavat jako substratlacaseizaialy produkovat kyselinou miéou,
kterd je jejich primarnim metabolitem. Na grafecha2Z8 je vidt, Ze koncentrace kyseliny
mlécné s¢asem roste a po 19. hodiklesa, tzn. Ze se bakterigeptaly mnozit. Lze uvazovat,

55



e nastala faze stacionarni. Ziskalo se 1,66ay1,24 gt kyseliny ml€né. Data jsou shrnuta
v tabulkach 25 a 29.

Graf 29: Spofeba laktézy a tvorba kyseliny nitée v zavislosti nafase pro keti roztok — susena
syrovatka

SusSena syrovatka - 3.roztok
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Graf 30: Spofeba laktozy a tvorba kyseliny néiéé v zavislosti na‘ase pro keti roztok — odpadni
syrovatka

Odpadni syrovatka - 3.roztok
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PouZziti tetiho roztoku je vynosisi nez i pouziti prvniho a druhého. Vysledky jsou
zpracované na grafech 29 a 30. Jedtyide pokles koncentrace laktozy je velmi podobny.
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V obou gipadech nejtSi nafist kyseliny mléné nastal az v 19. hodinKe konci kultivace
zase dochazi k poklesu koncentrace kyselingindéiélze uvazovat, Ze nastala stacionarni fazi.
Spoteba laktozy byla 10,55 gfd 10,97 g+t. Narist koncentrace kyseliny niigé byl
2,46 gt a 1,87 gt. M&tenim se doséahlo stejnych vyslédiak v predeslych studiich. [55]
PodrobgjSi hodnoty nalezneme v tabulkach 26 a 30.

Graf 31: Spokeba laktozy a tvorba kyseliny nétéé v zavislosti na‘ase proc¢tvrty roztok — suSena
syrovatka

SusSena syrovatka - 4.roztok
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Graf 32: Spofeba laktdzy a tvorba kyseliny nétéé v zavislosti na‘ase proctvrty roztok —

odpadni syrovatka
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Pii pouZiti pouze MnS@H,O byla ziskana koncentrace 4,02'gkyseliny miéné
u susené syrovatky. Hodnota @t je 3,37 g4, coZ je nejvice. Nést v Fipads pouZité
odpadni syrovatky byl 2,64 g§:I Po 19. hodi#é dochazi k poklesu tvorby kyseliny nité.
Nastala stacionarni faze. Symdia laktozy odpovida tvatbkyseliny mi€né. Hodinové
intervaly spateby laktdézy a tvorby kyseliny mi@é jsou znazogmo na grafech 31 a 32. Tim,
Ze byla ziskana nejt8i koncentrace kyseliny niéé, byl tento roztok vyhodnocen jako
nejoptimalrjSi. Potvrdila se teorie, Ze pouzitim pouze Mp$LO ziskame nejvice tohoto
metabolitu. [55] V tabulkach 27 a 31 jsou uvedeny vSechnydtgdniskané f méieni.

Graf 33: Porovnani koncentrace kyseliny né@é p# riznych koncentracich pouZzitych solich —
sudena syrovatka
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Graf 34: Porovnani koncentrace kyseliny nééé p# riznych koncentracich pouzitych solich —
odpadni syrovatka
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Zgrafi 33 a 34 je zcela patrné, Ze nejopting@inje pouziti pouze MnS{EH,0,
pii kteréem se ziska nejvysSi koncentrace kyseliny¢néé Nevhodné je pouziti KPO;,
KH,PO, a MgSQ, pri kterém se doséhlo nejm&imhoto metabolitu. Porovnanim koncentrace
kyseliny ml&€né u suSené a odpadni syrovatky, bylo &jdt Ze @i pouZziti suSené byla
koncentrace kyseliny miéé znovu ¥tSi nez i pouziti odpadni syrovatky.

3.2.6 Porovnéni tvorby kyseliny mléné u suSené a odpadni syrovéatky — vliv
koncentrace soli

Ze zjiSeénych udaj pii prvnim a druhém experimentu seimily koncentrace soli.
Teplota byla 35 °C a mnozstvi kva&mého extraktu bylo 20 g pro suSenou syrovatku a 24 g
pro odpadni syrovatku.

Graf 35: Porovnani koncentrace laktozyigpoouZiti suSené a odpadni syrovatksi 85 °C a mnozstvi
kvasniného extraktu 20 g pro suSenou a 24 g pro odpadmbsgéatku a pouZzitiétvrtého roztoku
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Graf 36: Porovnani koncentrace kyseliny nétéé p4 pouZziti suSené a odpadni syrovatki 5 °C a
mnoZstvi kvasriihého extraktu 20 g pro suSenou a 24 g pro odpadyrosatku a pouzitictvrtého
roztoku

Porovnani koncentrace kyseliny miéné
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Pfi poslednim experimentu se vyhodnotilo, Ze pouzpionze MNnSQ@H,O ziskame
nejwtsSi koncentraci kyseliny mi@é. Pokud z média odstranime tutd dojde k poklesu
tvorby kyseliny. Potvrdila setpdesla studie. [55] Grafy 35 a 36 porovnavaji kotreen
laktozy a kyseliny miéné u suSené a odpadni syrovatky. Bgad laktdzy v oboutfpadech
je skoro shodna, ale speba laktézy v fipad odpadni syrovatky neodpovidala tvérb
kyseliny ml&né. KdeZzto v fipad suSené syrovatky se ziskala koncentrace kyseligyne
3,37 g-toproti pivodni hodnat. V obou gipadech po 19,5. hodirzasala klesat koncentrace
kyseliny ml&né. Nastala tedy stacionarni faze.
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4 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo porovnani produkgseliny mi€né na odpadni
a susené syrovatce a potvrzéniyvraceni faktu, Ze koncentrace soli a mnoZstaiskiného
extraktu ovliviuje jeji tvorbu. Teplota, mnozstvi kvagného extraktu a koncentrace soli se
optimalizovali pro zvySeni vyuziti laktézy a prodek kyseliny mléné ze syrovatkového
média. Pro kultivaci byla pouZita kultukactobacillus caseCCM 4978.

V souladu s literaturou [54, 55] se jako optimalnisgb pro sledovani zn obsahu
laktozy a Bhem fermentace vznikajicich metabilitkazala metoda HPLC. Jeji analyzou se
zjistil obsah laktézy a hlavniho metabolitu, tedysélny mi€&né, u bakteriiL.casei
Po sestaveni kalibtai kiivky ze standanll se zjistila, dle retemiho ¢asu piku, dana latka
a nasleda se progednictvim plochy piku vyp#itala jeji koncentrace ve vzorku.

Pro kultivaci v Erlenmayerovych blach se vzhledem ki@dem zji&nym datim [55]
pouzilo MRS médium tohoto sloZeni: 59 kvasého extraktu, 0,259 KPO,
0,259 KHPO, 0,196g MgS® a 0,05g MnSQH,O pro suSenou syrovatku
a pro odpadni syrovatku se MRS médium skladalo kwagnéného extraktu, 0,3 gKPQ,,
0,3 g KHPQ,, 0,235 g MgS®@a 0,06 g MNnS@H,0O. Takto gipravené MRS médium bylo
pouzito (¥ optimalizaci teploty zvolené v rozmezi 25 — 40 °C.

Riast bakterii ve fermentaim médiu ovliviuji raizné faktory. Vedle komplexu
nutricnich pozadavk je jednim z nejtllezit¢jSich faktofi, ovliviiujicim nist bakterii mléného
kvaSeni, teplota. Tu hledame optimalni, ktera namckarejvyssi dst bakterii. Jakmile je
teplota pod nebo nad optimalnimistem, mikrobialni aktivita je podst&tnsnizena
a mikroorganismy mohou eventu&liynout. Bi kultivaci daného mikroorganismu byly
podminky kultivace nastaveny na optimum. Je znamoopignalni teplota prd..caseije
37 °C. Produkce kyseliny migé fermentaci fize byt uskutenéna @i srovnatelnych
teplotach. Proto byly zvoleny tyto teploty: 25, 30, 830 °C. B hledani nejoptimakjsi
teploty se doslo k zé&w, Ze pi teplo€ 35°C u suSené syrovatky se ziska nejvysSi
koncentrace kyseliny miéé. Na poatku kultivace je koncentrace u vSeihirech teplotach
témst stejnd, aviakipteplot 35 °C byl naiist koncentrace 1,66 -k ziskalo se 2,18 &l
Pri pouziti odpadni syrovatky byla také vyhodnoceapldta 35 °C jako nejoptimaijsi.
Pri srovnani se suSenou syrovatkou se ziskaloé¢rkgseliny ml€né i gesto, Ze pé&ateni
hodnota laktozy byla vySSi ne#igouziti suSené. Spatba laktdzy neodpovidala tverb
kyseliny ml€né. Pravdpodobr se laktoza v fdpact odpadni syrovatky sp@bovavala jest
na jiné metabolity. V obouifpadech doSlo k poklesu koncentrace tohoto metabkdilem
19. — 22. hodi&, proto v dalSim experimentu se snizila doba kulgvadohlo to byt tim, Ze
kultura L.casei doséahla stacionarni fazi. Snizeni doby fermentaca&gvic vyhodné pro
zlepSeni ekonomiky procesu.

DalSi ¢ast byla ¥novana optimalizaci mnoZzstvi pouzitého kvésgho extraktu. Znovu
se potvrdilo, Ze kvaseémi extrakt ma vliv na tvorbu kyseliny ntléé, tak jak to uvagi
piedeslé studie. SniZzenim mnoZstvi doslo k velkémuegakkoncentrace kyseliny nité.
Pri pouziti 2 g kvasriného extraktu u suSené syrovatky byla sgm laktozy 97 %, ale
koncentrace kyseliny mi@é se zvysila pouze o 0,72 a 0,75'glize tedytict, Zecim vice
bude pouzito kvastiného extraktu, tim vice ziskame tohoto metabolitatdgi pouziti 20 g
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kvasntného extraktu fp suSené syrovatce se néity maximalni koncentrace. Nést oproti
pocatku byl 2,9 g-t. U odpadni syrovatky se vyhodnotilo jako nejoptimfli mnoZstvi 24 g.
V tomto pipads bylo ziskano 3,95 gtla naiist koncentrace kyseliny niéé byl 2,45 gi.
Z vysledki je patrné, Ze se ziskalo vice kyseliny gnk&nez g prvnim experimentu.

V posledni¢asti se minily pouzité soli. ProtoZzeipoptimalizaci mnoZzstvi kvastmého
extraktu bylo zase potvrzeno, Ze maximalni hodnatpckntrace kyseliny miéé byly
ziskany kolem 20. hodiny, snizila se doba fermentade na 24 hodin. Pouzitim pouze
MnSO,-H,O se zjistilo, Zze ziskame nejvySSi koncentraci kygemlécné. Toto udavaji
i predesla studie. [55] Jako nejméérhodné je pouziti KHPO,, KH,PO, a MgSQ. Spoteba
laktozy v obou fipadech je skoro stejnd. U odpadni syrovatky niémépoteba
neodpovidala tvorb kyseliny mi€né. Lakt6za se pra¥dodobré spotebovavala i na jiné
metabolity neZ jen kyselinu ni#éou. V gipad suSené syrovatky se zvySila koncentrace
kyseliny o 3,37 g}. Pravépodobr stacionarni faze nastala po 19,5. hediRorovnanim
koncentrace kyseliny miéé u suSené a odpadni syrovatky se zjistilo, iZ@quziti susené
byla koncentrace kyseliny ndiéé Wtsi nez pi pouziti odpadni syrovatky

Diplomovou praci byly potvrzeny teoretické znalp%a laktdza slouZzi jako zdroj uhliku
pro rist mikroorganism a dale je vlivem metabolickych drah Smitovavana pro vznik
metabolifi, v tomto gipadt se jedna o kyselinu migou. Néafist koncentrace kyseliny niéé
byl ve vSech fipadech ¥tSi @i pouziti suSené syrovatky. Praymdobré zpisobené tim, ze
se (i pouziti odpadni syrovatky laktéza sfmdiovala i na jiné vzniklé metabolity, které
nebyly stanoveny.#Psrovnani s tivejSi publikaci [55] bylo potvrzeno, Zém vétSi mnozstvi
kvasntneho extraktu pouzijeme, tim vice ziskame kyseliteéémou a také Ze nejvhodsi je
pouzit pouze MnSgH,O. Pouzitim jiného kmene kultury se ziskala menSickatrace
primarniho metabolitu, jak u suSené, tak i odpadriveitky. Pokud tedy budeme uvazovat
pouze o uséeni naklad pri pramysloveé vyrols, je vhodné pouzit tento kmen kultury a jako
substrat vyuzit suSenou syrovatku. Nicehémiipads ziskani ¥tSi produkce je lepSi vyuzit
jiného kmene.
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6 POUZITE ZKRATKY A SYMBOLY

ATP — adenosintrifosfat

LDL - low density lipid

PLA — kyselina polymléna

PET — polyethylentereftalat

BSA — hozi sérovy albumin

FAD — flavinadenindinukleotid

FMN — flavinmononukleotid

HPLC - vysokodinn& kapalinova chromatografie
NPC — chromatografie na normalnich fazich
RPC — chromatografie na obracenych fazich
LSC — adsorgni chromatografie

IEC — ionto-vymeénna chromatografie

GPC - gelova permeéai chromatografie

SF — stacionarni faze

UV/ VIS — ultrafialové a viditelné zéni

c [g-1'] — koncentrace

a-, B-, y-, k- - typy kaseinu

¢ - absorni koeficient

T - turbiditni koeficient

L - swtelna draha

| - intenzita proslého zani

lo - intenzita sw¥telného zdroje

1 - turbidni koeficient

| - opticka draha kyvety

RID — refraktometricky detektor

K HPQO, — hydrogenfosforan draselny
KH,PO,— dihydrogenfosforgnan draselny
MgSO*7 H,0 — heptahydrat siranu ignatého
MnSQOs*H 0 — monohydrat siranu manganatého
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10 PRILOHY

Tabulka 8: Plochy pilk laktézy v zavislosti na koncentraci

c g1 Plocha [V-s] IS
0 0,0 0,0
1 2,0 2,0+0,0
2 3,9 3,9+0,1
3 6,1 6,1+0,2
4 7,6 76+0,2
5 9,7 9,7+0,2
6 12,2 12,2 +0,2
7 16,5 16,5 + 0,5
8 18,1 18,1 +0,1
9 22,0 22,0+0,6
10 23,2 23,2+0,1
12 25,0 25,0 +0,1
14 29,1 29,1+0,4
16 32,0 32,0+0,6
18 36,6 36,6 +0,8
20 42,7 42,7 +0,1

Tabulka 9: Plochy pilk kyseliny mlé&né v zavislosti na koncentraci

c [g/l] Plocha [V-s] IS
0 0,0 0,0
0,3 0,35 0,35 + 0,04
0,6 0,90 0,90 + 0,01
0,9 1,31 1,31 + 0,02
1,2 2,63 2,63 + 0,06
1,5 3,0 30+ 0,1
1,8 3,5 35+ 0,3
2,1 4,4 44 + 0,3
2,4 5,3 53 +0,3
2,7 6,2 6,2 £ 0,2
3 8,8 88 + 0,1
4 9,2 92 +0,1
5 10,5 10,5 +0,2




Tabulka 10: SuSend syrovéatka — teplota 25 °C

Plocha piku 1 Plocha piku 1
thl | e | %971 | g | O]
0 0,41 + 0,05 0,41 25+1 12,00
1 0,54 £ 0,03 0,46 24+ 3 11,54
2 0,58 + 0,04 0,47 265 12,50
3 0,81 + 0,03 0,56 26+ 1 12,40
12 0,94 + 0,04 0,61 26+ 1 12,52
16 25+0,3 1,21 19,6 £ 0,3 9,48
17 3,1+0,3 1,42 17+ 2 8,17
18 36+04 1,60 19+1 8,97
19 3,6+0,2 1,62 19+1 9,12
20 3,5+0,2 1,57 19,2 +0,2 9,30
21 3,2+0,2 1,48 19+1 9,23
22 28+0,2 1,31 19+1 9,28
23 24+0,2 1,17 17+1 8,47
24 2,2+0,2 1,07 17+1 8,13
25 1,9+0,2 0,95 17+2 8,20
26 1,8+0,3 0,94 18+2 8,51
Tabulka 11: SuSena syrovéatka — teplota 30 °C
Plocha piku 1 Plocha piku 1
| omve | 99T | g v | @107
0 0,74 £0,10 0,53 26+ 2 12,43
1 0,85 + 0,09 0,58 23+2 11,28
2 0,80 + 0,05 0,56 24 £ 2 11,54
3 1,12 + 0,08 0,68 21,2+0,6 10,25
12 1,3+0,2 0,75 21,9+0,6 10,58
16 2,81 £0,08 1,32 17+2 8,25
17 3,5+£0,2 1,59 17+1 8,08
18 36+04 1,60 19,0+0,9 9,23
19 3,6+0,2 1,62 18,6 + 0,4 9,02
20 4,2+04 1,84 18,2+0,2 8,82
21 4,3+0,2 1,87 18+1 8,75
22 4,2+0,5 1,85 185+0,3 8,96
23 3,4+0,3 1,55 17,5+0,6 8,48
24 3,0+£0,1 1,41 18+1 8,82
25 2,2+0,3 1,09 16,1 +0,3 7,82
26 24+04 1,15 15+3 7,47
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Tabulka 12: SuSend syrovéatka — teplota 35 °C

th | PORR o | Pesheplu | g gr
0 0,71 + 0,06 0,52 255+0,5 12,20
1 0,7+0,1 0,50 23+2 10,98
2 09+0,1 0,58 24 +1 11,54
3 2,81 + 0,09 1,32 19+1 8,91
12 3,5+0,2 1,58 16,6 £+ 0,5 7,93
16 4,1+0,2 1,81 17,704 8,44
17 4,45 + 0,02 1,93 17+1 8,15
18 4,7+0,6 2,05 14 +2 6,87
19 49+0,3 2,11 156 +0,5 7,44
20 51+0,1 2,18 14+ 2 6,89
21 45+04 1,96 12,3+0,6 5,87
22 46+0,2 1,98 13+2 6,11
23 46+04 2,00 12+2 5,95
24 45+0,2 1,96 12+2 5,88
25 40+0,2 1,75 11+1 5,03
26 3,8+0,1 1,69 11+2 5,47
Tabulka 13: SuSend syrovéatka — teplota 40 °C
tr | Pohablu | gy | PRSPk g gy
0 0,6 +£0,1 0,47 24 +5 11,66
1 0,8+0,1 0,55 24+1 11,64
2 0,58 £ 0,03 0,48 25+2 11,81
3 1,4+0,2 0,77 25,2+0,5 12,06
12 2,70 £ 0,05 1,28 249+ 0,6 11,90
16 40+0,4 1,77 201 9,79
17 3,9+0,1 1,72 18,7+ 0,9 8,92
18 42 +0,4 1,84 18+2 8,73
19 4,8+0,3 2,06 17+2 8,33
20 45+04 1,97 15,7+0,2 7,51
21 4,2 +0,2 1,85 15+2 7,26
22 4,26 + 0,08 1,86 15,7+0,5 7,49
23 43+0,5 1,87 12,4+0,8 5,94
24 4,1+0,3 1,82 13,1+0,4 6,25
25 3,9+0,9 1,73 114+0,4 5,45
26 3,3+0,5 1,51 11,87 + 0,05 5,67
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Tabulka 14: Odpadni syrovatka — teplota 25 °C

th] | e | S0 | v | Aot
0 2,7+0,1 1,27 36+1 17,24
1 22+0,1 1,08 38+4 18,07
2 2,1+0,2 1,04 38+1 18,35
3 3,3 0,2 1,49 39+1 18,44
12 34+0,1 1,52 36,4 +0,6 17,41
16 3,6 +0,3 1,62 37+1 17,65
17 4,3+0,3 1,89 30+1 14,44
18 46+04 2,01 295 13,74
19 4,6 +0,1 2,01 263 12,33
20 48+0,4 2,06 26+ 2 12,19
21 48 +0,6 2,07 23+2 11,04
22 47+04 2,02 233 10,91
23 43+0,1 1,88 22 +3 10,45
24 4,2 +0,2 1,82 19,4+ 0,6 9,26
25 41+0,1 1,80 19+2 8,94
26 39+04 1,71 16+3 7,85
Tabulka 15: Odpadni syrovatka — teplota 30 °C
th) | v | S0 | v | 0167
0 3,1+0,3 1,42 41 + 2 19,48
1 29+0,5 1,34 41 +1 19,42
2 3,2+0,2 1,45 41 + 2 19,73
3 3,0+0,2 1,40 34+2 16,34
12 25+0,3 1,20 26+ 2 12,48
16 3,9+0,2 1,73 19,5+ 0,3 9,33
17 56+0,4 2,39 201 9,70
18 6,0+0,5 2,53 19,8 + 0,9 9,45
19 6,6 +04 2,75 19,8 £ 0,5 9,48
20 6,4+0,1 2,66 17,2+ 0,2 8,20
21 59+0,2 2,48 17,8 £ 0,7 8,50
22 56+0,3 2,35 16,4 £ 0,7 7,82
23 51+0,2 2,20 14,7 £ 0,3 7,01
24 50+0,2 2,13 15,2 +0,1 7,28
25 49+0,1 2,12 13,1+ 0,3 6,28
26 4,8+0,2 2,08 13+2 6,20
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Tabulka 16: Odpadni syrovatka — teplota 35 °C

th) | v | 007 | v | 0107
0 3,4+0,3 1,53 40+ 1 18,93
1 3,4+0,3 1,55 36+1 17,42
2 34+04 1,55 34+1 16,22
3 4,3+0,3 1,88 26+ 2 12,27
12 4,2 +0,3 1,85 213 9,84
16 5,7+0,2 2,40 21,6 +0,2 10,32
17 6,5+0,2 2,72 20,7 +£0,1 9,87
18 6,7+0,2 2,79 18+2 8,40
19 6,9+0,3 2,85 18+3 8,42
20 7,3+04 3,09 14+2 6,83
21 7,0+04 2,88 14+2 6,62
22 7,2+0,1 2,96 12+1 5,86
23 7,5+04 3,09 13+3 6,08
24 7,1+0,3 2,94 12+2 5,74
25 7,4+04 3,06 9,4+0,1 4,49
26 6,5+04 2,70 8,3+0,7 3,98
Tabulka 17: Odpadni syrovatka — teplota 40 °C
th | e | el || G197
0 29+0,3 1,44 392 18,65
1 25+04 1,19 40+ 2 18,89
2 3,2+0,3 1,45 36+3 17,28
3 3,2+0,2 1,46 372 17,48
12 46+0,4 1,99 30+4 14,18
16 4,7+0,4 2,05 28+3 13,43
17 6,3+0,2 2,63 271 12,96
18 6,2+0,3 2,61 252 12,10
19 6,6 £0,3 2,74 21+3 10,07
20 6,8+0,3 2,81 19+4 9,03
21 6,8+0,2 2,82 20+ 4 9,34
22 7,1+04 2,92 17+ 2 8,31
23 7,1+0,3 2,95 17+ 2 8,27
24 7,1+0,3 2,93 15+2 7,05
25 7,2+0,2 2,96 12,1 + 0,6 5,79
26 6,9+0,3 2,86 10+1 4,89

76



Tabulka 18: SuSené syrovéatka — 2 g kva&mého extraktu

(TP o g | PSPk o gy
0 0,6+0,1 0,49 20614 9,96
1 0,6+0,1 0,46 201 9,67
2 0,7+0,1 0,54 26,309 12,68

11,5 14+0,1 0,79 140+0,1 6,83

16,5 2,3+0,3 1,11 9,7+0,5 4,75

17,5 25+0,1 1,22 11,1+0,5 5,43

18,5 2,4+0,2 1,17 9,0+£0,2 4,41

19,5 25+04 1,21 50+0,1 2,52

20,5 24+0,1 1,17 1,0+£0,5 0,61

21,5 1,4+0,3 0,78 0,8+0,1 0,50

22,5 1,1+0,1 0,67 0,484 + 0,003 0,3%

23,5 09+0,1 0,61 0,3+0,1 0,27

245 0,9+0,2 0,60 0,26 + 0,02 0,25
25 0,6 +0,2 0,49 0,2+0,1 0,23

Tabulka 19: SuSené syrovéatka — 10 g kva8mho extraktu
th) | v | G 91 | | G194
0 1,0+0,2 0,65 21+1 9,95
1 1,1+0,1 0,67 19,79 + 0,03 9,57
2 25+04 1,20 250+ 0,3 12,11
11,5 4,4+0,5 191 12,2 +0,3 6,01
16,5 4,4+0,1 1,93 8,1+0,3 4,0(
17,5 4,8 +0,5 2,06 7,8+0,6 3,92
18,5 53+0,5 2,31 85+04 4,22
19,5 52+0,3 2,48 8,6 +£0,1 4,22
20,5 49+0,4 2,10 48+0,3 2,47

21,5 49+0,3 2,09 1,8+0,2 0,99
22,5 46+0,3 2,01 1,7+0,1 0,94
23,5 3,5+0,2 1,59 1,51 +0,083 0,84
24,5 2,0+£0,2 1,02 1,5+ 0,2 0,81
25 1,7+0,2 0,90 16+04 0,87
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Tabulka 20: SuSené syrovéatka — 20 g kva8mho extraktu

th | TP g g | PSRRI 6 g
0 0,9+0,1 0,60 20+ 1 9,84
1 24+04 1,16 20+ 1 9,83
2 3,7+0,5 1,66 18+2 8,88
11,5 6,9+0,3 2,86 11,8 +0,9 5,74
16,5 6,7+0,2 2,80 7,9+0,2 3,92
17,5 7,1+0,3 2,93 7,7+0,6 3,79
18,5 7,59 + 0,05 3,12 8,4+0,2 4,13
19,5 8,6 £0,2 3,50 7,6 £0,2 3,74
20,5 7,5+0,3 3,08 8,0+0,5 3,93
21,5 6,0+0,1 2,54 7,5+0,2 3,69
22,5 52+04 2,20 4,1+0,5 2,09
23,5 48 +0,5 2,06 43+0,5 2,18
24,5 23+0,5 1,11 4,1+0,3 2,09
25 20+0,1 1,01 3,9+0,1 1,97
Tabulka 21: Odpadni syrovatka — 2,4 g kva&mého extraktu
th | TRl gy | PSRRI o gy
0 3,2+0,1 1,46 21+2 10,27
1 3,2+0,1 1,46 232 10,95
2 3,5+0,5 1,56 16 +3 7,78
11,5 3,7+0,3 1,65 13+2 6,12
16,5 46+04 2,00 11+1 5,21
17,5 46+04 1,98 9+1 4,35
18,5 46 +0,5 1,99 9+1 4,49
19,5 52+0,2 2,21 82 4,05
20,5 48+0,1 2,07 4,2 0,7 2,14
21,5 4,0+0,2 1,75 2604 1,35
22,5 3,7+0,1 1,67 0,54 + 0,08 0,38
23,5 3,1+0,1 1,43 0,22 + 0,04 0,23
24,5 3,0+0,2 1,37 0,12 + 0,01 0,18
25 3,1+0,1 1,41 0,12 + 0,04 0,18
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Tabulka 22: Odpadni syrovatka — 12 g kva&mého extraktu

t [h] P'OChri\'?_':]” 1O o Fillog‘;hrfl\';’_':]“ c o
0 3,2+0,2 1,45 22904 11,04
1 3,1+0,1 1,44 23+1 10,93
2 46 +0,2 1,99 17+1 8,31

11,5 46+0,1 2,01 17,2+0,3 8,33

16,5 59+0,2 2,49 10,8 +0,5 5,29

17,5 6,4+0,3 2,68 9,0+0,3 4,45

18,5 7,2+0,3 2,97 8,6+0,4 4,24

19,5 8+1 3,21 7,9+04 3,92

20,5 7,4+0,9 3,04 7,4+0,2 3,68

21,5 7,8+0,5 3,19 2604 1,39

22,5 7,0+04 2,90 2,6+0,2 1,36

23,5 51+0,3 2,18 25+0,3 1,31

24,5 44+05 191 1,1+0,3 0,67

25 4,6 +0,3 1,99 0,9+0,1 0,54
Tabulka 23: Odpadni syrovatka — 24 g kva&mého extraktu
th] | v | G (9T | v | oo
0 3,3+0,2 1,50 22,6 +0,6 10,91
1 4,0+0,3 1,76 23+ 1 10,94
2 57+0,5 2,41 21,7+0,8 10,49
11,5 59+04 2,48 17,5+0,2 8,47
16,5 7,2+0,2 2,99 9,9+0,5 4,86
17,5 74+0,1 3,06 10,0 £ 0,7 4,88
18,5 8,5+0,3 3,45 9,5+0,5 4,67
19,5 9,1+0,1 3,71 9,0+0,2 4,41
20,5 9,8+04 3,95 84+04 4,15
21,5 9,3+0,2 3,78 6,2+0,5 3,09
22,5 8,1+0,3 3,30 5,7+0,1 2,83
23,5 7,0+0,3 2,90 49+0,1 2,44
24,5 6,3+0,1 2,64 3,3+0,1 1,70
25 56+0,4 2,36 3,7+0,3 191




Tabulka 24: SuSené syrovatka — prvni roztok

th | eRP angr| TSP o gy
0 1,5+0,3 0,81 28+1 13,57
1 1,56 + 0,06 0,84 26,7 £ 0,6 12,87
2 2,2+0,1 1,10 24,2+ 0,6 11,69
3 2,6+0,1 1,22 21+1 10,03
4 5,047 £ 0,003 2,16 13,4+0,6 6,53
13 6,635 + 0,001 2,76 11,4+0,8 5,56
17 6,8 £0,2 2,82 7,3+0,3 3,61
18 7,0x0,1 2,90 7,4+0,2 3,67
19 8+x1 3,16 6,9+0,1 3,44
20 55+0,1 2,33 57+0,1 2,83
21 46+0,5 1,98 5701 2,83
23 41+0,1 1,80 5101 2,55
24 2,3x0,2 1,14 40+0,1 2,04
Tabulka 25: Susena syrovatka — druhy roztok
th] | v | o 0| e | alor
0 15+0,2 0,82 26,1+0,1 12,61
1 1,6+0,1 0,87 261 12,43
2 1,731+£0,001 0,91 2512 12,12
3 2,3+£0,2 1,11 19+1 9,31
4 4,02 £0,01 1,77 12,1+0,9 591
13 50+£0,2 2,15 10,5+0,6 5,15
17 52+0,3 2,23 8,9+0,3 4,36
18 5,6x 0,2 2,39 8,5+0,7 4,18
19 59x+0,1 2,49 7,2%+0,8 3,55
20 5,78 +0,01 2,43 7,0+0,3 3,49
21 56+04 2,35 5,26 + 0,04 2,64
23 40+0,1 1,76 47+0,4 2,35
24 1,15+ 0,01 0,69 4,38 £ 0,01 2,21
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Tabulka 26: SuSend syrovéatka #eti roztok

th] | v |G [0 | TP | aler
0 1,27 +0,01 0,74 27 +2 13,02
1 16+0,1 0,84 262 12,77
2 1,7+0,1 0,89 25,2+0,2 12,18
3 3,6 +0,5 1,62 19+1 9,02
4 6,3+0,1 2,64 12,1+ 0,7 5,91
13 6,4+0,2 2,68 10,8 + 0,8 5,27
17 6,5+0,3 2,69 8,2+0,2 4,03
18 7,5+0,2 3,08 7,3+0,1 3,60
19 7,8+0,1 3,19 6,9+0,5 3,40
20 5,4+0,1 2,28 5,9+0,2 2,93
21 5,4+0,1 2,31 55+0,4 2,74
23 4,1+0,2 1,82 50+0,1 2,53
24 24+0,2 1,14 S5*2 2,48
Tabulka 27: SuSena syrovatkaétvrty roztok
th) | e | onlor | TEEAPA | alor
0 1,0+0,19 0,65 26+1 12,68
1 26+0,1 1,23 25+2 11,92
2 3,2+0,1 1,46 24,4 +0,5 11,78
3 4,1+0,1 1,80 19+1 9,07
4 8,05 + 0,03 3,29 13,4+0,8 6,53
13 8,79 £ 0,02 3,57 9,8 +0,5 4,80
17 9,3+0,3 3,78 59+0,5 2,94
18 9,6 +0,3 3,90 5,7+0,4 2,86
19 9,98 + 0,03 4,02 5,7+0,3 2,86
20 7,3+0,2 3,02 4.4 +0,3 2,25
21 6,3+0,3 2,63 3,9+0,2 1,99
23 4,8 +0,2 2,07 3,4+0,4 1,74
24 3,2+0,1 1,47 3,4+0,2 1,73
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Tabulka 28: Odpadni syrovatka — prvni roztok

tih) | PSR K o fgry | OS2 PI 6 fgir
0 1,04 + 0,03 0,65 26,0 +0,1 12,56
1 23+0,1 1,11 25+1 12,20
2 24+04 1,15 22,1+0,4 10,6}
3 2,51 +0,03 1,20 19+2 9,33
4 4,2 +0,3 1,85 17,3+0,2 8,38
13 | 4,361 +0,002 1,90 11,5+0,1 5,61
17 5,5+0,2 2,33 10,0 £ 0,7 4,9]
18 61 2,49 7,8+0,8 3,86
19 4,4 +0,3 1,93 7,4+0,1 3,65
20 | 4,33+0,04 1,89 7,0+0,1 3,47
21 3,8+0,1 1,69 6,5+0,5 3,25
23 3,1+0,3 1,44 6,0+0,1 3,01
24 25+0,4 1,19 4,45 + 0,02 2,2%
Tabulka 29: Odpadni syrovatka — druhy roztok
th | e | oo | o | AT
0 0,96 + 0,02 0,62 26,5+ 0,2 12,8(
1 1,5+0,3 0,81 26,0+0,1 12,54
2 25+0,2 1,18 20+ 2 9,65
3 2,7+0,1 1,27 16,4 +0,3 7,95
4 3,2+0,1 1,46 145+0,2 7,05
13 3,8+0,1 1,69 11+1 5,45
17 40+0,1 1,75 8+1 4,16
18 4,2 +0,3 1,85 7,6 +0,2 3,74
19 3,8+0,1 1,68 6,6 +0,2 3,26
20 | 3,32+0,03 1,51 6,2+0,3 3,08
21 29+0,1 1,36 59+0,1 2,94
23 2,1+0,2 1,05 5,7+0,4 2,84
24 16+0,4 0,88 5,6+0,1 2,82
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Tabulka 30: Odpadni syrovatka #dti roztok

th | TP | gy | PSRRI g g
0 1,19 + 0,03 0,70 27,8 +0,1 13,41
1 24+0,4 1,18 25+3 11,91
2 2,3+0,8 1,14 21+3 10,14
3 3,51 +0,02 1,58 18,6 +0,8 9,02
4 4,2+0,1 1,86 17,3+0,3 8,40
13 5,12 + 0,05 2,19 11+1 5,54
17 58+0,1 2,44 9,7+0,3 4,78
18 6,2+0,2 2,58 9+1 4,47
19 5,8+0,1 2,45 9,0+0,1 4,43
20 4,8+0,2 2,08 7,21 + 0,02 3,57
21 4,1 +0,2 1,80 7,0+0,1 3,45
23 3,3+0,2 1,50 6,2+0,2 3,08
24 2,3+0,2 1,12 49+0,2 2,44
Tabulka 31: Odpadni syrovatka étvrty roztok
th) | e | Ge o | Tl el
0 1,4+0,1 0,79 26,3+0,1 12,68
1 29+0,1 1,34 25,0+04 12,08
2 3,1+0,2 1,43 22+1 10,49
3 4,8+0,5 2,06 16+1 7,72
4 57+0,1 2,40 14,83 + 0,03 7,21
13 7,6+0,1 3,12 12,4+ 0,5 6,09
17 8,32 + 0,02 3,40 9,0+0,4 4,41
18 8,4+0,2 3,43 8,0+0,4 3,93
19 6,5+0,1 2,70 7,4+ 0,4 3,67
20 6,2+0,2 2,58 6,8+0,1 3,40
21 57+04 2,41 6,2+0,6 3,08
23 5,3+0,2 2,26 5,7+0,3 2,86
24 4,5+0,3 1,96 43+0,2 2,18
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