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POPIS FUNKCNIHO VZORKU

Funk¢ni vzorek predstavuje probioticky pripravek vyrobeny zvedlejSich produktd pivovarské
vyroby obsahujici spory probiotické bakterie Clostridium butyricum. Vybrané kmeny tohoto druhu
vykazuji prospésné probiotické vlastnosti jak pro lidi, tak hospodarska zvirata a funk¢ni vzorek by
mohl spadat i do kategorie zootechnickych dopliikovych latek. Povolenou Novou potravinou je dle
Provadéciho narizeni Komise (EU) 2017 /24701 Clostridium butyricum CBM 588. Tato bakterie byla
dale shledana jako bezpecna a prospésna naptiklad pro kurata, selata a kriity? , nicméné v soucasné

dobé je drzitelem licence k uvadéni na trh C. butyricum CBM 588 jedina firmas3.

Funkéni vzorek predstavuje biologicky materidl vhodného slozeni, ktery byl vyroben novym
postupem z vedlejsich surovin potravinarské vyroby, konkrétné mlata, postupem Setrné hydrolyzy a
nasledné fermentace a svyuzitim latek povolenych v potravinaiskych vyrobcich. Clostridium
butyricum je ve funk¢énim vzorku pritomno ve formé bakterialnich endospor (4 x 107) cozZ umoziuje
pirezit podminky traviciho traktu, efektivné plisobit ve stfevé a zaroven ovlivnit stabilitu vyrobku.
Doprovodnymi latkami jsou nerozlozené zbytky mlata, které bylo vyuzito jako substrat pro vyzivu
probiotickych bakterii. Funk¢éni vzorek ma podobu jemného prasku s drobnymi zbytky mlata vlaknité

povahy, je hnédé barvy s charakteristickou viini majoritniho produktu fermentace, kyseliny maselné.

POPIS PRIPRAVY FUNKCNIHO VZORKU

Mlato, ptedstavujici zbytky po filtraci sladiny pti vyrobé piva (Univerzitni pivovar VSCHT Praha) bylo
nejprve vysusSeno pii 105°C k zajisténi mikrobiologické stability. Suché mlato v poméru 10 % (w/v)
bylo prelito roztokem 0,6% Kkyseliny sirové, ktery byl pripraven z dale neupravované pitné vody
z vodovodniho fadu VSCHT Praha. Smés byla umisténa do autoklavu a zahi*ata na 121°C po dobu 20
minut. Po zchladnuti bylo upraveno pH 30% roztokem hydroxidu draselného na hodnotu 5,0 £ 0,2 a
pfidan enzym Cellulase13L (Biocatalysts) v mnoZstvi 1 ml na 11 hydrolyzatu a hydrolyza probihala
40 h pti 50°C a otackach 130 rpm na orbitalni tfepacce. Po ukonceni hydrolyzy byl cely obsah, bez
odstredéni pevné faze, preveden do bioreaktoru a spolu s reaktorem sterilovan pri 121°C 20 minut.
Po zchladnuti bylo upraveno pH na hodnotu 6,5 pomoci 20% NaOH a ptridan koncentrovany roztok
glukozy na celkovou Kkoncentraci sacharidi 35 g/l k dosazeni/dokonc¢eni sporula¢niho cyklu
(pGvodni koncentrace v hydrolyzatu byla stanovena na 27 g/I). Reaktor byl probublan plynnym N
po dobu 15 minut p#i 1 VVM a na odvod fermentaé¢nich plyni byl umistén plynotésny vak. Cerstvé
pripravené inokulum ze sporové konzervy v ¢asné fazi exponencialniho ristu (8 h od inokulace) bylo
asepticky za anaerobnich podminek pievedeno do reaktoru v objemovém poméru 1:8 a byla zahajena

fermentace s fizenou tipravou pH na hodnoté 6,5 pomoci 20% NaOH. Ota¢ky michadla byly nastaveny



na 200 rpm a teplota v reaktoru 37°C. Po 40 h byla kultivace ukoncena, pevny podil odstiedén (6000
rpm, 10 minut), lyofilizovan a podroben analyze poctu spor a piipadné mikrobialni kontaminace. Ve
vzorku bylo stanoveno 4 x 107 zivotaschopnych spor a hmotnost produktu ¢inila 56 % ptvodni

navazky suchého mlata.
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Obr. 1: Zjednodusené schéma pripravy probiotického preparatu.







Obr. 2: Fotografie z jednotlivych kroki ptipravy funkéniho vzorku. Nahote vlevo: suroviny, nahore

vpravo: priprava inokula, uprostred vlevo: pripraveny fermentor s hydrolyzatem, uprostied vpravo:

fermentovana smés po ukonceni hlavni fermentace, dole vlevo vlhky pevny podil, dole vpravo:

konecny produkt.

PREDMET INOVACE

Probioticky ptipravek je vyroben z odpadniho pivovarského mlata:

které neni dale mechanicky upravovano,

které po zvoleném zptsobu hydrolyzy a inokulacniho poméru obsahuje tolerované mnozstvi

inhibitor a umoznuje tak proliferaci bakterie bez aditivnich kroki detoxifikace hydrolyzatu,

které po zvoleném postupu hydrolyzy poskytuje veskeré potrebné Ziviny pro riist probiotické
bakterie bez nutnosti pridavku dalSich slozek; sacharidy v minoritnim mnoZstvi jsou
pfidavany na zdkladé analyzy konkrétni SarZe hydrolyzatu v mnozZstvim zarucujicim
dokonceni sporula¢niho cyklu (jedna se o energeticky naro¢ny proces a pri nedostatku

sacharidi ztistavaji bakterie ve své vegetativni formé).
K inokulaci jsou vyuZity bakterie ve specifické fazi riistu, kdy se diky intenzivni tvorbé plynti
udrZzuje striktné anaerobni atmosféra béhem precerpavani a zaroven jsou rychle nastaveny

podminky nizkého redoxniho potencialu v novém, ¢aste¢né toxickém prostiedi hydrolyzatu,



e kdosazeni dostateCného nariistu a dokonceni sporula¢niho cyklu je vyuzito regulace pH na

hodnotu 6,5, ktera zabranuje prekyseleni fermentacniho média vlivem tvorby kyselin, které

by vedlo k inaktivaci kultury jesté pred zahajenim sporulace,

e nehydrolyzované zbytky zlistavaji soucasti probiotického preparatu a neni pottreba pridavat

dalsi plnidla, surovina je spotfebovana beze zbytku.

ANALYZA VSTUPU A VYSTUPU:

Parametr

Podil susiny v ¢erstvém mlaté

22,1+0,3

fedéni)

Glukosa (g/1) Xylosa (g/1) Arabinosa (g/1)
Koncentrace sacharida v
8,3+0,6 11,9+0,7 71+0,4
hydrolyzatu
Koncentrace sacharidu na zac¢atku
18,5 9,4 59
fermentace
Koncentrace sacharidi na konci
0,0 2,7 3,3
fermentace
Spotreba sacharidi 100 % 71% 44 %
Ferulova kyselina Kumarova Furfural
(mg/1) kyselina (mg/1) (mg/1)
Koncentrace identifikovanych
19,8 5,5 X
inhibitora
Koncentrace .
Zivotaschopné
zivotaschopnych Kvasinky a plisné
aerobni bakterie
spor
<103 <102
Mikrobiologicka kontrola 4x107 (0 KTJ v uvedeném (OKTJ v

uvedeném redéni)
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Obr. 3: Zaznam priibéhu fermentace: davkovani hydroxidu na neutralizaci vznikajici kyseliny

maselné a zaroven on-line kontrola aktivné probihajici fermentace.

RID1 A, Refractive Index Signal (BRANSKAVGFUNK241002 2024-10-00 09-50-101085-0501.0)
RID1 A, Refractive Index Signal (BRANSKAVGFUNK241002 2024-10-09 09-59-10081-0102.0)
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Obr. 4: Chromatogramy kapalné faze pted (Cervena kiivka) a po fermentaci (modra kiivka) pro

HPLC stanoveni sacharidi a organickych kyselin.
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Obr. 5: Chromatogramy kapalné faze pred (modra krivka) a po fermentaci (zelena krivka) pro

UHPLC stanoveni inhibitort z hydrolyzy.
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Obr. 6: Mikroskopicka kontrola inokula, pribéhu fermentace (zdurelé buiiky) a konce fermentace

(kontrola ptitomnosti spor).



ZAVER

Odpadni pivovarské mlato tvori nejvétsi podil vedlejsich produktl pivovarské vyroby, ale je zaroven
zajimavou surovinou pro nasledné vyuziti. Ve zpracovavané suroviné byl stanoven 46,0 + 0,1% podil
uhliku a 4,01 + 0,04 % dusiku, které mohou po uvolnéni z komplexnich struktur slouzit k vyzivé
mikroorganismu. Pfi tomto procesu hydrolyzy ale dochazi k tvorbé iady inhibi¢nich latek a bakterie
rodu Clostridium jsou k jejich plisobeni velmi citlivé. To se projevilo i v pripadé kultivace C. butyricum,
ktera za vétSiny testovanych podminek na pripraveném hydrolyzatu nerostla. VySe uvedené
podminky, poméry a postup praci umoznily pripravu biologického vzorku s obsahem 4 x 107/g
zZivotaschopnych bakterialnich spor Clostridium butyricum s vytéZkem 56 % produktu na ptivodni
navazku suSeného mlata a to za podminek minimalnich pridavkd dalSich surovin. Zbytky
nehydrolyzovaného mlata zaroveri slouZi jako plnidlo a nosny material a pevny podil po fermentaci a
vysusSeni tak tvori kompletni produkt. Tento funkcni vzorek bude dale vyuzit k testovani stability
v riznych podminkach a testovani moznych forem zpracovani (lisovani do tablet, miseni s dal$imi

doplnky za Gcelem zlepSeni senzorickych charakteristik, iprava struktury mletim, apod.).
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