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ABSTRAKT

Cilem této bakaldfské priace bylo studium rastu a produkce vybranych metabolith
mikroorganismy, konkrétné Lactobacillus casei a Saccharomyces cerevisiae. Mikroorganismy
byly kultivovany v Erlenmeyerovych baiikach za pouziti médii doporucenych pro jejich rlst a
byly stanoveny rustové kiivky z hodnot optické hustoty a koncentrace suSiny biomasy. Dale
byl ve vzorcich analyzou na HPLC stanoven obsah glukosy a ethanolu u S. cerevisiae a obsah
glukosy a kyseliny mlécné u L. casei.

ABSTRACT

The aim of this Bachelor thesis was study of the growth and production of selected
metabolites of microorganisms, namely Lactobacillus casei and Saccharomyces cerevisiae.
Microorganisms were cultivated in Erlenmeyer flasks by using the recommended media for
their growth. The growth curves were determined from the values of optical density and
concentration of biomass. Samples were then analyzed by HPLC for determination of the
content of glucose and ethanol in S. cerevisiae and the content of glucose and lactic acid by
L. casei.
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UVOD

Vétsina Zivotnich projevl mikrobidlnich bunék je v podstaté vdzana na urcitd obdobi jejich
rustu. Sledovani rlstu bakterif a kvasinek patii mezi zdkladni mikrobiologické ¢innosti.

Rist a rozmnoZovani mikroorganismu je zdvislé na vlastnostech prostfedi, pfedev§im
na sloZeni substratu a okoli, dostupnosti energie a pusobeni fyzikdlnich a chemickych faktort,
kam patii naptiklad teplota, tlak, pH kultivacniho média, apod. Z toho vyplyva, Ze kultivace
za ptirozenych ¢i cilenych podminek neprobihd rovnomeérné. [1]

Béhem statické kultivace je prubéh ristu mikroorganismt charakterizovan nékolika
fazemi, které jako celek tvoii tzv. ristovou kiivku. Z jejiho tvaru a veli¢in charakteristickych
pro urcité faze je mozné porovndvat rustové vlastnosti riznych mikroorganismi za urcitych
podminek, nebo naopak vlastnosti jedné kultury s riznymi podminkami prostfedi. Druha
zminénd moznost je dulezitd z hlediska optimalizace kultivace primyslové vyznamnych
mikrobidlnich kultur. Nejvyznamné&j$imi veli¢inami charakteristickymi pro urcité faze riistu
jsou doba Lag-faze, generacni doba, rychlost ristu a specifickd rychlost riistu (p). Ristovou
kiivku je moZno sestrojit sledovdnim rastu urcité kultury v definovaném prostiedi, a to
meéfenim optické hustoty vzorkli odebiranych béhem kultivace, ¢i sledovanim nartstu
biomasy mikroorganismu. [1]

Mezi primyslové vyznamné metabolické pochody mikroorganismi patii mlécné a
alkoholové kvaSeni. Produkty vznikajici pti téchto kvasenich, tedy ethanol a kyselina mlé¢na,
jsou metabolity primdrnimi, coZ znamend, Ze se tvoii soucasn¢ s ristem. [2]

Obecné schéma mikrobniho procesu se sklada z pfipravy média, pfipravy inokula
(zdkvasu), vlastni fermentace (rist bunék a tvorba metabolitl), oddéleni bunék a jejich
ptipadné zpracovani a nakonec z izolace produktu. Fermentacni proces ovSem nemusi byt
tvofen vSemi témito kroky, jelikoz jejich volba zdvisi na pouzité suroviné k piiprave
fermentacniho média a predevSim také na vlastnim produktu. Pokud se jednd napiiklad
o produkty, jako jsou pivo a vino, tak neni nutno provadét vétSinu izolacnich a purifikacnich
operaci, sta¢i pouze oddé€leni kvasinek, avSak ptibudou operace spojené se zuSlechténim
produktu (dokvaseni, zrani, aj.). V ptipad¢ vyroby c¢istého ethanolu ¢i destilatl je ovSem
potfeba vénovat se izolaci a zakoncentrovini produktu, coZ se provadi destilaci a rafinaci.
Pro cely proces fermentace je ovSem dulezita i pouZitd surovina, jelikoz ta uruje podstatnou
mérou, spolu s energii, kone¢nou vyrobni cenu produktu. [2]



1 TEORETICKA CAST

1.1 KvasSeni

Pojmem kvaSeni ¢i fermentace jsou oznaCovdny procesy anaerobni dehydrogenace,
v jejichZ prubehu je zkvaSovany organicky substrat zpravidla roz§tépen po predchozi aktivaci
na meziprodukty, které dale vstupuji do oxidacné redukcénich reakci. Aktivace substratu
probiha fosforylaci za ucasti ATP a piisluSnych enzymi. Pfrenos vodiku pfi redoxnich
reakcich je obstardvdn pomoci NAD-dehydrogenaz. [3]

Po energetické strance predstavuje kvaSeni proces, pfi némz se uvoliiuje jen malé mnoZzstvi
energie. Je to tim, Ze anaerobné¢ dehydrogenacni procesy pfemény substratu se zastavuji
vétSinou na tvorbé jednodussich organickych sloucenin, které nemohou byt buiikou za danych
podminek dédle odbourdvany pro nepfitomnost enzymatickych systému katalyzujicich procesy
termindlni oxidace. Celkové mnoZstvi energie uvolnéné preménou daného substritu
v procesech fermentace se podstatné snizuje vytvorenim neuplné oxidovanych organickych
metabolitd. [3]

Kvasnymi procesy ziskdvaji energii vylu¢né jen chemoorganotrofni bakterie. Substratem
pfi fermentaci jsou jednoduché organické latky, nejCastéji sacharidy. Zdkladni metabolickou
drahou pro anaerobni oxidaci sacharidi je tzv. glykolyza neboli Embden-Meyerhof-Parnasova
(EMP) dréha. V této draze je n€kolik reakci, béhem kterych dochdzi k postupné preméné
substratu, vétSinou hexosy, aZz na kyselinu pyrohroznovou. Tato kyselina je pii glykolyze
dulezitd, jelikoZz zpiisob jeji premény, zavisly na vlastnostech ptivodce a podminek kvaseni
rozhoduje o charakteru kone¢nych produktii a tim i typu fermentace. Hlavnimi reakcemi
glykolyzy jsou postupnd fosforylace hexos aZz na fruktosa-1,6-bisfosfat, jeho Stépeni na dva
triosafosfaty a jejich oxidace na 1,3-bisfosfoglycerat. Tato oxidace, kdy se redukuje koenzym
NAD" v NADH a H", je pro n&které mikroorganismy jedinym zdrojem energie glykolyzy.
Cést této energie se ulozi v ATP a dalii Gast se uvolni aZ po daliich reakénich stupnich,
tj. pii preméné makroergické slouceniny fosfoenolpyruvdtu na pyruvat za vzniku dalsi
molekuly ATP. Cisty zisk odbourani jedné molekuly hexosy jsou 2 ATP, jelikoZ ptemé&nou
jednoho triosafosfatu vznikaji 2 ATP, coZ znamen4, Ze z celé hexosy vzniknou 4 ATP, avSak
2 ATP jsou spotiebovany na fosforylaci hexos ve fruktosa-1,6-bisfosfat na pocatku glykolyzy.
(1, 3, 4]
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1.2 Milécné kvaseni

1.2.1 Puvodci a jejich metabolismus

Mlé¢nou fermentaci provadi pocetnd, morfologicky heterogenni skupina mikroorganismi,
zvanych mlécné bakterie. Mezi tyto bakterie jsou v sou€asnosti zahrnovéany grampozitivni
bakterie rodu: Bifidobacterium, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, a
Weissella. Neobsahuji cytochromy a tim ani dychaci fetézec a chybéji jim bézné anabolické
drdhy. Jsou to piisné fermentujici organismy. [4, 6, 7, 8]

Z hlediska morfologického jsou bakterie mlé¢ného kvaSeni nejcastéji koky, s vyjimkou
laktobacill a karnobakterifi, které se vyskytuji jako ty¢inky. VétSina bakterii mlééného kvaseni
jsou fakultativn€ anaerobni, negativni na katalasu, nepohyblivé a nesporulujici. Maji vysokou
toleranci kyselého prostifedi a jsou schopny piezivat i pii hodnoté pH niZs$i nez 5. Tato
vlastnost jim ddva vyhodu nad ostatnimi bakteriemi. Optimdlni teplota rlstu se li§{ mezi rody



od 20 do 45 °C. VétSina z nich jsou povazovany za organismy GRAS (obecné povazované
za bezpecné). Nekteré druhy, napt. Streptococcus, jsou ovsem patogenni. [9]

MIécné kvaseni je anaerobni kvasny pochod, pii némz bakterie vyrabéji z jednoduchych
sacharidl kyselinu mlé¢nou. Nazev tohoto procesu je odvozen od hlavniho produktu (kyselina
mlécnd), nikoliv od druhu zkvaSovaného substritu. Nejjednodussim feSenim problému
nalezeni vhodného akceptoru pro odstranéni vodikovych atomi, odebranych na cesté
od glukosy k pyruvitu, je tvorba laktatu, protoZze akceptorem je sdm pyruvét. Zisk 2 ATP
piedstavuje asi 36 % celkové uvolnéné energie. Pfeménu pyruvétu na laktét realizuje enzym
laktatdehydrogenasa. Laktat je asi nejb&éZnéjSim produktem fermentace cukri a vznikd
pii vétsing kvasnych procesti pouZivanych v mlékarenském primyslu. [7, 10]

Na zaklad¢ enzymového vybaveni, mohou byt bakterie mlé¢ného kvaSeni rozdéleny do ti{
skupin, a to na obligdtn¢ homofermentativni, obligdtné¢ heterofermentativni a fakultativné
heterofermentativni. Vzdjemny pomér a mnoZstvi jednotlivych produktii je zdvisly znacné
na podminkach daného prostiedi a individudlnich vlastnostech jednotlivych kment. [7]

Pfi tzv. obligdtné homofermentativnim mlécném kvaSeni (obrazek 2 A), provadéném vedle
ruznych laktobacild také koky (napt. rod Streptococcus), vznikd prakticky jen kyselina
mlécnd (90%). Homofermentativni mlécné bakterie fermentuji laktosu, glukosu i dalsi
monosacharidy. Na rozdil od Zivocicht, tvoticich pfi nedostatku kysliku vyhradné L-formu
laktatu, vyrab&ji mlécné bakterie vétSinou jen D-laktat. Obligdtni homofermentativni bakterie
obsahuji enzym fruktoso-bisfosfat-aldolasu, av§ak nemaji glukoso-6 fosfat-dehydrogenasu ani

6-fosfoglukonat-dehydrogenasu. [7, 10]

Obligatn¢ heterofermentativni mlééné kvaseni (obrazek 2 B), se vyskytuje u laktobacilt, ktefi
obsahuji ob¢é dehydrogenasy, avSak neobsahuji enzym fruktoso-bisfosfat-aldolasu a
odbourévaji proto glukosu kombinaci pentosového cyklu a Casti glykolytického systému.
Na laktat se proto méni jen Cast glukosy; ze zbytku se tvoii ethanol a oxid uhli¢ity nebo acetat
a oxid uhlicity. Pomér etanolu a vzniklého acetdtu zavisi na redoxnim potencidlu systému.
Tato cesta je vyuzivdna fakultativnhimi anaeroby, jako Lactobacillus casei pro fermentaci
pentosy, a pro fermentaci hexosy a pentosy obligitné heterofermentativnim organismem jako
je Leuconostoc. [9, 10]

Fakultativné heterofermentativni kvaseni (obrazek 2 C), mezi mikroorganismy vyuZzivajici
tento zpisob fermentace miZeme zafadit napiiklad laktokoky. Bakterie majici schopnost
tohoto kvaseni obsahuji vSechny tfi enzymy. VyuZiti tohoto zplisobu nastdva pti nedostatku
glukdzy, kdy rist probihd na dalSich sacharidech, naptiklad Lactobacillus lactis na maltose,
laktose a galaktose, pfipadné nastdva pii zvySeném pH a sniZené teploté. Vedle kyseliny
mlécné se tvori také ethanol, acetat a formiat. Od homofermentativniho kvaseni se lisi tato
drdha tim, Ze z pyruvdtu se tvoii krom kyseliny mlécné i1 formiat a acetyl-CoA. Posledni
uvedeny produkt je tvofen za pomoci enzymu pyruvatformidt lyasy (PFL). Za pfitomnosti
kysliku je tento enzym inaktivovdn a je aktivovany alternativni drdha metabolismu pyruvétu
za pomoci pyruvat dehydrogenasy (PDH). V tomto ptipad¢ vznikd oxid uhli¢ity, NADH a
acetyl-CoA, ktery je ddle pfeménén na acetat a etanol. [9]

Pti ostatnich typech fermentaci, navazujicich na odbourdni glukosy na pyruvat, se musi
pyruvat pfeménit na ruzné produkty, schopné reoxidovat NADH enzymu
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasy. [10]

10
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Obrazek 2 - Katabolické drdhy bakterii mlécného kvaseni [9]

A) Obligdtne homofermentativni, B) Obligdtné heterofermentativni,

C) Fakultativné heterofermentativni

Nékteré kmeny bakterii mlé€ného kvaSeni kromé& D-laktitu produkuji nepatrnd mnozstvi
L-izomeru. Druhy Lactobacillus helveticus a Lactobacillus plantarum produkuji racemickou
smes, slozeni této smési je proménlivé. Stereospecificky enzym laktatdehydrogenéza
ptitomny v bakteriich mlééného kvaSeni urCuje, ktery izomer kyseliny mlé¢né bude
vytvofeny. Pro nékteré aplikace, jako napf. pro syntézu polymléénych kyselin, je Zadouci
opticky Cisty produkt nebo racemickd smés stidlého sloZeni. [4]

Nepfitomnost katalasy u bakterii mlécného kvaSeni umoZiuje jejich kvantitativni
zjiStovani v potravindch nebo jiném prostiedi: kolonie vyrostlé na bohaté agarové pidé se
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pieliji 3% roztokem peroxidu vodiku aty, jeZ neuvoliiuji bublinky kysliku, jsou s nejvetsi
pravdépodobnosti piislusnici rodu Lactobacillus. [4]

Vyskytuji se pfirozené v prostfedi bohatém na Ziviny, jako jsou napfi.: mléko, rostliny a
uvniti lidského a zvifectho téla. Bakterie mléného kvaSeni jsou pouzivany lidmi
pro fermentaci potravin a krmiv od praddvna. Dnes je jejich hlavni vyuZziti stéle
v potravindiském pramyslu, napiiklad ve vyrobé mlé¢nych vyrobkl, naklddané zeleniny,
masa a vina. Homofermentativni mlé¢né bakterie se pouzivaji pro kvasnou vyrobu mlécné
kyseliny. Pii postupné neutralizaci vznikajictho laktatu (napf. CaCOs) se ziskd az 90 %
laktatu ze spotfebovdvaného substritu. Samovolné mlécéné kvaseni se vyuziva pii konzervaci
zeli, okurek a zelené pice (tzv. sildZovéani), nebot zabranuje rozvoji hnilobnych bakterii.
Na pouziti mlé¢ného kvaseni je zaloZeno také syrai'stvi a vyroba kvasenych mléénych ndpoji
(kysaného mléka, acidofilnitho mléka, kefiru, kumysu, aj.). [6, 10]

1.2.2 Produkty metabolismu

Hlavnim  produktem  mlééného  kvaseni je  kyselina  mlécnd,  neboli
kyselina 2-hydroxypropanova. Je to kapalina dobfe rozpustna ve vod€. Ve své struktufe ma
jeden chirdlni uhlik, z ¢ehoz vyplyvd, ze se muze vyskytovat ve formé dvou optickych
izomerd, D a L (viz Obrazek 3). Ob¢& izomerni formy mohou byt polymerizované a
v zavislosti na slozeni mohou vznikat polymery s riznymi vlastnostmi. [11]

Ma vybornou reaktivitu pramenici z toho, Ze karboxylova i hydroxylovd skupina miize
podléhat rliznym chemickym pifeméndm v potencidlné uZitecné chemikélie jako propylen
oxid, propylen glykol, kyselinu akrylovou, pentan-2,3-dion a laktitové estery. [6]

Kyselina mléénd zastavuje rozmnozovani hnilobnych bakterii a stafylokokli, proto je
vyuzivdna ¢innost mlé¢nych bakterii odeddvna pro konzervaci zeleniny a n€kterych krmiv
(kysani zeli a okurek, atd.). [4]

HO /COOH HO /COOH
C C
H C/ “’/,, H/ "4,,
3 H CHg
D (-) Kyselina L (+) Kyselina
mlécna mlécna

Obrazek 3 - Stereoizomery kyseliny mlécné [12]

Dalsim produktem mlé¢ného kvaSeni vznikajicim menSim mnoZstvi je kyselina octova,
také nazyvana ethanova kyselina (HCOOH). Za normélnich podminek se jednd o bezbarvou
kapalinu ostrého zdpachu, dokonale misitelnd s vodou. SlouZi jako rozpoustédlo a acetylacni
¢inidlo. Vodny roztok této kyseliny o 5 aZ 8% koncentraci se nazyva ocet. [13]

Stejné tak, jako kyselina octovd, miZe v menSim mnoZstvi vznikat i kyselina mravenci,
neboli methanova kyselina (CH3;COOH). Je to kapalina s leptavymi Gcinky o teploté varu

100 °C, silné ¢pici, neomezené rozpustna ve vode. Vyuziti nachdzi pii konzervaci potravin.
[13]
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1.3 Lihové kvaSeni

1.3.1 Puvodci a jejich metabolismus

Pojmem kvasinky jsou oznaCovany chemoheterotrofni eukaryotické jednobunécné
mikroorganismy. VétSinou se rozmnozuji pucenim nebo délenim. Systematicky jsou
zafazovany mezi niZ$i houby (Fungi). Zékladnim tvarem kvasinek je rota¢ni elipsoid. Mohou
mit i tvar kulaty, citrénovity, ovalny, lahvovity, ogivélni, podlouhly a vlaknity. V rdmci druhi
a rodd existuje urcitd variabilita rozmért bunék. Nékteré rody kvasinek krom jednotlivych
bun¢k vytvéreji i zaskrcend vldkna slozend z protdhlych bunék, tzv. pseudomycelia, nebo
vldkna se stejnym prifezem po celé délce a rozdé€lend prepdzkami, tzv. pravé mycelium. [4, 7]

VétSina druhti kvasinek tvoii na kultivac¢nich pidéach bélaveé zbarvené kolonie, patii tedy
mezi tzv. bilé kvasinky. Dédle se mohou vyskytovat kvasinky cervené (rizové), kam patii
napiiklad kolonie rodu Rhodotorula. Zbarveni je zpusobeno karotenoidnimi barvivy. Mezi
dalsi vyjimky patii tzv. ¢erné kvasinky s tmavymi az cernymi koloniemi, které m4 napiiklad
rod Aureobasidium. Na sladinovém agaru jsou kolonie této kvasinky zpocatku bilé, avSak
pozdéji Cernaji. [10]

Vyskytuji se hojné v piirod¢, obzvlasté na cukernych substratech, které mohou zkvaSovat.
Charakteristickou schopnosti vétSiny druhii kvasinek je pravé fermentativni odbourdvani
monosacharidii a n¢kterych disacharidi, trisacharidii na ethanol a oxid uhli¢ity. Vzhledem
k této schopnosti dostaly ¢esky nazev kvasinky. Nékteré druhy mohou vyvolavat mykoticka
onemocnéni Clovéka a zvitat, jiné znehodnocuji potraviny ¢i suroviny, napi. pivo, sirupy,
Stdvy. Kvasinky maji nezastupitelny vyznam v priimyslové mikrobiologii, pfi vyrob& piva,
vina, pekarského a krmného drozdi ap. [10]

Plvodci ethanolového kvaseni vychdzejictho z glykolyzy jsou hlavné kvasinky
(Saccharomyces a Torula). Mezi bakteriemi uskuteCiiuje tento proces pouze Sarcina
ventriculi. Jiné bakterie majici schopnost tvorby ethanolu uskuteciiuji jeho tvorbu jinymi
metabolickymi drahami. [3]

V praxi je tento proces velmi duleZity, zejména pii vyrob& ethanolu a alkoholickych
napoju, napt. vino, pivo, aj. Cisty ethanol se pouziva hlavné ve farmacii a medicing. Sumarné
1ze vyjadfit ethanolové kvaseni pomoci rovnice: [3]

C(H,,0,——2CH,CH,OH +2CO, (AG° =234,5k])

Vychozim substratem etanolového kvaSeni jsou hexosy, které jsou dale glykolyticky
pfeménovany aZ na kyselinu pyrohroznovou, ze které v kone¢né fazi vznikd ethanol a oxid
uhlicity. [3]

Energeticka bilance etanolového kvaseni se sklada ze 2 spottebovanych a 4 nové vzniklych
makroergickych vazeb typu ATP, coZ znamend celkovy vytéZzek 2 ATP. Uginnost tohoto
procesu lze vyjadfit procentudlnim pomérem mezi volnou energii 2 makroergickych vazeb a
celkovym mnoZstvim uvolnéné energie:

E:2'30’6-100(kJ):26%
234.5

)

Krom ethanolového kvaSeni vychdzejictho z glykolyzy vznikd ethanol prostfednictvim
Entner-Doudoroffovy dréhy, které je provddéna druhy rodu Zymomonas. Ty zkvasuji glukosu
za tvorby ethanolu, avSak ne pomoci glykolyzy, nybrZz metabolickou drahou oznaCovanou
jako Entner-Doudoroffova. Po fosforylaci glukosy na glukosu-6-fosfat prechdzi pisobenim
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glukosa-P-dehydrogenasou na kyselinu 6-P-glukonovou, kterd je dehydratovdna na kyselinu
2-keto-3deosy-6-P-glukonovou. Ta je poté ucinkem aldolasy Stépena na glyceraldehyd-3-P a
kyselinu pyrohroznovou. Ob¢ slou€eniny jsou nasledné pfeméfiovany na ethanol a oxid
uhlicity, stejné jako pfi etanolovém kvaseni. [3]

1.3.2 Produkty metabolismu

Hlavnim produktem alkoholového kvaSeni je ethanol, nazyvany také ethylalkohol, alkohol
nebo lih. Je to kapalina s vodou neomezené¢ misitelnd, s teplotou varu 78 °C. Ma mirné
dezinfek¢ni ucinky. Patfi mezi jednu z prvnich pfipravenych a ciSt€énych organickych
sloucenin. Po tisicileti se vyrdbi kvaSenim obilnin a sacharidii a jeho ¢iSténi destilaci je
doloZeno jiz ve 12. stoleti pt. n. 1. [13, 14]

Primyslové se vyrdbi kysele katalyzovanou hydrataci ethenu nebo fermentaci glukosy.
Tato slou€enina nachdzi vyuZziti jako rozpoustédlo, surovina k ziskdvani acetaldehydu,
ethylchloridu a rGznych esterd. Hlavni vyuZiti nachdzi k vyrobé alkoholickych népojt.
Pro laboratorni tcely je ethanol denaturovdn napiiklad benzinem, aby byl nepoZivatelny.
[13, 14]

Pii alkoholovém kvaSeni dale vznikd oxid uhliCity. Je to bezbarvy plyn, bez zdpachu,

v Vv,

rozpustny ve vodé. Je t€zsi nez vzduch, nehotlavy a pisobi dusive. [13]
1.4 BioinZenyrské charakteristiky

1.4.1 Ristova krivka
Rustova ktivka se vyuziva jako grafické zndzornéni vzristu poc¢tu Zivych bunék. Tudiz
vyjadiuje casovou zménu koncentrace mikroorganismi a je st€Zejni charakteristikou ristu. [4]

Fyziologické vlastnosti bun€k, nachdzejicich se v riznych fazich ristovych kiivek, se
zna¢né lisi. Napftiklad buiiky ve staciondrni fazi a na pocatku lag-faze jsou méné citlivé vici
nepfiznivym podminkdm (vysoka teplota, osmoticky tlak, atd.), neZ buiikky nachazejici se
v pozdni lag-fazi a ve fazich rastu. [4]

Rustova kifivka ma nésledujici dseky:

1) Lag faze (ptipravnd faze - adaptacni):

Buiiky se nerozmnozuji, zvétSuje se jejich objem a je aktivovdn enzymovy systém bunck
(dochdzi napiiklad k syntéze indukovatelnych enzymii nutnych pro vyuZiti pfitomnych
substrati). Délka této faze se 1isi podle druhu mikroorganismu, fyziologického stavu bunék,
na velikosti inokula a na sloZeni substratu. [4]

2) Faze zrychleného ristu (akcelera¢ni):

Kultura je ptizplisobena podminkdm prostiedi, rychlost riistu bunék se zrychluje, zac¢inaji
se mnozit. Buriky jsou vétsi nez v jinych fazich. Vliv fyziologického stavu inokula na tuto
fazi. [4]

3) Faze exponencialni (logaritmicka):
Je charakterizovdna nejkratSi generacni dobou bunék, konstantni béhem celé této faze, a
intenzivnim mnoZenim bunék. Dochdzi k rychlému vyc€erpavani substratu, avSak nedochdzi
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jesté k limitaci Zivinami. Limitujici mohou byt vlastnosti kultury, charakter prostfedi a teplota
kultivace. Tato faze je nejdiilezitéj$i z diivodu tvorby primarnich metabolitl. Po pfeneseni
bun¢k v této fazi do nového kultivaéniho média se stejnym slozenim pokracuji bunky
v rozmnozovani se stejnou generacni dobou, tedy bez zretelné lag-faze. Tato faze se také
casto oznacuje jako logaritmickd vzhledem k linedrni zavislosti mezi logaritmem poctu bun€k
a dobou ristu. [4]

4) Faze zpomaleného ristu (deklina¢ni):

Dochdzi ke zpomalovani rychlosti mnoZeni, celkového metabolismu a nértstu poctu
odumirajicich bunék. Postupné se vyCerpavaji Ziviny a zacinaji se hromadit metabolity.
Vlivem toho se méni napiiklad pH a redoxni potencidl, coZ piisobi nepfiznive na rist. [4]

5) Faze stacionarni:

V této fazi se zastavuje ptirastek Zivych bunék, to mize byt zpisobeno vycerpanim Zivin
nebo vzrustem koncentrace toxického metabolitu nad urcitou hranici. PoCet odumirajicich
bunék je vyrovnavan velmi pomalym rozmnoZovanim, coZ udrZuje konstantni pocet bunék.
Délka stacionarni faze je odli$nd u jednotlivych mikroorganismi, dale je zavisla na citlivosti
daného mikroorganismu viic¢i stresovym podminkdm, jako je hladovéni, pfitomnost toxického
metabolismu aj. Béhem této faze tvoii sporulujici mikroorganismy endospory. V této fazi
dochdzi k nejvétsi produkei sekundarnich metaboliti. [4]

6) Faze zrychleného odumirani:

Béhem této faze klesd koncentrace Zivych buné€k, ty uz se ned€li a pouze hynou.
Koncentrace Zivin klesla pod kritickou hladinu, ¢imZ se sniZuje aktivita metabolismu. [4]

Grafické znazornéni vzristu pocétu Zivych bunék se provede tak, Ze na osu x je nanesen ¢as
[h] a na osu y je nanesen logaritmus poctu Zivych v 1 litru (viz obrazek 4). [4]

Obrazek 4 - Ristovd kiivka [4]

t—doba [h], x — pocet Zivych bunck v 1 ml, 1 — Lag fdze, 2 — fdze zrychlujiciho se ristu,
3 — exponencidlni fdze ristu, 4 — fdaze zpomalujiciho se ristu, 5 — staciondrni fdze rustu,

6 — fdze odumirdni
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1.4.2 Kinetika rastu koncentrace bunék

Tzv. ristové konstanty obvykle charakterizuji rist bakterii v exponencidlni fazi. Jestlize
na poc¢atku exponencidlni faze byl pocet bunék v 1 ml vyjadien jako xp, tak po jedné
generacni dobé je pocet bun€k dvojnisobny, tedy 2xyp a pon generacnich dobach je pocet
bunék x roven 2"xy. Po uplynuti doby 7 tedy plati:

x=2"x, (1

kde veliina r vyjadfuje pocet dé€leni bunck za jednotku casu [h], lze také vyjadfit jako
prevracend hodnota generani doby. Rychlost ristu bunék neboli pfirtistek bunék s ¢asem
b&hem exponencidlni faze 1ze ziskat derivaci rovnice (1) podle ¢asu:

dx )
—=2"x.1n2 2
” 0 ()

Za ¢len 2™xg lze z rovnice (1) do rovnice (2) dosadit veli¢inu x vyjadiujici koncentraci bun&k
a ziskame:

dx
— =xrln2 3
dt o ©)

Déle lze nahradit ¢len rIn2 veli¢inou g, kterd se nazyvd mérnd ristovd rychlost, ¢imzZ
dostavame vztah, kterym mizeme vyjadfit rist bunék binarnim délenim:

dx
o 4
7 Mx 4)

Z toho vyplyvéd, Ze pocet bun¢k v daném okamZiku je imérny rychlosti ristu mikrobidlni
populace v jakémkoliv okamZiku exponencidlni faze. Veli¢ina 4 je zde konstantou Gmeérnosti.
[4, 15]

Po urcitém trvani riistu v exponencidlni fazi 1ze vypocitat pocet bunck v prostredi feSenim
diferencidlni rovnice (4) metodou separace proménnych.

G ©
Xo X fo
z ¢ehoz plyne, Ze
Inx—Inx, = u(t—t,) (6)
Inx=pu(t—1t,)+Inx, @)

Rovnice (6) a (7) jsou rovnicemi piimky protinajici osu y v bod€ In xy a majici smérnici u.
Cast&ji se oviem vypodte 4, jelikoZz hodnoty x a xy je mozno experimentdlné zjistit, a to
napiiklad pfimym nebo kultivaénim pocitinim bunck. Exponencidlni faze ristu se casto
oznacuje také jako logaritmickd faze, vzhledem k linedrni zdvislosti logaritmu poctu bunék
na Case. [4, 15]

16



Inx

Inx; {

Obrazek 5 - Grafické zndzornéni riistu bunek v exponencidlni fdzi [4]

X - pocet bunéek v 1 ml, t - doba [h], tg «- specifickd riistovd rychlost (1)

Specificka rastova rychlost neni zavisla pouze na druhu mikroorganismu, ale i na vnéjsich
podminkach, kam patii teplota, pH prostiedi, ¢i koncentrace Zivin. Zavislost kinetické
konstanty # na koncentraci Zivin lze podle Monoda vyjadfit jako analogii k enzymatické
kinetice Michaelis-Mentenové vztahem:

1=y, )

s+ K, ’
kde f4nqx znamend maximdlni specifickou ristovou rychlost daného mikroorganismu za dané
teploty a pH; ¢, zna¢i koncentraci substriatu pifitomného v nedostateCném mnozZstvi a
za nadbytku ostatnich potifebnych Zivin; K; je saturacni konstanta. Tato konstanta vyjadiuje

, a afinitu buriky k Zivin€. Cim mensi je hodnota K, tim

koncentraci substratu, kdy u = ‘ULZ‘“

vetsi je afinita. Pri velmi nizkych koncentracich a nizkém K; je dosaZeno prakticky gsx-
Vycerpanim této zZiviny klesd prudce rychlost riistu. Hodnoty K; se pohybuji napiiklad
u cukrt v desitkdch ug-ml™. [4, 15]

K postupnému sniZovéani obsahu zivych bunék dochédzi v obdobi nedostatku substrétu, tim
muze byt napiiklad i rozpustény kyslik u aerobnich procest. Je proto zaveden pojem tzv.

limitujiciho substritu, cozZ je takovd slozka, pfi jejimZ nedostatku dochdzi k zastaveni rastu
bun¢k. [15]

Limitujicim substritem obecné¢ muze byt nejen jednosloZkovy, ale i dvou- a vicesloZkovy
substrat. Rovnici ristové rychlosti pro dvouslozkovy limitujici substrat 1ze psat ve tvaru:

Sl ) S2
Sl +Kx1 S2+Ks2

ﬂ :/'lmax ’

K limitaci vicesloZkovym substratem se nejcastéji vyskytuje u vsaddkovych fermentorti, kde
ke konci fermentace rychle ubyvd obsah substrdtu a Zivin. ZvlaStnim piipadem limitace
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dvouslozkového substratu miiZze byt soucasnd limitace uhlikovych substritem a kyslikem
pii aerobni kultivaci bunék. [15]

Zpomaleni az ukonceni rozmnoZovani na konci exponencidlni faze miZe byt zplisobeno
dvéma faktory, a to vznikem metabolickych zplodin nebo vycerpanim Zivin. Nejcastéji je
je linedrni funkci vychozi koncentrace této limitujici Ziviny (c), z cehoZ vyplyva vztah:

G=K-c

kde K je vytézkova konstanta neboli vytéZnost mikroorganismu na dané Zivin€. Vyjadiuje,
kolik gramu suSiny biomasy se vytvoii z 1 g Ziviny, tato veli¢ina je konstantni v pribéhu celé
rustové kiivky. VytéZnost je zdvisld na druhu mikroorganismu, ale i na celkovém sloZeni
pudy, tzn. vys$si hodnota vytéZnosti na pudé s vitaminy a aminokyselinami, neZ na padé
s minimem téchto sloZek. Vztah pro vypocet celkového ndriistu plati i pro zdroje dusiku,
fosforu a pro ristové latky, které neni dany mikroorganismus schopen sam syntetizovat, coz
jsou napf. jiz zminéné vitaminy a aminokyseliny. AvSak hodnota K je pro kazdou z téchto
slou¢enin odlisna u daného mikroorganismu. Linedrni zavislosti mezi rastem a koncentraci
limitujici Ziviny se vyuZivd v potravindfském primyslu ke stanoveni koncentrace vitaminu
nebo jiné rastové latky v potravinidch z narGstu vhodného auxotrofniho mikroorganismu
vyZadujiciho danou latku. [4]

1.5 Analytické metody

1.5.1 Stanoveni suSiny biomasy

V potravindiském primyslu je nejpouzivanéjsi arbitrdZni metodou ke stanoveni suSiny a
vody suSeni pii 105 °C. SuSeni pfi této teploté probihd az do konstantniho tibytku hmotnosti.
Pii této metod¢ dochdzi k difazi, tzn. transportu vody z vnitinich vrstev na povrch, a
odparovéni povrchové vody. Konstantni hmotnosti doséhneme, kdyZ nastane rovnovdha mezi
parcidlnim tlakem odpafované vody na povrchu materidlu a parcidlnim tlakem suSiciho
média. Rychlost suSeni ovliviiuje povaha vzorku, tvar ¢4stic, mnoZstvi navazky, teplota,
vlhkost, rychlost a smér proudéni susicitho média. [16]

1.5.2 Turbidimetrie

Je optickd metoda zaloZend na meéifeni prochédzejiciho svétla zeslabeného rozptylem
na Casticich se nazyva turbidimetrie. Pfi méfenich je duleZité ziskat reprodukovatelnou
suspenzi mefené reakéni smési, kterd je dostatené stald. Zatreni absorbované nehomogennim
prostiedim, tj. koloidnim roztokem nebo roztokem zakalenym jemnou sraZeninou, se mé&fi
absorp¢nimi fotometry a spektrofotometry. [17]

T N i P P detektor
zdrgj f---- w progfed srozptlenymi f--- - Rl
svétla [22oH] Sctic emi oo prochazeiiciho

I zafeni

TURBIDIM ETRIE

EY
dete ktor
odraZze ného | NEFEL OMETRIE
Zafen

Obrazek 6 - Schématické zndzorneni turbidimetrie a nefelometrie [18]
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Fotometrickd citlivost je nepfimo umérnd vlnové délce. Vztah mezi absorbanci a
koncentraci Castic pro malé Castice obvykle linearni, ale obvykle to neplati
pro imunochemické reakce. Se zménou vinové délky zafeni se vSak miiZe linedrni odezva
meénit na nelinedrni. Jakykoliv vliv zpisobeny vznikem ¢astic odliSné velikosti bude ménit
vysledky méfeni absorbance. Za ptredpokladu, Ze je suspenze bezbarvd, lze turbiditu méfit
pomoci jakéhokoliv fotometru nebo spektrofotometru. I za cenu sniZeni citlivosti reakce, je
tteba sniZit na minimum vliv interferujicich latek. Zavislost intenzity proslého zafeni
na vlastnostech absorbujictho prosttredi je exponencidlni:

I, =1,-¢"

kde I; = intenzita proslého zafeni, Iy = intenzita svételného zdroje, t = turbiditni koeficient,
L = svételnd driha kyvetou. [17]

1.5.3 HPLC

HPLC je zkratkou anglického high performance liquid chromatography, v prekladu
vysokoucinnd kapalinovd chromatografie. Tato chromatografickd technika slouzi k separaci
sloZek vzorku za dcelem stanoveni piitomnosti a koncentrace danych sloZek ve vzorku. Muze
slouzit také k izolaci jednotlivych sloZek, coZ se nazyvé preparativni chromatografie. HPLC
aparatura se liSi od bézné sloupcové zejména pritomnosti vysokotlakého cerpadla
umoziujictho prutok mobilni fiaze kolonou o menSich rozmérech. V koloné je véazana
staciondrni faze na ¢éstice o velikosti nékolik mikrometri. Dané uspotadani je pficinou vyssi
ucinnosti separace latek u HPLC za kratsi dobu, oproti klasické sloupcové chromatografii.
[19, 20]

HPLC piistroje se sklddaji z nadrzky s mobilni fazi, ¢erpadla, injektoru, separacni kolony a
detektoru. Slouceniny jsou odd€lovany tak, Ze vzorek je pomoci injektoru vnesen do kolony.
Rizné slozky smési prochdzi kolonou s riiznou rychlosti v disledku odlisné rozdélovaci
schopnosti mezi kapalnou mobilni fazi a staciondrni. [19, 20]

Pouzitd rozpoustédla musi byt odplynéna z diivodu eliminace vzniku bublin. Cerpadla by
méla poskytovat vysoky tlak a konstantnost priitoku bez pulzi. Mohou byt naprogramovana
tak, aby se meénilo sloZeni rozpousStédla béhem separace. Kapalny vzorek je zaveden
do davkovaci smycky vstitknutim pomoci injektoru. Po naplnéni smycky je vzorek vnaSen
do blizkosti po¢atku chromatografického loze viazenim davkovaci smy¢ky do proudu mobiln{
faze. Piitomnost analyti protékajicich kolonou je zaznamendn detekci zmény indexu lomu,
UV-VIS absorpce s ménitelnou vilnovou délkou, fluorescence po excitaci vhodnou vinovou
délkou nebo elektrochemickou reakci. K detekci miize byt také pouzita hmotnostni
spektrometrie, kterd muze krom detekce separovanych latek poskytnout informaci o struktufe
oddélenych analyti a jejich identifikaci. [19, 20]
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Obrazek 7 - Schéma vysokotlaké kapalinové chromatografie [19]
1.6 Uzité mikroorganismy

1.6.1 Rod Lactobacillus

Patii do Celedi Lactobacillaceae, ktera spadd do fddu Lactobacillales, ttidy Bacilli a kmene
Firmicutes. Taxonomické zatazeni je ndzornéji ukdzano na obrazku 8. [21]

Rod:
Sireplocaccis
Ttida: _
Mallicites Rod:
B ad: Laciocooois
Bacillales
Kmen: Ttida: Rod;
Firmicutes || Bacilli Lacinbacills
|1
"‘., Rad:
\ Trida: Lactobacillale Rod:
\| e Enterocorciis
Clostridia
Rad:
Pedincoocus
Rod:
Leueorostor

Obrazek 8 - Taxonomické zarazeni rodu Lactobacillus [21]
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Nézev je odvozen z latinského lac, neboli mléko. Do tohoto rodu jsou zafazovany mlécné
bakterie majici buniky ve tvaru pravidelnych tycCinek, které jsou obvykle delsi, obCas kokovité.
Jsou uspotadané v palisddach nebo kratkych fetizcich. Maji bunécnou sténu grampozitivniho
typu, netvoii spory, pouze ziidka pohyblivé peritrichdlnimi bi¢iky. Z hlediska ndrokii na
kyslik jsou povazovany laktobacily za fakultativn¢ anaerobni, obCas mikroaerofilni (lepsi rtst
pii redukované koncentraci kysliku). Ne&ktefi zastupci vSak vyZaduji striktné anaerobni
podminky pfi izolaci. Obecné je rast laktobacili podporovan piitomnosti 5 % oxidu
uhli¢itého. Zastupci tohoto rodu patii mezi chemoorganotrofni mikroorganismy vyZzadujici
bohatd komplexni média. Nemaji schopnost redukovat nitraty, nehydrolyzuji Zelatinu a jsou
negativni na kalatazu, ktera katalyzuje rozklad peroxidu vodiku na kyslik a vodu. Optimalni
teplota pro rist je 30 az 40 °C a pH optimum je obvykle mezi 5,5 az 6,2. [21]

v v Vv s

Rod Lactobacillus je v piirodé velmi rozsifen, obzvlasté v nejriznéjSich potravinich
rostlinného nebo Zivoc¢iSného plvodu. Jeho druhy se vyskytuji napiiklad v mléce, kde
vyvoldvaji zkvaSovéani laktosy na kyselinu mlé¢nou. Déle se vyskytuji v dstech a travicim
traktu savcill, na rostlindch a v piidé. Maji schopnost zkvaSovat laktosu. Pouze vzdcné jsou
patogenni. [7]

Mezi homofermentativni mlécné bakterie patii napiiklad tyto druhy rodu Lactobacillus:
L. delbrueckii, L. acidophilus, L. plantarum, a mezi heterofermentativni mlécné bakterie patii
napt. L. fermentum, L. brevis, L. buchneri. V mlékarenském primyslu se homofermentativni
laktobacily poZivaji pii vyrobé¢ syri (napt. L.casei, L.delbrueckii subsp. lactis, L. helveticus).
Nekteré druhy rodu Lactobacillus se pouZzivaji pro vyrobu kysanych mléénych vyrobki (napf.
L. acidophilus pro ptipravu tzv. acidofilntho mléka, L. delbrueckii subsp. bulgaricus
pro piipravu jogurtu). Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii zkvaSuje sacharosu
a pouZiva se pro priimyslovou vyrobu kyseliny mlécné z melasy. [4]

Laktobacily jsou pomérné ndrocné na vyzivu, vyZaduji kromé sacharidli jako zdroje
energie a uhliku i nukleotidy, aminokyseliny a vitaminy. Témé&f vSechny druhy vyZaduji
pro svlij rast kyselinu pantotenovou a nikotinovou, heterofermentativni bakterie navic
vyZaduji i thiamin. K jejich péstovéni in vitro je pouZivano tekutého nebo pevného média,
zejména MRS. Tekutd i pevnd piida MRS je sloZena z: peptonu, masového extraktu,
kvasni¢ného extraktu, glukosy, tweenu 80, hydrogenfosforecnanu draselného, octanu
sodného, citranu amonného, siranu hotfe¢natého a siranu manganatého. Pevnd piida MRS
navic obsahuje 1,5 aZ 1,8 % agaru. Pida podle Rohosy je podobného sloZeni s menSimi
rozdily. Misto peptonu a masového extraktu obsahuje trypton, navic obsahuje ledovou
kyselinu octovou a siran Zeleznaty. Stanoveni laktobacili v n€kterych potravinafskych
vyrobcich a surovinéch je ptedepsano. [7, 8]

Jejich ristu nejvice vyhovuje slabé kyselé prostiedi, kdy pocatecni pH je v rozmezi 4,5 az
6,4. Jestlize pH dosdahne hodnoty 3,6 az 4,0, riist se zastavuje v zavislosti od druhu a kmene.
Optimdln{ teplota pro rast je 40 °C, avSak né€které rostou i pii teploté nizsi nez 15 °C. Hornim
limitem teploty pro rust je 62 °C. Doba inkubace byva 2 az 7 dni v zavislosti od druhu vzorku
a pidy. Obvykla doba inkubace laktobacili je 5 az 6 dni. [7]

Lactobacillus casei

Dftive nazyvan Lactobacterium casei. Druhové jméno je odvozeno z latinského caseus, coz
znamend v prekladu syr. Je jednim z mnoha druhli bakterii patficich do rodu Lactobacillus.
Jedna se o mezofilni, grampozitivni nepohyblivé bakterie tyCinkovitého tvaru, které se mohou
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agregovat do fetizkli. Déle jsou nesporulujici, bez cytochromu. Patii mezi fakultativné
anaerobni mikroorganismus, ktery ziskdvd energii pomoci fermentace. VéEtSina kment
L. casei mize kvasit galaktosu, glukosu, mannosu, mannitol, N-acylglukosamin a tagatosu.
Schopnost fermentace laktosy je méné Castd u kment izolovanych z rostlinnych materidld,
neZ u téch izolovanych ze syri ¢i zazivaciho traktu Clovéka. Pfi rlstu L.casei hraji roli
podminky fermentace, jako jsou teplota, pH, slozeni kultivatniho média, mnozstvi kysliku.
[8, 22, 23]

Tento druh bakterie mlZeme nalézt v riznych prostfedich, jako jsou syrové a
fermentované mlécné vyrobky, Cerstvé a fermentované rostlinné produkty, dile se vyskytuji
napiiklad v zazivacim ¢i rozmnoZovacim traktu Clovéka a zvitat. Okyseluje a koaguluje
mléko po 3 az 5 dnech a zplsobuje jeho hlenovitost. Ma schopnost intenzivné rozkladat
bilkoviny az na volné aminokyseliny, zvlast€ napiiklad kasein. Optimdlni pH pro L. casei je
5,5 a optimdlni teplota se pohybuje okolo 30 °C. Kyselina mlé¢nad produkovand L. casei je
dilezitd z hlediska pouZiti k vyrobé syrd, piipadné jogurtli, pomdhd sniZovat hladinu
cholesterolu, zlepSuji imunitni systém a trdveni, zmirfiuje nesndsSenlivost laktosy, inhibuje
sttevni patogeny a slouZi jako probiotikum. Probiotika jsou mikroorganismy, které podporuji
¢i udrzuji rovnovahu mikroorganismu zijicich v zazivacim traktu. [8, 22, 24]

Lactobacitius casef subsp.casef

Obrazek 9 - Mikroskopicky obraz bunék Lactobacillus casei [26]

1.6.2 Rod Saccharomyces

Je rodem tvoficim askospory, patii tedy do kmene Ascomycota, ve kterém patii
do podkmene Hemiascomycotina, tiidy Saccharomycetes a tadu Saccharomycetales.
Taxonomické zatazeni je ndzorné€ji ukazano na obrazku 10. [27]

22



Kmen:
Azcomyoota

/\\\

podkmen: podicmen: podkmen:
Archiascomyecoting Hemiascomcoting Fazizomycoting
I
THda:
Saccharamycetes
I
Rad:
Stccharomycetales

Rod: Rod:
Saecharamyess Dhpadascus

Obrazek 10 - Taxonomické zarazeni rodu Saccharomyces [27]

vV s vev s

Patii mezi nejznamé;jsi a nejprozkoumané;jsi rod kvasinek. Ndzev vychdzi z feckych slov
sakcharon = cukr a mykés =houba, tedy doslovné ,cukernd houba®“. Builky rodu
Saccharomyces se vyznacuji vétSinou elipsoidnim, vej¢itym nebo protdhlym tvarem. Hlavni
slozku bunécné stény tvoii glukan a mannoproteiny. [4, 7]

Obsahuje sedm druht, které jsou schopny zkvaSovat vétSinou nékolik cukrti. Jako zdroj
uhliku nevyuzivaji laktosu a jako zdroj dusiku nevyuZzivaji NOs". Vegetativni rozmnoZovani
probiha multilaterdlnim pu€enim a vegetativni stidium je aZ na vyjimky diploidni. Dochézi
také ke konjugaci mezi buitkami, kdy vysledkem je tvorba spor s hladkym povrchem v poctu
1 az 4 v jednom viecku. Askospory obsahuji chitosan a dityrosin. [4, 7]

Optimélni teplota pro kvaSeni je 22 az 25 °C. Pfi pivovarském spodnim kvaSeni se
adaptovaly na teploty 5 az 12 °C, vzhledem k tomu, Ze tento typ kvaSeni probihd za nizkych
teplot. Rast kvasinek se v kapalném médiu projevi zdkalem. Potfeba vétstho mnozstvi kysliku
pii rozmnoZovani se projevi slizovitou vrstvou, tzv. mazdrou. Na povrchu tekutiny se jindy
rozprostiraji jako tenkd blanka (koZka), ta se mlze zachytdvat na sténidch nadoby se zbytky
zivné tekutiny. Pokud nepotiebuji tolik kysliku, na povrchu se tvoii prstenec nebo ostrivky
mazdry. [7]

Ke kultivaci je nej€astéji pouzivdna sladina jako kapalné Zivné médium a jako tuhé Zivné
médium. Na jejich izolaci nebo piesnou identifikaci pfi mikrobiologické kontrole jsou
pouzivéna selektivni nebo selektivné-diagnostickd zZivna média. [7]
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Saccharomyces cerevisiae

Patii mezi nejdilezitéjsi druh rodu Saccharomyces, vzhledem k vyraznym fermenta¢nim
schopnostem se uplatituje jako pekatskd, lihovarskd, vinafskd nebo spodni ¢i svrchni
pivovarskd kvasinka. Druhovy nazev pochazi z latinského cerevisiae, znamenajici pivo.
Slouzi jako modelovy mikroorganismus pro biochemické a genetické prace, z toho diivodu je
neprostudovanéjsi kvasinkou. ZkvaSuje glukosu, maltosu, galaktosu, sacharosu a také
¢astecné Ci zcela rafinosu. Naproti tomu trisacharid rafinosu zkvaSuji z jedné tietiny tak, Ze
z ni odStépuji pouze fruktosu, zbytek zlstdva nerozstépen jako disacharid. [4]

Vegetativné se rozmnozuji vyhradné pucenim. Témeétr vZdy je oddélena dcefind burika
mens$i neZ matetskd bunika. Buriky jsou ovdlného tvaru. Na agaru vyrustaji ve formé bélavé
krémovych, vyvysSenych, hladkych, lesklych kolonii s kruhovitym nevldknitym okrajem. Byl
zjistén vyskyt homothalickych i heterothalickych kment. Pfi pohlavnim rozmnoZovani
dochdzi k tvorb& viecek s askosporami, jez jsou kruhovitého nebo ovalného tvaru po 1 az 4
v jednom viecku. [8]

Kvasinky S. cerevisiae jsou pouZzivany také napiiklad k piipravé ockovaci latky proti
Zloutence typu B. Pomoci genového inZenyrstvi je do bunék kvasinek vloZen gen pro tvorbu
HBs antigenu (= povrchovy antigen proti Zloutence typu B). Vlivem rychlého mnozeni
kvasinek dochdzi k produkci velkého mnozstvi ¢ist¢tho HBs antigenu. Ten je inaktivovan a
ndsledné pouZit k vakcinaci proti hepatitidé B. Tato metoda pfipravy vakciny nahradila
puvodni, kdy se ziskdval antigen HBs z krve chronickych nosici. [8]

' S.cerevisiae

5 pm m..
o e e ( ‘} Your 015

Obrazek 11 - Mikroskopicky obraz bunék Saccharomyces cerevisiae [28]
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Cil prace

Cil bakalarské prace byl zaméfen na studium ristu vybranych mikroorganismil, a to
konkrétn¢ Lactobacillus casei a Saccharomyces cerevisiae. Déale byla cilem analyza
metabolitii vzniklych pfi kultivaci.

2.2 Pristroje a pomucky
— Centrifuga Hettich EBA 20
— Pecici trouba Mora 524
— Ultrospec™ 10 Cell Density Meter
— Termostat Memmert
— Minittepacka lab dancer vario
— Bé&Zné laboratorni sklo
— Mikropipety
— Analytické vahy
— HPLC (vysokoucinny kapalinovy chromatograf)

Obrazek 12 - Cell density meter biowave WPA CO 8000

2.3 Mikroorganismy a priprava média

2.3.1 Analyzované mikroorganismy

Ke studiu rastovych charakteristik byli pouZziti zastupci kvasinek rodu Saccharomyces a
bakterii rodu Lactobacillus:
— Saccharomyces cerevisiae
— Lactobacillus casei

2.3.2 Chemikalie pouzité k pripravé médii

Kultivaéni médium pro Saccharomyces cerevisiae:
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— D-glukosa (bezvodd), (p.a., vyrobce PENTA)
— kvasni¢ny extrakt (vyrobce Carl Roth)

— (NHy)>SOy (p.a., vyrobce Lach-Ner)

— KH,POy4 (p.a., vyrobce Lach-Ner)

— MgSO4-7H,0O (p.a., vyrobce Lach-Ner)

Kultivaéni médium pro Lactobacillus casei:
— MRS Bouillon (vyrobce Carl Roth)

2.3.3 Priprava kultiva¢niho média
Kultivacni médium pro Saccharomyces cerevisiae

Byly navédzeny chemikalie pro pifipravu 100 a 200 ml kultivatniho média. Pro pfipravu
100 ml kultivaéniho média bylo navdZeno: 10 g bezvodé D-glukosy; 0,3 g kvasni¢ného
extraktu; 0,1 g (NH4),SO4; 0,1 g KH,PO4 a 0,05 g MgSO4-7H,0. Pro objem 200 ml byla
potieba dvojnasobnych navazek. Dale bylo piiddno 100 a 200 ml destilované vody, média
byla diikladn¢ promichdna a vysterilovana.

Kultivace Saccharomyces cerevisiae

Na inokulum bylo pouzZito médium o objemu 100 ml, které bylo zaockovano klickou
ze Sikmého agaru. Inokulum bylo kultivovdno v termostatu pii 35 °C po dobu 13 hodin.
Pro studium produkce biomasy a metabolitu bylo pouzito 200 ml média, které bylo
zaockovano 20 ml inokula. Barika byla umisténa opét do termostatu nastaveného na 35 °C a
byla zahdjena kultivace, kterd byla ukoncena po 24 hodinéch.

Kultivacni médium pro Lactobacillus casei

Opét byly pfipraveny dvé kultivaéni média o objemu 100 a 200 ml. Pro piipravu 100 ml
kultivacniho média bylo navazeno 5,2 g MRS. Pro objem 200 ml byla navdZka dvojndsobna.
Dale bylo ptfiddno 100 a 200 ml destilované vody, média byla dikladné promichdna a
vysterilovéana.

Kultivace Lactobacillus casei

Na inokulum bylo pouZito médium o objemu 100 ml, které bylo zaockovdno 10 ml
ze zamrazené kultury. Inokulum bylo kultivovano v termostatu pii 35 °C po dobu 13 hodin.
Pro studium produkce biomasy a metabolitu bylo pouZito 200 ml média, které bylo
zaoCkovano 20 ml inokula. Barika byla umisténa opét do termostatu nastaveného na 35 °C a
byla zahdjena kultivace, kterd byla ukon¢ena po 24 hodinéch.

24 HPLC

2.4.1 Chemikalie a standardy
— Kyselina mlé¢na (Cistd, 80%, vyrobce LACHEMA)

— Ethanol (absolut p.a., vyrobce MERCK)
— D-glukosa (bezvodd), (p.a., vyrobce PENTA)

— H,SOq4 (p.a., vyrobce LACHEMA)
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2.4.2 Kolona a predkolona
— Pfedkolona: Watrex Polymer IEX H-forma, 40 x 8 mm
— Kolona: Watrex Polymer IEX H-forma, 8 x 250 mm

2.4.3 Parametry a podminky
— prutok: 0,5 ml-min™!

— teplota: 40 °C

— cas analyzy vzorku: 35 min

— tlak v koloné: 1,7 MPa

— mobilni faze: 1,3 mM H,SO,

2.4.4 Detektory
— UV/VIS
— RID

Obrazek 13 - Vysokoiicinny kapalinovy chromatograf s automatickym ddavkovacem
2.5 Metody méreni

2.5.1 Postup stanoveni mnozstvi susiny

Z kazdé kultivace bylo odebrdno 10ml vzorku, ten byl zcentrifugovdn 10 minut
pii 6000 otackach za minutu. Supernatant nad sraZeninou byl uchovan k dal§im analyzdm a
ziskany sediment z centrifugace byl promyt vodou, protfepdn na vortexu a opét
zcentrifugovéan. Po centrifugaci byl ziskdn druhy supernatant, ktery byl vylit do odpadu a
zbyly sediment byl protfepan s malym mnoZstvim vody a kvantitativné pteveden do pfedem
zvazené a vysusSené odparovaci misky, kde byl ddle suSen pii 105 °C. Po vysuSeni byla miska
i se vzorkem zvdZena na analytickych vahéch a z rozdilu hmotnosti bylo stanoveno mnoZstvi
suSiny.
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2.5.2 Stanoveni rustové krivky

V pribéhu kultivace byla v hodinovych intervalech méfena optickd hustota kultury pomoci
piistroje Ultrospec™ 10. Byla métfena absorbance pfi vinové délce 600 nm. Jako blank byla
pouzita destilovand voda. V okamziku, kdy byla absorbance vySsi nez 1,0, byl vzorek
naredén.

2.5.3 Analyza metaboliti pomoci HPLC

Na analyzu metodou HPLC byly jako vzorky pouzity ziedéné supernatanty ziskané
pii stanoveni suSiny biomasy. Supernatant ziskany z kultivace Lactobacillus casei byl ztedén
4x a u Saccharomyces cerevisiae bylo fedéni desetindsobné. Nafedéné vzorky byly
ptefiltrovany do vialek a dany k analyze na HPLC.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Rustové krivky

Byl studovdn rlst jednotlivych mikroorganismi za optimdlnich podminek
v Erlenmeyerové baiice. Rust byl sledovan jako zdvislost hodnoty optické hustoty métrené
za vlnové délky 600 nm (OD) na case. A déle jako zavislost koncentrace suSiny na Case.

Z namétenych hodnot byly sestrojeny grafy rastovych kiivek.

m m m

Vypocet koncentrace susiny: ¢ = — = — s _misky
\% \%
1,1526 -1.1
Pro S. cerevisiae, t = 0: ¢ == 52611507 =019¢g-1"

0,01

3.1.1 Rustové kiivky Saccharomyces cerevisiae

Tabulka 1 - Zdvislost optické hustoty (OD) na case behem kultivace pro S. cerevisiae

t [h] oD Fedéni |t [h] oD Fedéni
0 0,08 9 2,64
3x
1 0,10 10 291
2 0,17 11 3,48
4x
3 0,28 - 12 4,16
4 0,51 13 4.65 5x
5 0,72 14 5,04 6x
6 1,02 21 5,52
7 1,84 2xX 23 576 12x
8 2,46 3x 24 5,76

Tabulka 2 - Zdvislost koncentrace biomasy na case pro S. cerevisiae

t [h] 0 2 5 6 8 10 12 14

21

23

c gl 0,191 0,16] 041| 06| 1,13] 143] 1,65] 2,03

2,15

2,22
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Graf 1 - Ristovd kiivka kultivace Saccharomyces cerevisiae (zdvislost optické hustoty na case)
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Na tomto grafu lze vidét, Ze exponencidlni faze S. cerevisiae zafala pravdépodobné
od 2. hodiny méfeni. Lze usuzovat, Ze na poCatku meéfeni jeSt€¢ probihala Lag-fdze. Konec
exponencidlni faze nastal podle v§eho mezi 21. a 23. hodinou.

Graf 2 - Ristovd krivka kultivace Saccharomyces cerevisiae (zdvislost koncentrace biomasy na case)

f (t) = Chiomasa

2,5 1

0,0 T T T T T T T T T T T 1
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t[h]

Z tohoto grafu méfeni koncentrace biomasy na €ase pro S. cerevisiae 1ze usuzovat stejné
zavery jako pii méfeni zavislosti absorbance na €ase. Nepatrny pokles v 2. hodiné mohl byt
zpusoben Spatnym promichdnim média pred odbérem.
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Graf 3 - Porovndni ristovych krivek Saccharomyces cerevisiae (zdvislost optické hustoty a

koncentrace biomasy na case)

Srovnani f (t) = OD a f (t) = Chiomasa
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Tento graf ukazuje srovnani obou pouzitych metod pro stanoveni rastovych kiivek.
Stanoveni hmotnosti suSiny bylo provadéno ve vétSim ¢asovém intervalu vzhledem k tomu, ze
metoda méfeni optické hustoty je pon€kud presnéjsi a méné Casoveé narocnd. Déle tento graf
ukazuje, Ze se prubéhy rastovych kiivek ziskanych obéma metodami pfili§ nelisi.

3.1.2 Rustové kiivky Lactobacillus casei
Tabulka 3 - Zdvislost optické hustoty (OD) na c¢ase behem kultivace pro L. casei

t [h] OD fedéni | t[h] OD redéni

0 0,16 9 1,68 3x

1 0,16 10 1,74

2 0,25 11 1,89

3 0,35 - 12 2,07

4 0,71 13 2,19

5 0,82 14 2,22

6 0,95 21 2,32 Ax

7 1,26 2x 23 2,40

8 1,41 3x

Tabulka 4 - Zdvislost koncentrace biomasy na case pro L. casei

t [h] 0 2 5 6 8 10 12 14 21 23

clgl!] 0,15 0,16f 0,24 031| 041 043, 048, 0,51 0,54 0,56
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Graf 4 - Ruistovd krrivka kultivace Lactobacillus casei (zdvislost optické hustoty na case)
f(t)=0D
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Z tohoto grafu lze usuzovat, Ze pocatek exponencidlni fize u L. casei zacal nékdy
po 1. hodin¢ kultivace a konec nastal pravdépodobné kolem 13. hodiny.

Graf 5 - Riuistovd krivka kultivace Lactobacillus casei (zdvislost koncentrace biomasy na case)

f (t) = Chiomasa

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
t [h]

Zde je zobrazena rustova kfivka L.casei ziskdna méfenim hmotnosti suSiny. Opét lze
usuzovat stejné zavéry jako u ristové kiivky ziskané mérenim optické hustoty.
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Graf 6 - Porovndni ristovych kiivek Lactobacillus casei (zdvislost optické hustoty a koncentrace

biomasy na case)

Srovnani f (t) = OD a f (t) = Chiomasa
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Z tohoto grafu porovnani ristovych kfivek ziskanych riznymi metodami Ize opét vycist, Ze
se dané rlstové kiivky piili§ nelis§i. Divodem vétsiho Casového intervalu mezi méfenimi

hmotnosti susiny je opét to, Ze stanoveni rustové kiivky méfenim optické hustoty je presnéjsi
a mén¢ Casove naroCnéjsi.

3.2 Analyza na HPLC

Ze standardl byly nafedény vzorky pro kalibraci a analyzovany na HPLC. Néasledn¢ byly
pomoci HPLC stanoveny vzorky vzniklé fedénim supernatantil ziskanych pfi stanoveni suSiny
biomasy. Supernatanty ziskdny z kultivace Saccharomyces cerevisiae byly tfedény 10x a
z kultivace Lactobacillus casei byly tedény 4x. Naanalyzu byly pouzZity pouze vzorky
odebrdny do 21. hodiny.

3.2.1 Kalibra¢ni kfivky - analyza metodou HPLC

Tabulka 5 - Zdvislost koncentrace glukosy na plose piku

c[gI'l |plocha piku [mV-s]

0

4206,253

8504,312

13495,96

16939,29

S| ||

21373
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Tabulka 6 - Zdvislost koncentrace ethanolu na plose piku

c [g-l'l] plocha piku [mV-s]

0

1649,64

3137,09

4443,082

6264,145

S| |\ [N |O

7786,628

Tabulka 7 - Zdvislost koncentrace kyseliny mlécné na ploSe piku

c [g-l'l] plocha piku [mV-s]

0

1159,673

2269,469

3721,331

5218,948

S| ||~ (NO

6009,488

Graf 7 - Kalibracni krivka glukosy (zdvislost koncentrace glukosy na plose piku)

f (Cglukosa) = plocha [mV-s]

25000
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Graf 8 - Kalibracni krivka ethanolu (zdvislost koncentrace ethanolu na plose piku)

f (cethanol) = Plocha [mV-s]
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Graf 9 - Kalibracni krivka kyseliny mlécné (zdvislost koncentrace kyseliny mlécné na plosSe piku)

f (ckyselina mlééng) = PlOCha [mV-s]
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3.2.2 Spotieba glukosy a produkce ethanolu - kultivace S. cerevisiae

Tabulka 8 - Zdvislost koncentrace glukosy na ploSe piku a case pro kultivaci S. cerevisiae

vzorek | t[h] plocha piku [mV-s] | ¢ [g-l'l]
1 0 21882,95| 101,92
2 2 21947,28 | 102,22
3 5 22495,80| 104,78
4 6 22329,74| 104,00
5 8 18588,03 86,55
6 10 17374,28 80,89
7 12 16617,75 77,36
8 14 15160,19| 70,56
9 21 5822,11 27,00

Tabulka 9 - Zdvislost koncentrace ethanolu na ploSe piku a case pro kultivaci S. cerevisiae

vzorek | t[h] | plocha piku [mV-s] | ¢ [g-l'l]
1 0 0,00 0,00
2 2 0,00 0,00
3 5 104,72 1,13
4 6 296,12 3,61
5 8 487,78 6,09
6 10 875,25 11,11
7 12 1647,83 21,11
8 14 1836,04 23,54
9 21 3170,68 40,82

Graf 10 - Spotreba glukosy pri kultivaci Saccharomyces cerevisiae (zdvislost koncentrace glukosy

na case)

f (t) = Cglukosa

120 A

t [h]
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Z grafu spotfeby glukosy je patrné, Ze koncentrace glukosy v priabéhu kultivace
S. cerevisiae klesala s Casem. To dokazuje teoretické znalosti o tom, Ze glukosa slouZi jako
zdroj uhliku pro rast a déle vlivem metabolickych drah vznikd jako produkt ethanol.

Graf 11 - Produkce ethanolu pri kultivaci Saccharomyces cerevisiae (zdvislost koncentrace ethanolu
na case)

f (t) = Cethanal

t [h]

Zde lze wusuzovat, 7Ze kvasinky S. cerevisiae zaCaly produkovat ethanol mezi
2. az 5. hodinou, coZ by i odpovidalo zacatku exponencidlni faze ristu zjiSt€né z ristovych
kiivek. Koncentrace ethanolu s ¢asem stoupala. Koncentrace v 21. hodiné¢ se dostala
na 40,82 g-l'1 ethanolu, coZ lze povazovat za dobrou vytéZnost. Pokles glukosy je vSak
na pfedeslém grafu ziejmy az po 6. hodiné, ale mél by byt uz u 5. hodiny. Tato skuteCnost je
zfejm¢ zpusobend Spatnym oznacenim piku. Plocha je relativné velkd a kazdé odchylky
u oznaceni maji vliv také na vypoctenou koncentraci.

37



W olkage

[rmtv]
— C\Clarity'\petra’Data‘Helta helca-5C - RID

200 o

S

1504 {\Glukosa

100+

28,99

50+

10 15 20 25
Tirme:

[rmin.]

Obrazek 14 - Chromatogram odbéru ve 21. hodiné pro S. cerevisiae

3.2.3 Spotieba glukosy a produkce kyseliny mlé¢né - kultivace L. casei

Tabulka 10 - Zdvislost koncentrace glukosy na plose piku a case pro kultivaci L. casei

vzorek | t[h] | plocha piku [mV:s] | ¢ [g-l'l]
1 0 11212,46 20,86
2 2 10285,33 19,13
3 5 10192,28 18,95
4 6 11002,36 20,47
5 8 9565,70 17,78
6 10 7504,18 13,94
7 12 7085,19 13,16
8 14 6817,33 12,66
9 21 6512,07 12,09

Tabulka 11- Zdvislost koncentrace kyseliny mlécné na ploSe piku a case pro kultivaci L. casei

vzorek | t[h] | plocha piku [mV-s] | ¢ [g-l'l]
1 0 0,00 0,00
2 2 0,00 0,00
3 5 338,13 2,53
4 6 531,99 3,77
5 8 636,63 4,44
6 10 711,87 4,93
7 12 1021,93 6,91
8 14 1236,70 8,29
9 21 1831,18 12,10
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Graf 12 - Spotreba glukosy pri kultivaci Lactobacillus casei (zdvislost koncentrace glukosy na case)

25 4

f (t) = Cglukosa

t [h]
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Z grafu spotieby glukosy je patrné, Ze koncentrace glukosy v pribéhu kultivace L. casei
klesala s ¢asem. To dokazuje teoretické znalosti o tom, Ze glukosa slouZi jako zdroj uhliku
pro rist a ddle vlivem metabolickych drah vznikd jako hlavni produkt kyselina mlé¢na.

Graf 13 - Produkce kyseliny mlécné pri kultivaci Lactobacillus casei (zdvislost koncentrace kyseliny

mlécné na case)

Zde lze usuzovat, ze bakterie L. casei

f@= Ckyselina mlé&na

o O

t[h]

12

14

16

18

20

22

zaCaly produkovat kyselinu mlécnou mezi

2. az 5. hodinou, coZ by i odpovidalo zacitku exponencidlni fize ristu zjisténé z ristovych
kiivek vzhledem k tomu, Ze se jednd o primdrni metabolit. Koncentrace kyseliny mlécné
s Casem stoupala. Koncentrace v 21. hodiné se dostala na 12,1 g-l'1 kyseliny mlécné.
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Obrazek 15 - Chromatogram odberu ve 21. hodiné pro L. casei
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ZAVER

Cilem této bakalarské prace bylo sledovani rlstovych a metabolickych vlastnosti
vybranych mikroorganismu, a to konkrétné kvasinek Saccharomyces cerevisiae a bakterii
Lactobacillus casei. Byla provedena kultivace danych mikroorganismli za optimalnich
podminek a poté sestrojeny riistové kiivky.

Ristové kiivky byly sestrojeny z méfeni optické hustoty a hmotnosti suSiny, z ¢ehoz
vznikly zdvislosti absorbance pii 600 nm a koncentrace suSiny na ¢ase. Byly sestrojeny i grafy
porovnavajici obé tyto metody pro sestrojeni ristovych kiivek.

Ristové kiivky ziskané kultivaci S. cerevisiae byly sigmoidniho tvaru. Bylo moZno z nich
vycCist, Zze exponencidlni faze zaCala pravdépodobné od 2. hodiny méfeni. Déle bylo mozZno
usoudit, Ze na pocatku méfeni jeSté probihala Lag-faze. Konec exponencialni faze byl podle
vSeho mezi 21. a 23. hodinou. Maximdlni hodnota optické hustoty, které bylo dosaZeno, €inila
5,76 a maximalni koncentrace susiny byla 2,22 g-I"".

Také v pribéhu kultivace L. casei byly ziskdny rastové kiivky sigmoidniho tvaru. Zacatek
exponencidlni faze byl zjiStén jiZ po 1. hodiné€ kultivace a konec ve 13. hoding. Ve srovnéni se
S. cerevisiae trvala exponencidlni faze krat$i dobu. Vytézek biomasy je mensi. Opticka
hustota dosahovala maximélni hodnoty 2,40 a koncentrace susiny hodnoty 0,56 g-I"". Vliv

vV

na nizsi vytézek ma jist€ 1 velikost buné¢k.

Srovnanim metod uZitych pro stanoveni ristovych kiivek bylo zjiSténo, Ze se pribéchy
rustovych kiivek ziskanych obéma metodami pfili§ neliSily. Déle bylo zjisténo, Ze metoda
méfeni optické hustoty pro stanoveni riistové kiivky je piesnéj$i neZ metoda stanovenim
hmotnosti susiny.

Déle bylo analyzou na HPLC zjiStén obsah glukosy a hlavniho metabolitu vybranych
mikroorganismi béhem kultivace, tedy u Lactobacillus casei obsah kyseliny mlécné a
u Saccharomyces cerevisiae obsah ethanolu. Nejprve byly sestrojeny kalibra¢ni kiivky
ze standardil, poté byla zjisténa podle retencniho Casu piku dand liatka a podle plochy piku
byla vypoctena jeji koncentrace ve vzorku.

Byly sestaveny grafy pro spotfebu glukosy a produkci ethanolu z hodnot ziskanych
ze vzorkil odebranych béhem kultivace S. cerevisiae analyzou na HPLC. Bylo zjisténo, Ze
koncentrace glukosy v prib&hu kultivace klesala s &asem, konkrétng z hodnoty 101,92 g-1”
na hodnotu 27,00 g-l‘l. Béhem kultivace bylo celkem spotiebovano 74,92 g-l'1 glukosy Dale
bylo zjisténo, Ze kvasinky S. cerevisiae zacaly produkovat ethanol mezi 2. az 5. hodinou, coz
by i odpovidalo zacatku exponencidlni faze rastu zjisténé z ristovych kiivek. Koncentrace
ethanolu s &asem stoupala a v 21. hoding se dostala na hodnotu 40,82 g-1" ethanolu.

Ze vzorkli odebranych béhem kultivace L. casei byla pomoci metody HPLC sledovana
spoteba glukosy a produkce kyseliny mlé¢né. Také tyto data byly vyneseny do grafi jako
zavislost spotieby (produkce) na case. Koncentrace glukosy v pribéhu kultivace klesla
z hodnoty 20,86 g-l'1 na hodnotu 12,09 g-l‘1 a graf mél klesajici tendenci. Bakterie béhem
kultivace spotiebovaly celkem 8,77 g-1" glukosy. Prib&h produkce kyseliny mlééné bakterii
L. casei odpovidal jednotlivym fazim rlstu zjiSténym z rastovych kfivek. Zacatek produkce je
mozno pozorovat mezi 2. aZ 5. hodinou, coz odpovidd zacatku exponencidlni faze rastu.
Pribéh kiivky ma rostouci charakter a v 21. hodin€ dosahovala koncentrace kyseliny mlécné

hodnoty 12,1 g1
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Z méfeni vyplynulo, Ze dand média byla optimdlni pro rist a produkci metabolitl, coZ lze
usuzovat z koncentraci kyseliny mlé¢né a ethanolu v poslednich vzorcich. Z riistovych kiivek
bylo mozno urcit pribéh exponencidlni faze a z toho odvodit dobu, po kterou mikroorganismy
produkovaly.
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POUZITE ZKRATKY A SYMBOLY

ATP

NAD, NADH, NAD*

GRAS
PFL
PDH

D izomer
L izomer

X0

HBs antigen
clgl]
HPLC

OD
UV/VIS

RID
MRS
L.casei

S. cerevisiae
L.
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adenosintrifosfat

nikotinamid adenin dinukleotid

obecné povazované za bezpecné
pyruvatformiat lyasa

pyruvat dehydrogenasy

pravotocCivy izomer

levotocivy izomer

pocet bun€k na pocatku exponencidlni faze
koncentrace bun¢k

doba, Cas

mérnd rustova rychlost

maximalni specificka ristova rychlost

je saturaéni konstanta.
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povrchovy antigen proti Zloutence typu B
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high performance liquid chromatography

kapalinova chromatografie)

optical density (optickd hustota)

spektrofotometricky detektor v oblasti ultrafialového zéireni a

viditelného svétla

Refractive Index Detector (refraktometricky detektor)
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