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Zivné médium podporujici mnozeni probiotickych mikroorganismt pfipravené z vedlejsich
zemédélskych a potravinafskych produktt - Gfunk TN02000044/1_V8

Popis funkéniho vzorku

Funkéni vzorek predstavuje Zivné médium pfipravené z jednodruhového odpadu, pivovarského mlata,
které mize byt alternativné doplnéno hydrolyzatem Zivocisného c¢i autolyzatem mikrobialniho plivodu
v koncentraci od 0,1 do 1,0 %. Médium obsahuje 44 + 1 g/lI pfimo utilizovatelnych monosacharidd
(glukosa 16 g/I, xylosa 18 g/l a arabinosa 10 g/l), a > 0,56 * 0,04 g/| dusiku (~ 3,5 g/| proteinu). Obsah
inhibi¢nich slozek je v mg/I: furfural 49,1; hydroxymethylfurfural 30,0 a ferulova kyselina 149,6; coz
jsou koncentrace nizsi neZ publikované hodnoty negativné ovliviujici rlst bakterii a kvasinek.
Schopnost ridstu na médiu byla prokazana pro probiotické i jinak technologicky vyuZitelné zastupce
vldknitych hub: Aspergillus oryzae, Monascus purpureus, Monascus pilosus; kvasinek: Saccharomyces
boulardi 2192, Saccharomyces cerevisiae_RED a bakterii: Lactobacillus casei CCDM 198, Lactobacillus
reuteri LHR-14, Clostridium butyricum CBM 588, Clostridium butyricum NBRC 13949 a Clostridium
acetobutylicum LMG 5710. Pivovarské mlato bylo zpracovano v surovém, vihkém stavu. Na 1 kg mlata
byl pfidan roztok 31,25 g H,S04 (96%) v 560 ml vody z vodovodniho fadu. Smés byla sterilovana pfi
121°C po dobu 20 minut. Po zchlazeni bylo upraveno pH pomoci 30% KOH na hodnotu 5,0+0,2 a pfidan
enzym v mnoizstvi 22 FPU/kg vihkého mlata, hydrolyza probihala pfi 50°C 20 hodin. Hodnota pH média
byla upravena na 6,5. Stupen konverze prevodu pevného podilu na kapalny cinil 38,6 %, mnozstvi
ziskanych sacharidi odpovida zisku 19,8 % z celkové susiny. Pfipravé funkéniho vzorku predchazela
optimalizace podminek zpracovani materidlu s naslednym ovérenim biotechnologické vyuZitelnosti
k vyZivé mikroorganisma.

Stanoveni pevného podilu a koncentrace kyselin

Koncentrace kyselin byla testovdna v rozsahu 1% - 5% pro pevny podil mlata 12 % - 22 %, pficemz 22
% odpovidd hodnotam pro vlhké surové mldto po ukonceni scezovani a vyslazovani (viz obrazova
pfiloha).

Pfi analyze vlivu pevného podilu a koncentrace kyseliny na uvolfovani sacharidli z kompaktni
lignoceluldzové struktury mlata pomoci modelu ANOVA (R? cca 0.97 - model dobfe vysvétluje
variabilitu dat) bylo prokazano, Ze pomér pevné faze, ktera byla podrobena hydrolyze, ma statisticky
vyznamny efekt na mnozstvi uvolfiovanych sacharidl. V pfipadé koncentrace kyseliny v porovnani
s pevnym podilem, jeji efekt byl o néco méné statisticky vyznamny, nicméné stéle nezanedbatelny (p
< 0,001). Vyznamnost vlivu pevné slozky zavisi na koncentraci kyseliny; podle provedené analyzy se
jako vyznamna ukazala kombinace 22 % podilu susiny a 3 % kyseliny sirové, pfiCemz ale jiZz hodnoty pfi
pouZziti 2% kyseliny sirové ukazuji podobny nar(ist koncentraci. Podle Post-hoc TukeyHSD analyzy byly
pozorovany vyznamné rozdily mezi vétSinou hladin pevného podilu s vyjimkou pevného podilu 18 a
22% (p = 0,24). V ramci analyzy byly pro jednotlivé sacharidy vytvoreny boxploty znazornujici rozloZeni
hodnot mezi jednotlivymi skupinami (Obr. 1). Pro ovéfeni statistické vyznamnosti rozdild byla navic
provedena korekce family-wise confidence (FWC), viz Obrazek 2, ktera upravuje intervaly spolehlivosti
s ohledem na vicecetné porovnavani. Tato korekce minimalizuje riziko chybné identifikace vysledku
jako statisticky vyznamného pouze v duasledku ndhodnych odchylek vzniklych pfi provadéni
vicenasobnych testd.
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Obrdzek 1. Boxploty pro rozloZeni namérenych hodnot koncentraci pro jednotlivé sacharidy (boxplot pro arabinosu vlevo, pro

glukosu uprostred, pro xylosu vpravo)
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Obrdzek 2. Porovnadni primért s kontrolou family-wise confidence level (95%)

Pro vizualizaci vlivu jednotlivych proménnych (koncentrace kyseliny, pevny podil) na zavisle sledovany
parametr (koncentrace sacharidd) byla pouZita metoda effect plot, ktera graficky znazornuje
odhadované efekty nezavislych proménnych v ramci regresniho modelu (Obr. 3). VSechny kfivky
vykazuji rostouci trend, coZ ukazuje, Ze se s rostouci koncentraci zvysSuje i hodnota sledovaného
parametru napfi¢ vSemi Urovnémi pevného podilu. Zaroven se jednotlivé kfivky lisi svou polohou i

strmosti, coZ potvrzuje, Ze pevny podil ma na vysledek také vyznamny vliv.



Effect plot kombinujici vliv koncentrace kyseliny
[%] a pevného podilu

| |
kyselina= 5

T - 16
i - 14
b 12
£ A - 10
2
8 A - 8
S kyselina = 1 kyselina = 3
[ B L
8 16
S
£ 14 - L
12 F
10 H -
8 B T T T T T T T T 2
12 16 18 22

solid load [%]

Obrdzek 3. Grafické zndzornéni odhadovanych efekti nezavislych proménnych v ramci regresniho modelu pro rizné
koncentrace kyseliny a poméry pevného podilu

Z hlediska korelacni analyzy sacharidl byla objevena statisticky vyznamna pozitivni korelace
znazornéna pomoci korelaéni matice a heatmapy (viz Obr. 4 a 5). Linedrni model (R? = 0.7014) mezi
glukosou a xylosou ukazuje silnou a statisticky vyznamnou pozitivni korelaci (p = 1,23 - 10%), kdy
odhadovany sklon ¢ini 0,134, coz ve vysledku znaci, Ze s kazdou jednotkou narUstu xylosy se ocekava,
Ze glukosa vzroste o 0,134 jednotek, pficemzZ tento linearni vztah je robustni a statisticky vyznamny.
Zavislost mezi xylosou a arabinosou uz se jevi jako slabsi, nicméné stale statisticky vyznamna (p =
0,0231). Naopak v pfipadé zavislosti mezi glukosou a arabinosou se korela¢ni vztah neprokazal jako
statisticky vyznamny.
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Obrazek 4. Heatmapa zobrazujici korelacni vztahy mezi jednotlivymi sacharidy
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Obrdzek 5. Korelaéni matice s korelacnimi koeficienty pro vysledné koncentrace [g/ml] glukosy, xylosy a arabinosy



Upravy vstupniho materiilu a forma piedipravy

Mlato bylo zpracovano ve dvou formach predupravy — atv: vysoka teplota (121°C)/kratky cas (20
min)/statické provedeni vs. trp: nizka teplota (80°C)/delsi prodleva (20 h)/michani (130 RPM).

Byly provedeny post-hoc testy pro vSechny relevantni kombinace faktord, které potvrdily statisticky
vyznamné rozdily mezi jednotlivymi sacharidy a nékterymi podminkami hydrolyzy. Pro arabinosu nebyl
rozdil statisticky vyznamny (p = 0,11). U glukosy byla koncentrace vyssi za podminek trp, rozdil byl
statisticky vyznamny (p = 0,018). U xylosy byl rozdil tésné pod hranici vyznamnosti (p = 0,061).

Pro vizualizaci hlavnich efekt( a interakci byl vytvoren interakéni graf (Obr. 6) a boxploty (Obr. 7) a
scatterplot (Obr. 8) rozlisené podle Urovni faktor(.
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Obrdzek 6. Interakcni graf mezi koncentraci kyseliny a typem hydrolyzy
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Obrdzek 7. Boxplot popisujici interakce faktord (solid load, koncentrace kyseliny, typ hydrolyza: autokldv, trepacka) a jejich
vliv na vysledné koncentrace sachariddi
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Obrdzek 8. Scatterplot pro koncentrace sacharidi s rozliSenim podle typu hydrolyzy.
Enzymova hydrolyza
Casovd zdvislost 2-24h

Analyza vysledkd pro zdavislost uvolnénych sacharid(i na ¢ase enzymového osetfeni (viz Obr. 9) byla
provedena pro podminky 8% mlata upraveného 1% kyselinou sirovou a pridavku 68 FPU/l enzymu,
pomoci smiSeného linearniho modelu ANOVA a prokazala, Ze ¢as plsobeni enzymu ma velmi vyznamny
efekt na vyslednou koncentraci sacharid (p = 3,08 x 107). Nicméné Post-hoc testy pro srovnéni
jednotlivych ¢asovych Useki po korekci p-hodnot Zzadné vyznamné rozdily neptinesly, coz znamen3, ze
zmény mezi konkrétnimi ¢asovymi body nejsou natolik vyrazné jako je zména hodnocenad v SirSich
¢asovych intervalech.



Casovy priibéh enzymové hydrolyzy a vliv ¢asu na

16 koncentraci sacharidu

=
N

=
N
!
t

sacharid
arabinosa
—=— glukosa

xylosa

[EY
o

Primérnd koncentrace sacharidu
[g/ml]

2 4 5 15 17 19 20 22 24

Cas pusobeni enzymu [h]
Obrdzek 9. Casovd zdvislost koncentrace uvolnénych sacharidd na dobé piisobeni enzymu
Optimalizace mnoZstvi enzymu

Analyza pomoci jednofaktorové ANOVA pro testovana mnoZzstvi enzymu: 250 pl, 500 pl, 750 pl, 1000
pl ukazala, Ze koncentrace enzymu ma vyznamny vliv na uvoliovanou glukosu (p << 0,001) a xylosu (p
=0,001) avsak ne na arabinosu, u které neni vliv statisticky vyznamny (Obr. 10). Pro vizualizaci rozloZeni
hodnot byly vyuZity boxploty (Obr. 11).
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Obrdzek 10. Graf pro koncentrace sacharid(i v zdvislosti na mnoZstvi pfiddvaného enzymu
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Obrdzek 11. Boxplot zndzorriujici rozdéleni hodnot koncentraci sacharidd v zdvislosti na mnoZstvi pridaného enzymu



Post-hoc test Tukey HSD provedeny pro glukosu a xylosu ukazal, Ze zvySeni davky enzymu nad 250 pl
vede k vyznamnému navyseni koncentraci glukosy a xylosy. U vyssSich koncentraci tento trend
zastavuje. Korela¢ni analyza jak s vyuzitim korelaéni matice (Obr. 13), tak s vyuZitim heatmapy (Obr.
14) ukazala velmi silnou pozitivni zavislost mezi glukosou a xylosou (r = 0,90), stfedni korelaci s
arabindézou (r = 0,44 az 0,62). Dale pak byla kontrolovana variabilita hodnot v rdmci replikatd

v zavislosti na mnozstvi ptidavaného enzymu (Obr. 12).

Kontrola variability a odlehlych hodnot v triplikatech
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Obrdzek 12. Graf kontroly variability a odlehlych hodnot v triplikdtech
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Obrdzek 13. Korelacni matice s korelaénimi koeficienty pro vysledné koncentrace [g/ml] glukosy, xylosy a arabinosy
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Obrazek 14. Heatmapa zobrazujici korelacni vztahy mezi jednotlivymi sacharidy



Srovnani suchého a vlhkého mlata

V ramci experimentl bylo srovnavano vyuZiti jak suchého mlata, tak mlata vihkého, které bylo
hydrolyzovano hned po jeho ziskani bez preduprav. Vysledky naznaduji, ze vyuZiti vihkého mlata je
vyhodnéjsi cestou pro hydrolyzu, nebot vysledné koncentrace uvolnénych sacharid( prevysuji hodnoty
ziskané po zpracovani mlata ususeného. Lze tedy vynechat energeticky narocny krok suseni a vyuZit
surové mlato s vétsi vytéznosti sacharidd.

PFi porovnani vlivu prace se suSenym a vlhkym mlatem bylo analyzou pomoci linearniho smiseného
modelu zjisténo, Ze typ mlata ma statisticky vyznamny vliv na koncentrace uvolnéné glukosy (p-
hodnota = 8,76 - 10!, hodnota testové statistiky t = 7,582), viz Obrazek 15, déle pak md zasadni vliv
koncentrace kyseliny (p = 0,00315, t = 3,046) a pevny podil (p = 0,00715, t = 2,762). V ptipadé jak
arabinosy (Obr. 16), tak xylosy (Obr. 17) neni typ mlata tolik statisticky vyznamny (ara p = 0,915937, t
=0,106; xyl p=0,2109, t=1,261) a naopak je pro arabinosu zasadni pomér pevného podilu a pro xylosu
koncentrace kyseliny.

Effect plot pro Effect plot pro vliv
vliv typu mlata koncentrace
14 - - 121 -
% E 11 - .
g 12 — = _g
% = 10 4 F
8 10 S I
o $ 8 L
5 o] A I
g ° :
S ¢ 67 r
= T ‘ = I,!]H I‘H I*I I}
such vihk 11202
typ mlata koncentrace kyseliny
Effect plot pro vliv Effect plot pro
pevného podilu vliv typu
12 L 10.0 I
> =>
é 11 : g 95 - i
= 101 r © 9.0 - / L
o9
g ’] £ 85 -
S 8 L3
= S 80+ -
g 7 - 8°
[I,llll | 1 \IWI ‘ 1l M | :
14 16 18 20 2 atv tro
solid load [%] typ hydrolyzy

Obrdzek 15. Effect plot porovndvajici rozdily ve vyslednych koncentracich uvolnéné glukosy v pripadé vyuzZiti suchého mldta a
vlhkého mldata (vlevo nahore), effect plot srovnavajici vliv koncentrace kyseliny na uvolnénou glukosu (vpravo nahore), effect
plot srovndvajici vliv solid load na uvolnéné mnoZstvi glukosy (vlevo dole), effect plot srovndvajici vyuZiti autoklavu a
trepacky k hydrolyze v zdvislosti na uvolnéném mnozstvi glukosy (vlevo dole)
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Obrazek 16. Effect plot porovndvajici rozdily ve vyslednych koncentracich uvolnéné arabinosy v pripadé vyuZiti suchého
mldta a vihkého mldta (vlevo nahore), effect plot srovndvajici vliv koncentrace kyseliny na uvolnénou arabinosu (vpravo
nahore), effect plot srovndvajici vliv solid load na uvolnéné mnoZstvi arabinosy (vlevo dole), effect plot srovndvajici vyuZiti
autokldvu a trepacky k hydrolyze v zavislosti na uvolnéném mnoZstvi arabinosy (vlevo dole)
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Obrdzek 17. Effect plot porovndvajici rozdily ve vyslednych koncentracich uvolnéné xylosy v pripadé vyuziti suchého mldta a

vlhkého mldta (vlevo nahore), effect plot srovndvajici vliv koncentrace kyseliny na uvolnénou xylosu (vpravo nahore), effect

plot srovnavajici vliv solid load na uvolnéné mnoZstvi xylosy (vlevo dole), effect plot srovndvajici vyuZiti autokldvu a trepacky
k hydrolyze v zavislosti na uvolnéném mnoZstvi xylosy (vlevo dole)

Test rGistu mikroorganism@ na Zivném médiu podporujicim mnoZeni probiotickych mikroorganismii
pFipraveném z vedlejsich zemédélskych a potravindrskych produktii

Substrat byl zpracovan nasledovné: K ¢erstvému vihkému pivovarskému mlatu byl pfidan roztok 31,25
g HyS04 (96%) v 560 ml vody z vodovodniho fadu na 1 kg vlhké suroviny. Smés byla sterilovana pfi
121°C po dobu 20 minut. Po zchlazeni bylo upraveno pH pomoci 30% KOH na hodnotu 5,0+0,2 a pfidan
enzym v mnozstvi 22 FPU/kg vlhkého mlata, hydrolyza probihala pfi 50°C 20 hodin. Hodnota pH média
byla upravena na 6,5. Médium bylo ockovano rostouci kulturou vinokulaénim poméru 1:20 a
podrobeno rlistovym testim za podminek dle pozadavk(l jednotlivych organismi. Schopnost ristu a
proliferace byla hodnocena pomoci Ubytku sacharid(, produkce metabolitd a vizudlné s vyuZitim
mikroskopie. Vysledky kultivacniho testu jsou uvedeny v Tabulkach I-lll. Vedle schopnosti vyuZivat
takto ptipravené Zivné médium byla testovana potieba pridavku komplexniho zdroje dusiku v podobé
kvasni¢ného autolyzatu pripraveného z odpadnich pivovarskych kvasnic a komeréniho kvasni¢ného
autolyzatu pro vyZivu probiotickych kmend. Pridavek komeréniho pfidavku nezlepsil vyuZitelnost



puvodniho média, coZ indikuje dostatecné pokryti potfeb mikroorganismi na zdroj dusiku jiz
samotnym médiem z mlata. Autolyzdt z kvasnic mél ve vétsiné pripad( negativni dopad na
utilizovatelnost substratu a jeho pridavek je tedy v nékterych pfipadech nezadouci.

Tabulka I: Vysledky fermentacnich testl v g/l pro kvasinky rostouci na samotném FV, FV obohaceném
o autolyzat odpadnich kvasnic a na modelovém roztoku sacharid( s pfidavkem autolyzatu odpadnich
kvasnic.

Podminky Mikroorganis Zbytkova Ethan
mus glukosa ol

Roztok sacharidu s pfidavkem kvasniéného autolyzatu S. boulardii 0,00 4,84

odpadnich kvasnic 2192

Roztok sacharidt s pfidavkem kvasniéného autolyzatu S. cerevisiae 0,00 5,40

odpadnich kvasnic R

FV bez pfidavku S. boulardii 0,00 7,30
2192

FV bez pfidavku S. cerevisiae 0,00 8,74

R

FV s pridavkem kvasni¢ného autolyzatu odpadnich S. boulardii 0,00 11,09

kvasnic 2192

FV s pfidavkem kvasni¢ného autolyzatu odpadnich S. cerevisiae 0,00 11,11

kvasnic R



Tabulka IlI: Vysledky fermentacnich testd v g/l pro bakterie mlééného kvaseni, Clostridium butyricum a Clostridiu acetobutylicum rostouci na samotném FV a
FV obohaceném o autolyzat odpadnich kvasnic.

Podminky

FV bez pFidavkt

FV bez ptFidavku

FV s pfidavkem kvasni¢ného
autolyzatu odpadnich kvasnic

FV s pfidavkem kvasni¢ného
autolyzatu odpadnich kvasnic

FV bez pFidavkt

FV bez pfidavkui
FV bez pfidavki

FV s pfidavkem kvasni¢ného
autolyzatu odpadnich kvasnic

FV s pfidavkem kvasni¢ného
autolyzatu odpadnich kvasnic
FV s ptfidavkem kvasni¢ného
autolyzatu odpadnich kvasnic

Mikroorganismus

Lactobacillus casei CCDM
198

Lactobacillus plantarum
LHR-14

Lactobacillus plantarum
LHR-14

Lactobacillus casei CCDM
198

Clostridium
acetobutylicum
LMG5710

Clostridium butyricum
CBM 588

Clostridium butyricum
NBRC 13949
Clostridium
acetobutylicum
LMG5710

Clostridium butyricum
CBM 588

Clostridium butyricum
NBRC 13949

Zbytkova
glukosa
7,41
5,10
11,87

11,90

Zbytkova
glukosa

0,00

3,02
0,00

13,18

Zbytkova

xylosa
14,43

13,83
15,32
15,16
Zbytko
va
xylosa
10,39
11,52

10,27

17,46

Zbytkova Miécna Octova Ethanol
arabinosa kyselina kyselina
5,45 10,09 3,48 1,55
8,92 11,92 2,05 0,00
8,91 4,10 1,83 3,08
9,37 3,52 1,84 3,13
Zbytkovda  Mlécna Octova Ethanol Aceton
arabinos = kyselina = kyselina
a
0,67 0,92 2,66 0,00 2,42
7,47 2,47 5,66 0,00 0,00
7,10 2,24 5,56 0,00 0,00
8,93 1,38 1,75 2,62 0,00
Inhibice
Inhibice

Kyselina
maselna

1,12

7,04

7,80

0,00

Butanol

4,92

0,00

0,00

0,00



Tabulka 1ll: Vysledky ristovych testh v g/l pro vldknité mikromycety na samotném FV a FV
obohaceném o autolyzat odpadnich kvasnic.

Podminky Mikroorgani  Zbytkova Zbytkova Zbytkova Miécna Ethanol
smus glukosa xylosa arabinosa kyselina

FV bez pfFidavku Monascus 0,00 2,37 7,10 0,00 8,69
purpureus
DBM 4360

FV bez pfidavku Aspergillus 0,00 0,00 0,00 2,50 0,00
oryzae Koji

FV s pfidavkem Monascus 0,00 5,08 10,64 0,00 11,54

kvasnicného purpureus

autolyzatu odpadnich DBM 4360

kvasnic

FV s pridavkem Aspergillus 0,00 3,18 10,10 4,45 8,82

kvasni¢ného oryzae Koji

autolyzatu odpadnich

kvasnic

Kultivacni experimenty potvrdily vyuZitelnost Funkéniho vzorku pro Sirokou skalu mikroorganisma,
prevazné probiotickych bakterii, kvasinek i potravinaisky vyznamnych plisni. Funkéni vzorek dale
poskytoval dostateéné mnozstvi Zivin poskytujici veskeré nezbytné slozky k rastu mikrobialnich kmend.
Pridavek dalSich slozek neni vyzadovan, nicméné v konkrétnich aplikacich je mozné doplnit médium
autolyzatem odpadnich pivovarskych kvasnic, ¢i alternativné jinym typem hydrolyzatu, napt. ze zbytk(
po separaci masa nebo hydrolyzdtem pefi. V pfipadé pouziti kvasniéného autolyzadtu je potreba
zohlednit citlivost kultivovanych kmen( k pritomnosti rezidudlnich sloZzek z vyroby piva a také zvyseny
obsah alkohol v autolyzatu. V pfipadé kvasinek, které nebyly citlivé k pfitomnosti téchto latek byla
pouzitim Funkéniho vzorku namisto Cistych sacharidd zlepSena produkce o 62 % bez pridavku
autolyzdtu a koneénd koncentrace ethanolu s pfidavkem autolyzatu byla vyssi o 129 % v ptipadé S.
boulardii 2192. U S. cerevisiae R bylo pozorovano zlepSeni o0 62 % a 106 %, resp. Bakteridlni kmeny byly
pfitomnosti autolyzatu inhibovany.
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Hodnoceni mnozstvi zbytkového pevného podilu po hydrolyze

Vzorek: Zivné médium podporujici mnoZeni probiotickych mikroorganismi pfipravené z vedlejfl’ch.
zemédélskych a potravindrskych produkti - Gfunk TNO2000044/1_V8
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Obr. 18: Chromatogram Funkéniho vzorku (Cervené) spolu se standardy inhibitord — UV-VIS detektor.
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Obr. 19: Chromatogram putvodniho Funkéniho vzorku (Cervené) a prokvaseného média (modie) — RID
detektor.



Zavér: Zivné médium podporujici mnoZeni probiotickych mikroorganismi pfipravené z vedlejich
zemédélskych a potravindrskych produktu - Gfunk TN02000044/1_VS8, predstavuje komplexni zdroj
Zivin a jednoduchych sacharidl vyuZitelnych nejen probiotickymi mikroorganismy. Zaroven obsahuje
tolerované mnozstvi inhibitor(, bézné se vyskytujicich v téchto typech hydrolyzatu z lignocellulosové
biomasy. Postup pfipravy vynechava energeticky naroény krok suseni pivovarského mlata a pfidavkem
roztoku kyseliny je dosaZzeno nejen rozvolnéni lignocelulososvé struktury, tak zaroven zajisténi
mikrobiologické stability materidlu, jinak velmi ndchylného k rychlému kaZeni. Postup pfipravy média
byl navrZen zdroven tak, Ze obsahuje vSechny nezbytné nutrienty v podobé vyuzitelnych slozek a pro
testované mikroorganismy nemusi byt doplfiovano o dalsi Ziviny.
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