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Historie vyuky pivovarstvi na izemi dneSni Ceské republiky
Basaiova Gabriela — Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Cesti sladkové od pradavna dbali na odbornost lidi, ktefi vafili pivo. Cechy ve
sttedovéku na rozdil od okolnich stati povolovali pfipravovat pivo pouze
pravovareCnikiim, ktefi se ktomu fadné vyucili. Vroce 1585 vydal cesky
univerzitni profesor Tadeas Héjek z Héjku knihu ,,De cerevisiae eiusque coficiendi
katione natura, viribus, facuktatibus opusculum® (,,O pivé, jeho vyrobé, silach a
vlastnostech®), coz byla zfejmé prva pivovarska technologie ve svété. Legendarni
sladek FrantiSek Ondiej Poupé kromé velké reformy pivovarské vyroby a cetnych
odbornych pivovarskych publikaci zalozil na sklonku 18. stoleti v Brn¢ prvou
pivovarskou Skolu v Evropé. Na zéklad¢ pozadavku prazskych sladkli z roku 1816
byla v roce 1818 zahdjena na prazské technice (zaloZzena 1707) samostatna vyuka
pivovarstvi, coz nemélo ve svété obdoby.

V roce 1868 byla v Praze (z podnétu prof. Bélohoubka) zaloZena dvouletd a v roce
1910 (z podnétu prof. Kruise) cCtyfletd pivovarskd Skola. Tim mélo ceské
pivovarstvi zajisténo vychovu jak vysokoskolskych tak stfedoskolskych odbornikii.
Pokracovatelem pivovarské Skoly je dneSni Stfedni priimyslova Skola potravinaiské
technologie v Praze.

Na prazské technice védecky a pedagogicky putsobila tada mezinarodné
uznavanych osobnosti jako prof. J. Steimann, prvni pfednéaSejici predmétu
Pivovarstvi, ,,velmistr zymotechniky* prof. K.N. Balling, ktery odvodil attenuacni
zakony kvasSeni a vzorec pro vypocet puvodni koncentrace mladiny zhodnot
alkoholu a extraktu piva, prof. A. Bélohoubek, zakladatel casopisu Chemické Listy,
Vyzkumného Ustavu sladatského a pivovarského v Praze (zaloZen v roce 1887),
v roce 1876 prosazoval zalozeni samostatné katedry pro kvasné technologie, jejimz
pokracovatelem je dne$ni Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi VSCHT Praha.
Vedouci této katedry prof. K. Kruis, ktery zde plisobil na ptelomu 19. a 20. stoleti
zafadil do vyuky kvasnych technologii enzymologii a mikrobiologii a zalozil na
technice prvy pokusny pivovarek. Prof. J. Satava, ktery vnové dne$ni budové
VSCHT Praha ( postavena vroce 1937) vybudoval technologickou halu
s pivovarem a lihovarem.V 2. svétové valce byla vysokoskolskd i stiedoSkolska
vyuka pivovarstvi pferusena v disledku uzavieni vSech vysokych a odbornych skol
u nas. Vroce 1952 se od prazské techniky odd¢lila samostatna Vysoka Skola
chemicko technologickd. Katedru kvasné chemie a technologie, vroce 1970
pfejmenovanou na Katedru kvasné chemie a bioinzenysrtvi a v roce 1991 Ustav
kvasné chemie a bioinZenyrtsvi, postupné vedli prof Ing. J. Dyr, DrSc. (1951-
1970), prof. Ing. V. Grégr, DrSc. (1970- 1981), prof. Ing. G. Basafova, DrSc.
(1981-1997), doc. Ing. J. Cepi¢ka, CSc. (1997- 2002), doc. Ing. K. Melzoch, CSc.
(2002 doposud). Vyuka pivovarstvi na VSCHT Praha se neustile modernizuje a
dopliuje o nové teoretické a praktické poznatky. Pivovarstvi na prazské technice
absolvovali nejen domaci, ale i velké mnozstvi zahrani¢nich studentd nejen
v fadném studiu, ale 1 v postgradualni vyuce.
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Soucasnost vyuky na Ustavu kvasné chemie a bioinZenyrstvi
Fiala Jaromir — Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Ustav kvasné chemie a bioinZenyrstvi (UKCHB) se v sou¢asné dob& podili na
vyuce ve studijnim planu Vysoké gkoly chemicko-technologické v Praze (VSCHT
Praha) z magisterskych studijnich programi (MSP) na studijnim programu —
Biochemie a biotechnologie. V tomto programu nabizi studijni obor — Kvasnda
chemie a bioinZenyrstvi, ve kterém je dale mozno studovat tii zaméteni: Sladarstvi
a pivovarstvi, Aplikovana biologie a bioinZenyrstvi a Kvasna chemie a technologie.
Z doktorskych studijnich programi (DSP) UKCHB =zajistuje vyuku studijniho
programu — Biochemie a biotechnologie, studijni obor Biotechnologie.

V bakaldtském studijnim programu (BSP) Chemie a technologie potravin,
pedagogiéti pracovnici UKCHB zajistuji vyuku pfedmétu Fermenta¢ni technologie
[all

Studijni obor Kvasnd chemie a bioinzenyrstvi, ktery ma vice nez stoletou tradici,
studenty seznamuje s tradi¢nimi fermentacnimi technologiemi (sladafstvi,
pivovarstvi, lihovarstvi, vinafstvi a drozd’arenstvi). Studenti dale ziskavaji znalosti
v dalSich inzenyrskych a biologickych predmétech (molekularni genetika
mikroorganismil, zaklady genového inZenyrstvi, bioinzenyrstvi, aplikovana
biologie a bioekologie, bioinformatika, fyziologie primyslovych organismd,
biochemie sekundarnich metabolitli, moderni purifikaéni a separacni techniky,
sanitace a hygiena fermentaCnich procesli, kontrolni metody fermentacniho
pramyslu, vypocetni metody, modelovani a optimalizace fermentacnich procesit).
Absolventi ziskavaji predpoklady pro uplatnéni v Siroké oblasti profesi, kde je
vyzadovéano odborné vzdélani na vysokoskolské trovni orientované na fermentacni
procesy. Uplatnuji se, jak piimo v oborech kvasného a biotechnologického
prumyslu, tak v navazujicich oborech potravinaiského, farmaceutického a
chemického primyslu. Jsou pfipraveni uplatnit se ve vyzkumu, vyvoji, vyrobg,
kontrole, projekci a v komer¢nich institucich. Vzhledem k Sirokému pojeti
odbornosti jsou piipraveni nejen na profesiondlni pisobeni ve své specializaci, ale
také na snadnou adaptaci k piipadnému pusobeni v jiném oboru.

Studenty, zaméteni Sladarstvi a pivovarstvi a Kvasnd chemie a technologie, ktefi se
aktivné podileji na vétSin€é odborné Casti tohoto seminare, pedagogicky vedou:
prof. Ing. Gabriela Basatova, DrSc.; prof. Ing. Jan Paca, DrSc.; prof. Ing. Mojmir
Rychtera, CSc.; doc. Ing. Karel Melzoch, CSc.; Ing. Pavel Dostalek, CSc.;
Ing. Jaromir Fiala, Ph.D.; Dr. Ing. Leona Paulova; Ing. Martina Siglova, Ph.D.;
Ing. Hana Cizkova a Ing. Véra Habova.

Velky podil na zddrném feseni diplomovych praci studenti MSP ma spoluprace se
studenty DSP, pomoc laboranti a technickych pracovniki UKCHB (Ivana
Duskova, Rudolf Jung, Silvia Odchéazelova) a spoluprace s pracovniky ostatnich
tstavii VSCHT Praha, AV CR, 1.LF UK, VUPS a primyslovych partneri.
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Rozdily sladii z geneticky odliSnych odriid jeémene z hlediska obsahu a
spektra aminokyselin

Kodysova Hana, Basafova Gabriela, Cizkova Hana, Novak Jan

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Cilem této prace bylo orienta¢ni ovéfeni vlivu genetickych vlastnosti vybranych
Ceskych a zahrani¢nich odrid je€mene formou rozboru kongresnich sladin a
¢tvrtprovoznich varek vedenych do faze hlavniho kvaseni. U pokusnych vzorkl
se porovnavaly pifedevSim obsah celkovych a jednotlivych aminokyselin a
aminodusiku. Sledovani bylo doplnéno o dalsi kriteria jako obsah polyfenolt,
oxido-redukéni kapacitu aj.

U sladl z odrid je¢menti Malz, Jersey, Sabel, Prestige, Kompakt, Tolar, Amulet
se obsah celkovych a jednotlivych aminokyselin vyrazné nelisil, vétsi rozdily
byly zjistény v obsahu aminodusiku. Tendenci k vy$§im hodnotdm aminokyselin
a polyfenoli mély slady z ¢eskych odrid Kompakt a Amulet.

V pokusnych varkach se potvrdila korelace nizsi tvorby vicinalnich diketont s
vys$§im vyuzitim vétvenych aminokyselin mladiny pivovarskymi kvasinkami,
kterd se u varek z riznych sladi liSila. Obdobné se zjistily rozdilné vztahy mezi
metabolismem sirnych aminokyselin a tvorbou oxidu sifi¢itého pti hlavnim
kvaSeni.

Genetické vlastnosti jeémene mohou byt vice ¢i méné pozménény klimatickymi
podminkami dané¢ho roku, agrotechnikou I péstebnim mistem. Promitnuti
kvalitativnich znakl sladu do vlastnosti piva je pak ovlivnéno podminkami a
piipadnymi vykyvy v technologii. Proto by bylo potfebné zjisténé poznatky
ov¢étit v nékolikaletém cyklu.
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Studium zmén horkych latek pri skladovani chmele a ve sto¢eném pivu

Strakova Lenka', Basafova Gabriela', Priicha Pavel®, Hlavacek Ivo®, Dostélek
Pavel'

'Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha
2Plzeflsky Prazdroj, a.s., Pivovar Plzen

Cilem ptedloZené prace na téma ,,Sledovani zmén hotkych latek pii skladovani
chmele a ve sto¢eném pivu* bylo zjisténi vlivu doby a teploty skladovani
piedev§im na obsah a- a iso-a-hotkych kyselin ve chmelu a v hotovém pivu.
Byly testovany vzorky dvou odrid chmele, Premiant - CZPR a Zatecky
polorany Cervenak - CZSSA, které byly ulozeny jeden mésic pii teplotach -
15 °C a 23 °C. Déle byly analyzovéany vzorky hotového piva z jedné Sarze, které
byly skladovany pii teplotdch 8 °C, 20 °C a 30 °C po dobu péti meésici.
V pravidelnych intervalech byly tyto vzorky podrobeny analytickému a
senzorickému hodnoceni.

Naméiené vysledky potvrdily, ze idedlni podminky pro skladovani chmele
a chmelovych vyrobkii jsou v klimatizovaném skladu pii nizké teploté
s vylou¢enym piistupem vzduchu. Ubytek obsahu a-hotkych kyselin v pribéhu
CO2 atmosfére. Tato prace prokazala, Ze béhem zpracovani chmele peletizaci
ani pusobenim vySsSi teploty skladovani nevznikaji ve vzorcich chmele iso-a-
hotké kyseliny.

Déle se ukazalo, Ze teplota skladovani piva ovliviiuje jeho fyzikalné—chemické
1senzorické vlastnosti, jejichz zmény jsou nejvyrazn€j§i pii vysSich
skladovacich teplotach.

V hotovém pivu byl v zavislosti na teploté¢ skladovani zjiStén pokles obsahu
trans isomert iso-o-hotkych kyselin, zatimco obsah jejich cis isomerl se
nemeénil. Vysledkem této prace jsou i ucelené¢ namétena UV-spektra vSech Sesti
hlavnich stereoisomerti isohumulonti, ktera jest¢ nebyla publikovana. Namétena
spektra cis a trans isomert téchto latek vykazuji rozdily mezi jejich absorbénimi
maximy.

Ztraty 1so-a-hotkych kyselin pii plsobeni jednotlivych teplot v pribéhu
skladovani byly vyraznéjsi nez pokles celkové hotkosti piva, coZ dokazuje vliv
dalsich produktii pfemény hotkych latek chmele na celkovou hotkost piva.
Béhem skladovani piva doSlo k narGstu anilinového Ccisla, které je dobrym
ukazatelem starnuti hotového piva. Zmény sledovanych analytickych velic¢in
byly nejvyrazné€jsi u vzorkl uloZenych pii 30 °C, zatimco u vzorkl uloZenych
pii 8 °C se slozeni piva téméf neméni.
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Stanoveni prenylflavonoidii v ¢eskych odrudach chmele

Hofta Pavel, Dostalek Pavel

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Cilem této prace bylo stanoveni hlavnich prenylflavonoidi v ¢eskych odriidach
chmele pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) s UV detekci,
a dale zjiSténi jak se méni obsahy téchto latek béhem skladovani chmele. Ke
stanoveni byla pouzita optimalizovana metoda izolace a detekce
prenylflavonoidi chmele (Humulus lupulus L.) podle Stevense. UV detekce
prenylflavonoidi probihala pti 370 nm, nastfikovany objem byl 10 pl, pratok
mobilni fdze byl 0,8 ml/min a teplota v kolon¢ 20 °C. Poskliziiovy obsah
xanthohumulu v Ceskych odridach chmele se pohyboval v intervalu 0,3 az 1,1
% hm. v suS. Nejvétsi mnozstvi xanthohumolu obsahovala odrida Agnus od
0,71 do 1,12 % hm. v sus. Odriuda Sladek obsahovala 0,55 az 0,80 %, odrida
Bor 0,41 az 0,60 %, odriida Premiant 0,30 az 0,45 % hm.v su$. Odrada ZPC
obsahovala jen 0,30 az 0,40 % hm. v suS. Z loniskych a predlonskych analyz
vyplyva, Ze se meziro¢ni obsahy xanthohumolu 1i8i jen nepatrné, zavisi vSak na
péstebni lokalité¢ a klimatickych podminkdch. Starnutim chmele dochazelo
béhem 5 mési¢niho skladovani az k 30 %nimu Ubytku obsahu xanthohumolu.
Prednaska taktéz zahrnuje i1 piehled vSech dosud znamych prenylflavonoidii
chmele, jejich biosyntézu, stanoveni, a jejich vliv na lidské zdravi.
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Moznosti méreni a ovlivnéni hodnoty antioxida¢ni kapacity v prubéhu
pivovarského procesu

Sikora Petr', Dostalek Pavel', Ligotsky Petr’

'Ustav kvasné chemie a bioinZenyrstvi, VSCHT Praha
2Plzeflsk}'/ Prazdroj, a.s., Pivovar Radegast

Tato prace se zabyva sledovanim antioxida¢ni kapacity v prib&hu pivovarského
procesu, soustfeduje se piedevSim na hlavni kvasSeni v cylindrokonickych
tancich a dokvasovani v lezackych tancich. K méfeni byla pouzita metoda
elektronové spinové rezonance a byly zjiStovany hodnoty lag-time a T150.
Analyzovana byla tfi riizna piva Ceského typu, dvé vycepni a jeden lezak.
Me¢éteny byly hodnoty T150 a lag-time, zjiStovana byla rovnéz zavislost hodnoty
antioxida¢ni kapacity na koncentrci SO, v pivu. Antioxida¢ni kapacita piva byla
posuzovana z hlediska pouziti dvou riznych CKT pfi kvaSeni. Pozornost byla
zaméiena 1 na zménu hodnot lag-time a T150 béhem sudovani.

PtiznivéjSich hodnot lag-time bylo dosazeno pii kvaseni ve starych CKT oproti
kvaSeni v novych CT. Pfi sudovani starych CKT dochédzelo k menSimu
poskozeni piva.

Pomoci statistické analyzy byla prokdzdna zéavislost hodnoty lag-time na
koncentraci SO, v pivu.
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Zvyseni fyzikalné-chemické stability piva ¢eského typu

Zedek Jakub, Dostalek Pavel, Hofta Pavel

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Cilem této prace bylo nalezeni noveého stabilizacniho prostiedku na bazi
polyamidu. Tento material by mél dosdhnout srovnatelnych vysledkl se
stabilizatory na bazi polyvynilpolypyrrolidonu. Vyhodou by byla jeho niZsi cena
a vyssi chemicka odolnost.

V laboratornim méfitku se povedlo ptipravit material, ktery odpovidal zadanym
pozadavkiim. Bohuzel pii pievedeni vyroby do Ctvrtprovozniho meéfitka se
nepodafilo ziskat sorbent se stejnymi vlastnostmi. Material vykazoval nizsi
sorp¢ni tc¢innost vici polyfenoliim a mél i odlisné fyzikalni vlastnosti.

Po celou dobu testovani materidlit byla hlavnim kritériem schopnost polyamidu
adsorbovat polyfenoly. Celkové polyfenoly se stanovovaly metodou EBC (
European Brewery Convention). Parametrem, ktery je pro pivovarstvi dilezity
je prito¢nost materidlu. Ta byla stanovena u vybranych materiali pfistrojem
Dicalite.

V provoznim méftitku byl otestovan material pod pracovnim nadzvem Silpan. Pfi
stabilizaci nedo$lo k Zddnym problémim, ale pivo takto vyrobené neziskalo
vys$i trvanlivost. Proto byly navrZzeny kroky, které¢ by méli vysledek stabilizace
zlepsit.

Jako vedlejsi moznost uplatnéni polyamidu byla feSena problematika stanoveni
anthokyanogeni metodou podle Harrise — Ricketse. U této metody je jako
adsorbent anthokyanogenli pouzivan Nylon 66. Nahrazeni Nylonu 66
polyamidovym prachem se ukézalo jako ekonomicky vyhodné. A to i piesto, ze
pro stanoveni se muselo pouzit trojnasobné mnozstvi sorbentu. Vysledky
ziskané pti pouziti polyamidu Beerpan byly srovnatelné s vysledky ziskanymi
puvodni metodikou.
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Stanoveni toxickych proteint v pivu

Pettikova Martina', Dostalek Pavel', Hochel Igor2

'Ustav kvasné chemie a bioinZenyrstvi, VSCHT Praha
*Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha

Nemoc celiakie mé za nésledek poruchu vstiebavani a nasledné atrofii stievnich
klkt. Podminkou pro vznik choroby je podrdzdéni v ethanolu rozpustnymi
zasobnimi proteiny nebo prolaminy z pSenice, zita, jecmene a pravdépodobné i z
ovsa. Prolamin odvozeny z pSenicné mouky se nazyva gliadin, prolamin
odvozeny zjetné mouky se nazyvd hordein. Pivo ceského typu se vyrabi
zje¢ného sladu, jen vyjimecné ze sladu pSeni¢ného. Zrno béhem sladovani
podstupuje proces kontrolovaného kli¢eni, pficemz dochéazi k ¢aste¢né
hydrolyze zasobnich proteini (hordeinu). Obsah prolamini v jeCmeni a pivu
nebyl doposud zdokumentovan.

Existuji dva typy analyz systémem ELISA, urené ke kvantifikaci pSeni¢ného
gliadinu. Prvni analyza gliadinu vykazuje jen slabou kiiZzenou reakci a citlivost
vuci jecnému hordeinu. Druhy typ je pfedstavovan jednou z komer¢nich ELISA
sad, jenz je urcena pro stanoveni gliadinu v pSenici a je¢meni.

Tato prace je zaméfena na zkoumdni a pfesné stanoveni koncentraci gliadinu
v pSeni¢ném a je¢ném zrnu, sladu a z ného vyrobeného piva. Spolu s tim byl
zkoumdn vliv pouzité pivovarské technologie na sniZzeni obsahu gliadinu
v jednotlivych pivech.
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Pouziti metod FACS pro studium procesu starnuti kvasinky Saccharomyces
cerevisiae

7w r . 1 2 A r . 1 M 4 1 * r 2
Kovarova Jitka ", Basarova Gabriela', Fiala Jaromir', Pichova Alena

'Ustav kvasné chemie a bioinZenyrstvi, VSCHT Praha
2Mikrobiologick}'/ tistav, AV CR

Jako model pro studium procesu starnuti byly pouzity kmeny kvasinky
Saccharomyces cerevisiae a mutantni kmeny RAS2"*"” a Ras2".

Ke studiu fyzikalnich a biochemickych zmén doprovazejici starnuti byly buiiky
separovany na prutokovém cytometru s ptidavnym zafizenim zvanym bunéény
tridi¢, ktery umozituje oddé€lit buniky na zaklad¢ riiznych specifickych vlastnosti.
Prace se nejdiive zabyva morfologickymi a fyziologickymi zménami béhem
kultivace u divokého kmene kvasinky Saccharomyces cerevisiae. Byly také
porovnavany fyziologické rozdily po kultivaci mezi divokym kmenem a mezi
mutantnimi kmeny téze kvasinky, v§e metodou priitokové cytometrie.

Déle byla provedena kvantifikace apoptickych bunék v populaci. K tomu bylo
pouzito dvojité barveni — barveni propidiem jodidem a annexinem V-FITCem.
Toto dvojité barveni umoziiuje sledovat bunky v rané fazi apoptdzy, a také
buiikky mrtvé ¢i poskozené. Ke kvantifikaci byla zatim pouzita jen fluorescencni
mikroskopie a prace si klade za cil tyto vysledky porovnat s kvantifikaci
provedenou prutokovou cytometii.
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Kyslikové radikaly a jejich souvislost se starnutim bunék Saccharomyces
cerevisiae

> 14 14 1 2
Stavikova Jana>

'Ustav kvasné chemie a bioinZenyrstvi, VSCHT Praha
2Mikrobiologick}'/ tistav, AV CR

V aerobnich podminkach musi vSechny organismy celit vlivu kyslikovych
radikald. Ty vznikaji nejen v prostiedi, kde organismus Zije, ale také pfimo pfi
metabolickych procesech probihajicich v buiice.

Superoxid (O,) vznika v buiikdch Saccharomyces cerevisiae zejména pfi
dychani, v III. komplexu dychaciho fetézce. Pfimo v mitochondriich je tento
radikal prevadén enzymem superoxid dismutdzou na peroxid vodiku(H,O,).
Z peroxidu vodiku vzniké naslednymi reakcemi hydroxylovy radikal(OHe), viici
némuz jiz buitka nemd zZadnou obranu.

Kyslikové radikaly zpusobuji peroxidativni poSkozeni lipidli, DNA a dalSich
bunéénych slozek. Jednim ze zplsobu poskozeni proteini je vznik
karbonylovanych skupin. Ve své laboratorni praci jsem porovnavala pfitomnost
karbonylovanych proteintt u dvou kment Saccharomyces cerevisiae (divoky
kmen a RAS2Y"" mutant). Karbonylované skupiny jsem detekovala pomoci
protilatek ~ konjugovanych s fluorescencnim  barvivem  Texas  Red
po derivatizaci s 2,4-dinitrofenylhydrazinem in situ. U obou kmenil byla
pfitomnost karbonylovanych skupin mnohem vyss$i u starSich bun€k nez u
mlad$ich. Kvantitativni analyza pfitomnosti karbonylovanych skupin nebyla
zatim provedena.
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Studium procesu starnuti kvasinky Saccharomyces cerevisiae

Lehnert Radek', Fiala Jaromir', Pichova Alena’®, Kovatrova Jitka'~

'Ustav kvasné chemie a bioinZenyrstvi, VSCHT Praha
2Mikrobiologick}'/ tistav, AV CR

Jednotlivé buiiky Saccharomyces cerevisiae vykazuji replikativni stafi, které je
funkci puceni, kterd dana buiika prodélala. Béhem starnuti kvasinky se méni jeji
morfologie, fyziologicky stav a exprese genil. K rozdéleni populace kvasinek
podle staii byla pouzita metoda elutriacni centrifugace. U kazdé frakce bunck
byla pozorovana schopnost rGstu za aerobnich podminek a byla sestrojena
rustova kiivka. B&hem kultivace byly vzorky pribézn€ analyzovany na
prutokovém cytometru. Staré buiikky byly schopny rtist stejné rychle jako stfedné
staré a dcefinné bunky, ale brzy ztratily svoji dynamiku ristu. Ptfi¢inou tohoto
jevu byl pravdépodobné prechod téchto bunék do stavu senescence a
neschopnosti jejich dcer vstoupit do nového bunééného cyklu. Stejné analyzy
byly provedeny s nesynchronizovanymi populacemi odebranymi z pivovaru.
Prvni vzorek obsahoval bunky z prvniho odsttelu spole¢né s kaly. Druhy vzorek
obsahoval stiedné staré buiikky a mladé buiiky, které se pouzivaji pro dalsi
kvaseni. Tteti vzorek byly kvasinky odebrané pied filtraci piva. Tyto vzorky
byly analyzovdny metodou pritokové cytometrie. V pribé¢hu kultivace byl
sledovan obsah bilkovin, glykogenu a esterasova aktivita. Obsah bilkovin a
glykogenu nejprve na poc¢atku exponencialni faze vzrostl, v exponencidlni fazi
bylo minimum a na konci exponencidlni faze opét rostl. Esterasova aktivita
v pribéhu kultivace klesala. Buiiky, které¢ byly stresovany v dekantéru ztratily
svoji esterasovou aktivitu a zvySily proteasovou aktivitu. Proteolytické enzymy
mohou nepfiznivé ovlivnit kvalitu piva v disledku snizeni hladiny bilkovin
stabilizujicich pivni pénu. Na zavér této prace byly pozorovany buniky v ¢asné
fazi apoptosy.
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Vliv zpusobu prani a skladovani kvasnic na fyziologické vlastnosti
geneticky odliSnych kmenii pivovarskych kvasnic

Hronova Martina, Basarova Gabriela, Novak Jan

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Cilem této prace bylo zjistit vliv zpusobu prani a skladovani kvasnic na
fyziologické vlastnosti geneticky odliSnych kment pivovarskych kvasinek rodu
Saccharomyces cerevisiae.

Provéfovan byl vliv prani kyselinou fosfore¢nou a aktivovanym chloritanem
sodnym u pivovarskych kvasnic kmene €. 95 (izolatu W 34 Weihenstephan).
Byl sledovén vliv prani na flokula¢ni schopnost kvasnic, na jejich viabilitu a na
bakterialni kontaminaci.

Pomoci optické fluorescencni metody, pritokové cytometrie, byla sledovana
vitalita a viabilita skladovanych populaci pivovarskych kvasnic kmene ¢.2, €.7 a
¢.95, oznacené podle sbirky Vyzkumného ustavu pivovarského a sladatského.
Kvasinky byly skladovany po dobu 10-ti dnli v demineralizované vod¢, 2%nim
roztoku hydrogenfosfore¢nanu draselné¢ho a v 2%nim roztoku chloridu sodného.
Dale byl zjist'ovan vliv opakovaného nasazovani pivovarskych kvasnic kmene €.
95 (izolatu W 34 Weihenstephan) na jejich flokula¢ni schopnosti.

Byly zjiStény vyhody a nevyhody jednotlivych zplsobii prani. Experiment
potvrdil ptfedpoklad, ze vitalita 1 viabilita skladovanych kvasinek v pribéhu
skladovani klesa, pficemz zavisi, pii zachovani shodnych skladovacich
podminek, na druhu skladovaciho roztoku. Ziskané vysledky prokéazaly vliv
opakovaného nasazeni na vitalitu kvasnic projevujici se napf. zhorSenim
flokulacnich vlastnosti.
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Studium zmén kvasinky Saccharomyces cerevisiae v pivovarském procesu
pritokovou cytometrii

Novak Jan, Basarova Gabriela, Fiala Jaromir
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Tato prace se zabyvala studiem zmén kvasinky Saccharomyces cerevisiae v
biotechnologickych procesech se zvlastnim ptihlédnutim k pivovarskému. Pro
vétSinu zmén jimiZ kvasinky prochéazeji existuji charakteristiky, které je mozno
sledovat fluorescen¢nim barvenim. K experimentim byly pouzity tfi hlavni
kmeny kulturnich kvasinek pouZzivanych v naSich pivovarech. Byly to kmeny
oznadené jako ¢. 2, 7 a 95 podle sbirky (RIBM 655) Vyzkumného Ustavu
Pivovarsko Sladatského. Jako Zivny substrat byla obvykle pouzivana standardni
mladina (12°P) a fermentace prob&hla v chlazenych nadobach o uZitném objemu
30 1. Pro vyhodnocovéani zivotnich projevi kvasinek bylo pouzito
fluorescen¢niho mikroskopu spojeného s analyzou obrazu a pratokového
cytometru. Pied, v priitbéhu a po fermentaci byly sledovany morfologické znaky
jednotlivych kment, jejich bunéény cyklus, metabolicka aktivita a viabilita.
Obecné morfologické charakteristiky kvasni¢nych populaci, jako je distribuce
velikosti bun€k a granularita byly sledovany jak analyzou obrazu ziskané¢ho z
fluorescenéniho mikroskopu tak na pratokovém cytometru. Ke studiu
bunééného cyklu bylo vyuzito analyzy obsahu bunééné DNA na zakladé
specifického barveni fluorescenénim barvivem propidium jodidem. Bylo
zjisténo, ze sledované kmeny vykazuji specifické odlisnosti z hlediska vyvoje
procentualniho zastoupeni bunék v jednotlivych fazich bunééného cyklu.
Nejrychlejsi vzestup poctu bunék v G2 fazi byl pozorovan u kmene ¢. 7
nejpomalej$i u kmene €. 95, tato zjisténi korelovala s aktivitou sledovanou
rychlosti utilizace sacharidi a koncentraci bunék ve vznosu. Dale byl
v kvasni¢né biomase ptfed fermentaci a po fermentaci porovnavan obsah
glykogenu v zavislosti na genetickych vlastnostech jednotlivych kmena a
podminkéch pouzitych experimentl. U jednotlivych kmeni byla také sledovana
esterasova aktivita a to na zdklad€ jejich schopnosti $tépit nefluorescencni
barvivo Fluorescein diacetat na fluorescencni Fluorescein a molekulovy zbytek,
k identifikaci fluorescence byl pouZit detektor FL1. Jednotlivé kmeny se liSily
jak zhlediska akumulace ¢i odbouravani zasobnich sacharidii tak z hlediska
diferenci vitality v pribéhu skladovéani. Z vysledkti vyplyva, Zze techniky
fluorescen¢niho barveni ve spojeni s pritokovou cytometrii je mozno dobie
vyuzit ke sledovani zmén kvasinek.
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Isolace sténovych polysacharidi z odpadnich pivovarskych kvasnic

Stérba Karel, Dostalek Pavel

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

V posledni dob& se zvySuje snaha o vyuziti odpadnich pivovarskych kvasnic,
zejména pak v doposud méné vyuzivanych technologiich. V neposledni fadé se
jedna 1 o isolaci B-glukant diky jejich vysokému obsahu v bunéénych sténach.
Tato technologie je Zadouci 1 z hlediska positivniho vyznamu B-glukant pro
lidské zdravi. V této pfednasce jsou rozebirany rtizné metody piipravy preparatu
s vysokym obsahem B-glukant 1 jejich nasledné apravy (suseni).
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Novy zpusob vyuziti odpadnich pivovarskych kvasnic

Klir Ondtej, Dostalek Pavel, Stérba Karel, Karabin Marcel
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Tato prace se zabyva zpracovanim odpadnich pivovarskych kvasinek
Saccharomyces cerevisiae na preparat se zvySenym mnozstvim B-glukanii
bunéénych stén. Pro izolaci byly pouzity odpadni kvasnice z riznych ¢eskych
pivovart.

V laboratornim métitku bylo izolovano 17 preparath sténovych B-glukanti z
bunécénych stén a bylo charakterizovano jejich slozeni z hlediska zastoupeni
celkovych polysacharidl, B-glukant, mannant, bilkovin a lipidi a porovnéno se
slozenim vychozich kvasnic. U ziskanych produkta byly zjiStény jejich fyzikalni
a viskoelastické vlastnosti (schopnost gelovaténi, viskozita, vaznost pro vodu).
Bylo provedeno pokusné béleni preparatu. Dva prepardty (po 1 kg) byly
pfipraveny v poloprovoznim méftitku.
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Aplikace PCR pro detekci pivovarské kontaminace

Vohanka Jaroslav', Fiala Jaromir', Kostrouchova Marta®

'Ustav kvasné chemie a bioinZenyrstvi, VSCHT Praha
*Ustav dédicnych a metabolickych poruch, 1.LF UK Praha

Tato prace byla zaméfena na moznosti vyuziti metody polymerazové tfetézové
reakce (PCR - polymerase chain reaction) pii detekci rodu Lactobacillus. Také
bylo provedeno porovnani metody PCR s dal§imi molekularné biologickymi
metodami, predev§im metodou FISH (fluorescencni in situ hybridizace).

Bylo vybrano 13 sbitkovych druhtt zrodu Lactobacillus, které byly
identifikovany pomoci API CHS50 testli. U vSech téchto druhil jsou znamy jejich
biochemicke vlastnosti a u n€kterych z nich je znama i celd sekvence genomicke
DNA. N¢ktere komercni kity zalozené na polymerazové fetézové reakci PCR
byly vyuzity pro identifikaci nékterych druhii. Znalost sekvence konzervativniho
useku na gDNA jsme vyuzili k ptipravé vlastnich primera a ndsledné PCR.

U druhg, u kterych genom jesté neni znam, bylo vyuzito nespecifity primera pro
pomnozeni konzervovaného useku DNA. Tato DNA byla klonovéna pomoci
kitu TOPO® TA do vektoru pCR®4-TOPO® (Invitrogen) ktera byla dale
sekvenovana. Zjisténi presné sekvence umoznilo navrhnout primery specifické
se kterymi prob¢hla specificka PCR.

Podobné reakce provedené se specifickymi primery vyuziva i Real-time PCR,
neboli PCR v redlném case. Jelikoz se jedna o moderni a vysoce specifickou
techniku stanoveni, bylo ocekdvano velké mnozstvi dat vyuzitelnych pii
rozdé€leni jednotlivych druhlt rodu Lactobacillus. Méteni bylo provedeno na
LightCycleru™ firmy Roche” .

Dalsi metodou vyuZitou pii identifikaci rodu Lactobacillus byla metoda FISH,
vyuzivajici DNA sondy znacCené fluorescenénim barvivem. Tyto sondy jsou
soucasti kitu Vermicon, ktery byl v této praci vyuzit.

V zavéru jsou diskutovany vyhody a nevyhody jednotlivych technik, Casova
narocnost, schopnost detekce rodu Lactobacillus a jeho jednotlivych druhi,
predevsim z hlediska pivovarské kontaminace.
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Interakce tézkych kovii s obalovymi vrstvami a exopolymernimi latkami
vytvarenymi populacemi vybranych jednobunécénych eukaryot

Klas Jiti, Siglova Martina, Mikes Jifi
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Mikroorganismy vyuzivaji rizné druhy mechanismll ochrany vici toxickym
ucinkiim téZkych kovil. Jednim z nejbéznéjSich je jejich sorpce na polysacharidy
produkované za timto G¢elem do mimobunééného prostoru.

Tato prace byla zaméfena na ovlivnéni chovani kvasinek v ptitomnosti iontl
tézkych kovll zhlediska tvorby exopolysacharidli a schopnosti kvasinek
vyrovnat se s takto nepfiznivymi podminkami. Ze skupiny Sestnécti
mikroorganismii a péti kovii byly na zékladé rozsdhlého screeningu vybrany
¢tyfi kvasinky, a to Aureobasidium pullulans, Candida utilis, Geotrichum
candidum a Rhodotorula mucilaginosa a dva kovy: kadmium a nikl. U téchto
kvasinek byla podrobné¢ zkoumana schopnost produkce exopolysacharidii, jejich
zdkladni monosacharidové slozeni a mnozstvi kovu sorbovan¢ho do
polysacharidu.

V ramci této prace byla téZ optimalizovdna metoda izolace exopolysacharidd,
sestavena z dilCich krokl publikovanych v odborné¢ literatuie.
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Mikrobni degradace aromatickych nitroslou¢enin

Dvorakova Markéta, Paca Jan, Barta Jifi
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Cilem této prace byla degradace nitrotoluenti ¢istymi kulturami ve vsadkovém
uspotradani a smésnymi populace v kontinualnich pritocnych reaktorech.

Béhem pokusit byla sledovana rychlost a ucinnost degradace nitrotoluent,
akumulace metabolitl a hodnoty pH pted a na konci kultivace. pi1 degradacnich
testech Cistych kultur byly nitrotolueny testovany jednotlivé a ve smési. Zaroven
byl testovan vliv pfitomnosti externiho zdroje dusiku na rychlost a ucinnost
degradace. V pruto¢nych reaktorech byly nitrotolueny degradovany smésnymi
populacemi izolovanymi jednak ze zeminy dlouhodob¢ znecisténé smési
nitrotoluentt a déale zpidy kontaminované smési dusikatych aromatickych
sloucenin (nitrofenoly, nitrobenzeny, anilin). Tyto populace byly v priitocnych
reaktorech imobilizovany na rizné druhy ndplni a testovany na schopnost
degradace vybranych nitrotoluend.
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Stanoveni kysaci schopnosti u kmenii rodu Lactococcus

Kozakova Drahomira, Zatkova Petra, Svirakova Eva, Plockova Milada
Ustav technologie mléka a tuk(i, VSCHT Praha

Kmeny rodu Lactococcus se fadi mezi G* koky, maji kulovity nebo vejéity tvar
a tvoii pary nebo fetizky. Radi se mezi homofermentativni mikroorganismy a
jejich optimalni teplota ristu je 30 °C. Jednou z nejvyznamnéjSich vlastnosti
téchto kment je jejich schopnost fermentovat sacharidy, predevsim laktosu, coz
ma velky vyznam predevSim pii vyrobé syrt s nizkodohiivanou syfeninou.
Laktokokové kmeny metabolizuji laktosu na kyselinu mlécnou a diky produkci
kyseliny mlé¢né dochazi k poklesu pH uvnitt syfeniny, sniZzeni obsahu vlhkosti
v syfenin¢ a snizeni obsahu zbytkové laktosy v syfenin€ (minimalizace
metabolické ¢innosti nezadoucich mikroorganismil). Pro stanoveni schopnosti
fermentace laktosy (kysaci schopnosti) u zkoumanych mikroorganismi byly
vybrany nasledujici metody: metoda stanoveni kysaci schopnosti za podminek
kultivace 21 °C/ 18 h, metoda stanoveni kysaci schopnosti za podminek
kultivace 30 °C/ 6 h, metoda stanoveni miry produkce kyseliny mlécné na pidé
GMA a metoda méfeni kysaci schopnosti na ptistroji Bac Trac 4100.

Pro stanoveni kysaci schopnosti zkoumanych kmenti mikroorganismil byla jako
nejvhodnéj§i vybrdna metoda stanoveni kysaci schopnosti za podminek
kultivace 30 °C / 6 h a to zdivodu rychlosti a technologické vyuZitelnosti
(simulace podminek pii vyrob& syri s nizkodohiivanou syfeninou). Metodou
miry produkce kyseliny mlécné na ptidé GMA by bylo mozno diky jeji
jednoduchosti a ptesnosti pouzit k odhadu kysaci schopnosti velkého souboru
zkoumanych kment. Stanovenim kysaci schopnosti na pfistroji Bac Trac 4100
bylo dosazeno srovnatelnych vysledk jako kultivatni metodou, a z tohoto
divodu byl pfistroj Bac Trac 4100 shleddan vhodnym pro stanoveni kysaci
schopnosti velkého souboru zkoumanych kment.
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Studium termofilnich mikroorganismii z hlediska molekularni genetiky

Piterkova Lucie, Skarkeova Martina, Melzoch Karel
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

DNA termofilnich mikroorganismii, které jsou zajimavé z obecné biologického
hlediska, jelikoZz vétSina z nich Zije a aktivné se rozmnozuje pii teplotach, které
jinak jiz plsobi letdln€ na fadu ostatnich mikroorganismi, byla isolovana
z definovaného mnozstvi €isté kultury nékolika termofilnich bakterii.

Pro izolaci a purifikaci bylo pouzito celkem Sest rozdilnych metod. Kazda
metoda byla specificka v kazdém izola¢nim kroku, at’ uz se jednalo o 1yzi buné¢k,
extrakcei, precipitaci nebo purifikaci ziskané DNA.

Ve tiech ptipadech se jednalo o enzymatickou lyzi bunék, za pouziti rtiznych
koncentraci enzymt (lysozym, proteindza K), doby a teploty inkubace. Ve dvou
piipadech o Cist¢ chemickou extrakci pomoci rtznych detergentli jako je
dodecyl sulfat sodny (SDS) nebo sarkosyl. V poslednim ptipadé byl pouzit
komeréni kit HIGHT PURE PCR Templetate preparation Kit (Roche) pro
izolaci nukleovych kyselin z bakterii a kvasinek.

Pro extrakci byla vyuzivana zejména smés fenol:chlorofom (1:1). Pro dokonalé
odstranéni veskeré¢ho zbytkového fenolu, ktery by pozdéji mohl rusit néktera
enzymova stanoveni, bylo nutné provadét jesté opétovnou extrakci a to smési
chloroform:isoamylalkohol (1:24). Smés chloroform:isoamylalkohol (1:24) byla
pouzita i jako hlavni extrak¢ni ¢inidlo hned v prvnim kroku. Extrakce byla
provedena 1 specidlnim pufrem z HIGHT PURE PCR Templetate preparation
Kit.

K vysrazeni DNA zvodného roztoku pak byl pouzit 95% chlazeny ethanol
v kombinaci s acetitem amonnym a sodnym a isopropanol.

Ziskana DNA ze vSech pouzitych metod byla vyzualizovana pomoci
elektroforézy na 1 % agarosovém gelu a kvantifikovana pomoci
spektrofotometrického stanoveni pii vinovych délkach 260 a 280 nm. Namétené
hodnoty pak umoznily vypocitat vytézek DNA a koeficient Cistoty na jejichz
zéklad¢ pak bylo mozZné stanovit optimélni metodu pro izolaci genomické DNA
z danych bakterii, ktera poskytuje nejvétsi Cistotu a vytézek DNA.
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Provéreni ruznych metod kultivace termofilnich bakterii v bioreaktoru

KliSova Tereza, Rychtera Mojmir, Ferzik Stanislav, Petfikova Kristyna

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Cilem této prace bylo nalezeni nejvhodnéjSiho zpiisobu kultivace termofilnich
aerobnich bakterii na kapalné frakci obilnych lihovarskych vypalkach, nalezeni
nejvhodnéjs$i metody stabilizace materialu, ktery jiz prosel anaerobnim stupném
a zjistit, zda je mozno vést aerobni termofilni proces jako autotermni, tj. bez
zahfivani organického materialu.

V pribéhu vSech kultivaci byly udrzovany tyto podminky: teplota 55 °C a pH
6,57. Jako hlavni parametry posouzeni prub¢hu kultivace byly zvoleny: CHSK
(chemicka spotieba kysliku), narist biomasy, koncentrace organickych kyselin v
prubéhu procesu a celkové mnozstvi dusiku a fosforu na zacatku a konci
kultivace.

Testovani bylo proveden pfitokovym a kontinualnim zpisobem. Pfitom byla
vyzkousena regulace pO, (40 — 60 %) pomoci piidavkl glycerolu, byl sledovan
vliv ¢istého kysliku a raznych zfed’ovacich rychlosti davkovani vypalkii na
prubéh procesu. PouZity glycerol byl tvofen dehtovitym materidlem, ktery
odpada pfi rafinaci glycerolu a obsahuje asi 50 % glycerolu.

Oveéteni regulatoru teploty, ktery pomoci pfitokt cukerného roztoku udrzuje
teplotu na konstantni hodnoté bylo provedeno mimo rozsah této prace pomoci
kvasinky Saccharomyces cerevisiae, nebot’ autotermni proces pii teplots 55 °C
nebylo mozno udrzet. Produkce tepla je jednak pfili§ pomaléd a jednak tepelna
izolace reaktoru a ztraty tepla do okoli (hlavné odvadénym fermentacnim
plynem) byly pfilis velké. S kvasinkou Saccharomyces cerevisiae se podafrilo téz
uspésné provést regulaci pOs,.

Kontinudlni kultivace se ukazala jako nejvhodnéj$i, protoze pii ni dochazi
k nejvyraznéjsimu poklesu CHSK. Ptidavek ¢istého kysliku do aera¢niho plynu
ma vliv na stabilitu procesu a na pokles celkové hodnoty CHSK ( az o 71 %). Po
anaerobnim mesofilnim procesu je vhodné zatadit aerobni termofilni stupen,
vsadkovy nebo kontinualni, ktery ptispéje ke stabilizaci kalu.
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Uprava fermentaéniho média a kultivace termofilnich mikroorganismu
v podminkach oxistatu

Maréakova Michaela, Rychtera Mojmir, Ferzik Stanislav, Pettikova Kristyna

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Cilem této prace bylo studium termofilnich procesi aerobni smésné kultury
v podminkach oxistatu pii konstantni teplot¢ a pH a mesofilniho
dvoustupniového semikontinudlniho procesu s anaerobni smésnou kulturou (byl
pouzit Cistirensky kal). Pti kultivacich byla pouzita jako hlavni substrat kapalna
frakce obilnych lihovarskych vypalkil a pfi aerobnich regulovanych kultivacich
byl pouzit jako druhy uhlikaty substrat - glycerolovy odpad (z rafinace
glycerolu).

Hlavnim posuzovanym kritériem pro zhodnoceni vysledkll vSech kultivaci bylo
sledovani zmény CHSK (chemickd spotieba kysliku). U aerobnich kultivaci se
jesté v pribéhu vyhodnocovala koncentrace biomasy, organickych kyselin,
glycerolu a celkového dusiku a fosforu v médiu. U anaerobnich kultivaci se
krom¢ CHSK a vySe uvedenych parametrii sledovalo mnozstvi produkovaného
bioplynu a celkovy pokles suSiny média.

Vysledky pokust prokézaly, Ze lihovarské vypalky jsou 1 bez ptidavku zivin
dobfe rozloZitelné v anaerobnim 1 v aerobnim prostiedi a jako vyhodné se
ukazalo 1 spojeni téchto dvou procesti. Aerobni kultivace probihaly
v podminkach oxistatu a regulace koncentrace rozpusSténého kysliku byla
realizovdna pomoci pfitoku druhého uhlikatého zdroje - glycerolového odpadu.
Ptivod glycerolového odpadu pozitivné ovlivnil u aerobnich kultivaci sniZeni
CHSK. Pfi aerobni kontinualni kultivaci se dosahlo snizeni az o 58 %.

U anaerobnich mesofilnich procesii jsme potvrdili jejich vysokou uéinnost pfi
odstranovani organickych latek, nebot CHSK se snizilo o vice nez 90% a
podaiila se ndm ve dvou pokusech dosahnout produkce plynu kolem 0,2 m’/kg
vyuzité organické hmoty.

Vhodnym spojenim obou procesti se podafilo snizit organického znecisténi o
94,1 %.

24



1. seminaf — Pivovarstvi a kvasné technologie 2004, 1.-2.4.2004, UKCHB, VSCHT Praha

PID regulace DOC a teploty a jeji vyuziti pri degradaci lihovarskych
vypalki

Ferzik Stanislav, Melzoch Karel

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Cilem naSeho projektu bylo provéfit moznosti davkovaciho peristaltického
Cerpadla ve spojeni s regulatorem BIO-2 k regulaci dvou dilezitych parametri
kultivaci — koncentrace rozpusténého kysliku (DOC) a teploty. Obé& veli¢iny byli
fizeny pouze pritokem média pii fed-batch kultivacich. Regulator byl testovan
na dvou biologickych systémech:

modelovy systém s kvasinkou Saccharomyces cerevisiae (pouzito pekarské
drozdi — primérna suSina 27 hm.%).

Aerobni termofilni degradace lihovarskych vypalkh pomoci termofilnich
bakterii (pouZita smésna bakterialni populace z COV Bystiice pod Hostynem)

K regulacim v modelovém syst¢ému bylo pouzito davkovéani 20% roztoku
glukosy a pfi regulacich termofilni degradace vypalka byl pouzit glycerolovy
odpad zrafinace glycerolu (SETUZA a.s., Usti nad Labem) se zhruba 50%
obsahem glycerolu. Kultivace byly provadény ve 2-litrovém fermentoru Biostat
(B.Braun International, Némecko). Ptitoky substratu byl provadén pomoci
peristaltického Cerpadla Verder Pericor (Verder, Rakousko) fizeného pomoci
testovaného PID regulatoru Bio2 (BTC, LotySsko). Kultivace byly hodnoceny z
hlediska méteni DOC, zmén CHSK, rozborii slozeni media pomoci HPLC a
stanoveni nariistu biomasy.

V jednodus$im modelovém systému se podatila optimalizovat regulace obou
regulace DOC, avSak regulace teploty pouze davkovanim glycerolového
substratu nebyla Gspésna z divodid malé produkce biologického tepla nutného
k ohfevu systému a také jeho velkym ztratam kvili nedostate¢né izolaci systému
(zptisobené konstrukci bioreaktoru). Celkové se jevi testované PID-regulacni
zatizeni BIO-2, jako vhodny fidici prvek pfi fermentacich jak laboratornich, tak
1 po jisté optimalizaci k praktickému vyuziti v primyslovém uspotadani.
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Identifikace kmenii termofilnich bakterii na zikladé profilu mastnych
kyselin

Churava Alena, Paulova Leona, Siristova Lucie
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Cilem této prace bylo stanoveni profili mastnych kyselin tfech kment
termofilnich bakterii Thermus ruber, Thermus sp. a Bacillus stearothermophilus
pii teplotach 40, 50, 60, 65, 70 a 75°C a optimalizace metody.

Bylo testovano Sest riznych médii: LB médium, gluk6zové syntetické médium a
Ctyfi citratova média s rliznym obsahem vitaminli a rGznym zdrojem uhliku
(kyselina glutamové a trypton). S vyjimkou LB média nerostly na zadném z
médii vSechny 3 testované kmeny. VSechny kmeny rostly pouze v teplotnim
rozsahu 40-70°C. Ziskané bunécné kultury byly lyofilizovany a ve dvou krocich
byly pfipraveny methylestery mastnych kyselin. Po saponifikaci 30%
hydroxidem sodnym néasledovala extrakce mastnych kyselin dichlormethanem a
po odpafeni rozpoustédla esterifikace smeési fluoridu boritého v methanolu.
Ziskan¢ methylestery mastnych kyselin byly analyzovadny plynovou
chromatografii; jednotlivé mastné kyseliny byly identifikovany porovnanim
reten¢nich Casi se standardy a jejich procentualni zastoupeni bylo vypocteno z
ploch pikd.

Takto ziskané profily mastnych kyselin bylo mozZzné stanovit opakovatelné,
zaroven se ale vyznamné liSily mezi jednotlivymi kmeny a byly vyznamné
odlisné 1 od profilu LB média. Profily zavisely na kultivaéni teploté, se
vzrustajici teplotou klesal podil mastnych kyselin s rozvétvenym fetézcem a
podil nenasycenych mastnych kyselin, ktery vSak nikdy neptesahl 3%.

Pouzitad metoda se jevi byt dobie pouZzitelna pro identifikaci bakteridlnich kmenti
vzajemnym porovnanim profilu vzorku a profilu standardu, je vSak pomérné
pracna a je tieba piesné dodrzet kultivacni teplotu.
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Identifikace mikrobidlnich kmeni ve smésnych populacich optickymi
metodami

Maternova Jana, Melzoch Karel, Sekavova Barbora

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Tato prace byla zaméfena na sledovani zmén fyziologického stavu populaci
vinnych kvasinek Saccharomyces cerevisiae, Brettanomyces intermedius,
Kloeckera apiculata a Candida stellata s vyuzitim priatokové cytometrie a
fluorescencni mikroskopie.

K charakterizaci kmenii kvasinek bylo pouzito 5 typt fluorescencnich barviv
(thodamin 123 pro sledovani respiracni aktivity, fluorescein diacetat ke studiu
esterazové aktivity, propidium jodid k ur€eni viability bun¢k a ke studiu
bunééného cyklu, fluorescein isothiokyanat pro urceni obsahu bilkovin a
akriflavin pro méteni obsahu glykogenu). Pro jednotlivd barviva byly nejprve
nalezeny nasledujici optimélni koncentrace a doby inkubace s kvasinkami:
rhodamin123 - 0,4 pg/ml, tisubace ] Omin; propidium jodid - Spg/ml, tiubace | Omin;
fluorescein diacetat - 100ug/ml, tiubace 20min; fluorescein isothiokyanat -
0,5ug/ml, tiygupace 30 min; akriflavin - 10 pg/ml, tiupace 30min.

Byla studovéana opticka denzita, viabilita, esterazova aktivita, obsah bilkovin,
DNA a glykogenu béhem kultivace kvasinek na YPD médiu. Také byl studovan
vliv riiznych teplot (4, 19, 28 a 37°C) a vliv odliSného sloZeni média (médium
obsahujici pouze C-zdroj a Davis Broth médium bez C-zdroje) na jejich
fyziologicky stav.

Burniky narostlé na YPD médiu byly proméieny na pritokovém cytometru, ktery
méfil zmény intenzity fluorescence, jez odpovidaji zmé€nam obsahu sledovanych
latek v bunce. Tim lze rychle a snadno urcit v jakém stadiu riistového cyklu se
dana populace nachazi.

Zavérem lze fici, Ze pratokova cytometrie a fluorescencni mikroskopie jsou
vhodnymi nastroji ke stanoveni fyziologického stavu kvasinek a studiu vlivu
vngjSich stresovych faktort na fyziologii populaci kvasinek.
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Vyuziti membranovych technik pfi zpracovani fermenta¢nich médii

Klozova Jana, Melzoch Karel, Habova Véra, LapiSova Katefina
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PtedloZzena prace se zabyva aplikaci membranovych separa¢nich technik pro
zpracovani lihovarskych vypalki, které jsou v tadé lihovarii problematickym
odpadem doprovazejicim vyrobu ethanolu. Separace vypalk byla provadéna
pomoci keramickych tubuldrnich membran, jejichz separacni rozsah pokryval
oblast od mikrofiltrace, pfes ultrafiltraci az po nanofiltraci. Membrany byly
zabudovany do modulu, ktery byl napojen na poloprovozni filtracni stanici
ARNO 600-BIO.

Byly pouzity dva typy vypalkl — obilné a bramborové lihovarské vypalky, které
se vyznamng liSily v n€kterych svych vlastnostech.

Obilné vypalky byly separovany celkem ve dvou separacnich sériich. V 1. sérii
byly pouzity membrany s velikosti port 0,2 pm a 300 kDa, v II. sérii 0,2 pm a
150 kDa.

Bramborové lihovarské vypalky byly separovany ve 4 sériich. V III. sérii byly
pouzity membrany s velikosti porti 0,2 um a 150 kDa, ve I'V. sérii 0,2 um a 300
kDa, v V.sérii 300 kDa a 15 kDa a v VI sérii separace probihala pftes
membrany 150 kDa a 5 kDa.

Nejvétsim problémem membranovych technik je zanaSeni pdérii membran
¢asticemi filtrovaného média, tzv. membranovy ,,fouling®, jehoz disledkem je
pokles toku pfes membranu. Za Ucelem obnovy toku pfes membranu byla
aplikovéana riznd chemicka C¢inidla. Pro regeneraci membrdn se nejvice
osveédcila lazen s roztokem NaOH o pocatecni teploté 80 °C.

V prub¢hu jednotlivych experimentii byl pozorovan vliv uspoifddani membran
na u¢innost a dynamiku separa¢niho procesu. Lepsi precisténi obou médii bylo
dosazeno pomoci membran s mensi velikosti péri. Na slozeni permeatu méla
nejvyraznéjsi vliv prvni membrana v sérii, dochazelo zde k nejvétSimu snizeni
obsahu stanovovanych latek. Pokles sledovanych analytli béhem separace byl
niz§i u bramborovych vypalkl, které na vstupu obsahovaly méné latek nez
obiln¢ vypalky.
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Uplatnéni membran p¥i zpracovani odpadu z potravinarského primyslu

LapiSova Katetina, Klozova Jana, Rychtera Mojmir, Melzoch Karel
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

V souvislosti s vyraznym zpfisiovanim legislativy v oblasti odpadi a
odpadoveho hospodarstvi se hledaji nové zplisoby a moznosti jejich zpracovani.
Tento trend velmi pfispivd k rozvoji membranovych separacnich technik a
k jejich rychlému zavedeni v Sirokém spektru oborii. V soucasné dobé se méni
piistup k odpadnim materidlim a zac€ind se prosazovat jejich komplexni vyuziti
jako vstupnich surovin do dalSich technologickych procesii. Stale vétsi diiraz je
kladen na maximalni vyuziti a recyklaci cennych chemickych latek.

Cilem je, aby vSechny odpadni proudy byly ur¢itym zptisobem recyklovany, coz
by vedlo k vytvofeni tzv. bezodpadové technologie. Vystupem z takovéhoto
procesu by byl pouze pozadovany produkt. V zdjmu primyslovych spolecenstvi
je minimalizace nékladii na likvidaci téchto odpadii, coz otevira Siroké pole pro
vyvoj a aplikaci novych technologii, mezi néz bezesporu patii také membranové
separacni technologie. Soucasny dynamicky rozvoj membranovych separacnich
technologii ptinasi zlepSeni v ekonomické dostupnosti membranového zatizeni a
piinasi dal§i mozZnosti jejich uplatnéni.

Jednou z efektivnich moZnosti pouziti membranovych separa¢nich technologii je
jejich  vyuziti pifi  zpracovavani lihovarskych vypalkl. Svymi fyzikalné-
chemickymi vlastnostmi (vysokd hodnota CHSK a BSK;s, nizké pH, riziko
mikrobialni kontaminace, obtiznd manipulovatelnost) ptedstavuji lihovarské
vypalky potencidlni nebezpe¢i pro zivotni prostiedi, ale zaroveili mohou
znamenat zna¢né zvyseni rentability vyroby zemé&d¢lského lihu.

V souvislosti s hledanim novych zdroji energie byl v poslednich letech znovu
objeven ethanol, ktery lze vyuzivat jako obnovitelny zdroj energie. Vyroba
(bio)ethanolu je vyhodna zejména z ekologického a socidlné-ekonomického
hlediska. Se zvysujici se vyrobou (bio)ethanolu je vSak spojena i produkce
lihovarskych vypalki jako vedlejSiho produktu. V zavislosti na pouzité suroviné
a technologickém vybaveni lihovaru pfipada na vyrobu 1 m’ lihu 11 — 14 m’
vypalkil s obsahem suSiny primérné 5 — 8 %. Z téchto divodii byla feSena
otazka jejich dalSiho vyuziti a kone¢ného zpracovani.

Jednou z moZznosti jak fesit tento problém je recyklace lihovarskych vypalk,
kde by se ziskana kapalna frakce vracela zpét do lihovarského procesu a
nahrazovala tak urcity podil vstupni technologické vody. Zkoncentrovana ¢ast
vypalkil by dale byla vyuzita pro pfimé zkrmovani nebo pro piipravu susenych
krmnych smési. Ve srovnani s klasickymi zplsoby zpracovani lihovarskych
vypalkli (odstfedovani, zahus$tovani) jsou membranové separacni techniky
jednoznacné vyhodnéjsi, zejména z hlediska provoznich nakladu.
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Kultivace kvasinek v bioreaktoru
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souhrn neposkytnut
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