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3. seminar —

Pivovarstvi a kvasné technologie 2006, 30.-31.3.2006, UKCHB, VSCHT Praha

Program:

Ctvrtek 30. bfezna 2006 - Konferenéni centrum VSCHT Praha, kolej Sazava, areal
vysokoskolskych koleji Praha 4 — Kunratice

8:00 — 9:00

Registrace ucastniki

Prednaskova sekce

9:00-9:10

9:10 - 9:30

9:30 - 9:40

9:40 — 9:50

9:50 - 10:00

10:00 — 10:10

10:10-10:20

10:20 - 10:30

10:30 — 10:50

10:50 — 11:00

11:00 - 11:10

11:10-11:20

11:20 - 11:30

11:30 - 11:40

11:40 — 11:50

Fiala J.: Zahajeni seminaie
Basatfova G.: Pivo, lidova tvoFivost a uméni

Dvorakova M., Benismail N., Dostalek P.: Stanoveni antioxida¢ni kapacity
sladu — porovnani metod

Dundrova D., Kaukovirta-Norja A., Fiala J.: Nové analytické metody stanoveni
proteinii v technologickém retézci od jeémene k pivu

Bila K., Broz A., Cizkova H., Moravec J., Kolouchova I.: Vliv kvality sladi na
pribéh kvaseni a vlastnosti piva

Kosin P., Savel J., Cizkova H., Broz A., Kolouchova I.: Vyuziti modernich
metod pro kontrolu aktivity kvasnic v pivovaru

Kutec M., Lehnert R., Branyik T.: Vliv aerace na kontinualni kvaseni
nealkoholického piva

Lehnert R., Faria M., Branyik T.: Kontinualni fermentace v syntetickém
mediu

Prestavka
Spéacil J., Kuncova G., Branyik T.: Optické senzory v pivovarstvi

Sindelatova J., Karabin M., Dostélek P.: Vyuziti SPE a HPLC pro stanoveni
karbonylovych slouéenin v pivu

-----

vV pivu
Hulin P., Dostalek P.: Proteiny a peptidy piva

Moravcova L., Harmatha J., Cizkova H., Kolouchova I.: Fotochemické
transformace resveratrolu a jeho analogii

Hefman J., KliSova T., Patdkova P.: Obrazova analyza kvasinek I
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11:50-12:00 Klisova T., Hefman J., Patakova P.: Obrazova analyza kvasinek I1

12:00 - 12:10 Horakova K., Sekavova B., Melzoch K.: Studium bakterii rodu Thermus s
vyuZitim obrazové analyzy

12:10-12:20 Najralova V., Sekavova B., Paulova L.: Studium vlivu kultiva¢nich podminek
na fyziologicky stav kvasinek

12:20 - 12:30  Duskova D., Paulova L.: Studium Kkinetiky ristu kvasinek pfi kultivaci v
laboratornim bioreaktoru
12:30 - 14:00 Prestavka na obéd

14:00 - 14:20 Dvorak J., LapiSova K., Moravec J., Rychtera M.: ZvySeni u¢innosti degradace
organickych latek v bioreaktoru s recyklem mikroorganismi

14:20-14:30 Smardové A., Jelinkova M., Patakova P.: Identifikace termofilnich
mikroorganismi pomoci PCR

14:30 - 14:40  Stangk O., Sim$ova M., Sebo P., Melzoch K.: Konstrukce, fermentaéni
priprava a purifikace rekombinantnich toxoidi ACT nesoucich antigeny

Mycobacterium tuberculosis

14:40 - 14:50 Kasper J., Kyslik P., Melzoch K.: Purifikace a charakterizace nové
epoxidhydrolasy z kvasinky Rhodotorula mucilaginosa M002

14:50-15:00 Stchova E., Dvotrdk M., Chumchalova J.: Sledovani stability bakterii
mlééného kvasSeni v séjovych fermentovanych vyrobcich v pribéhu
skladovani

15:00 — 15:20 Prestavka

Prezentace firem

15:20-16:00 Presentace firem
16:00 — 16:30 Diskuse

16:30 Spolecné setkani ucastnikii seminafe — misto bude uptesnéno (neni zahrnuto v
konferen¢nim poplatku)

Patek 31. birezna 2006 - Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha
Posterova sekce

Diskuse v prostorach Ustavu kvasné chemie a bioinzenyrstvi
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Moznost navitévy vybranych laborato¥i a technologické haly UKCHB

Sraz ucastnikti 9:00 hodin pted knihovnou UKCHB, VSCHT Praha - budova A, Technicka 5,
Praha 6, 1. patro

Od 12:00 hodin moznost navstévy vystavy ,,Kde se pivo vari® v Narodnim zemedélském
muzeu

Sraz ucastniki 11:30 hodin pied budovou A, VSCHT Praha, Technicka 5, Praha 6.
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Souhrny prispévkii
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Pivo, lidova tvorivost a uméni

Basatova Gabriela
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Pivo je po staleti oblibenym népojem obyvatel naSeho statu a neni proto divu,
Ze se stalo namétem fady ndrodnich a znarodnélych pisnicek, potekadel, basni,
o pive se zpiva 1 v operach. Také mistii Stétce, karikaturiste, fezbati, médikovcei
a dalS$i mizami obdafeni tviirci nachézeli zalibeni v pivovarskych motivech.
Zasluhu na soustfedéni pisnicek s pivovarskou tematikou ma mnoho naSich
znamych literatt jako K.J.Erben, J. Kollar, J.V. Sladek, C. Holas a j., stejné jako
tviirci zpévnikl J. Némeéek, C. Zibrt a mnoho daliich. Pivovarskym pisni¢kam
patii :“Kde je sladek...”“ povazovand za hymnu dceskych pivovarnikli a
pochazejici z roku 1820 ziejmé od J. Némecka..Pivovarské motivy se najdou 1
ve vazné hudb¢, napt. v nasi ryze narodni opefe B. Smetany ,,Prodanéd nevésta“
zpev ,,to pivecko je véru nebesky dar....”). Existuje i rukopis opery z pocatku
19.stoleti ,,Opera praxatoria (ptelozeno Sladovnické opera)®.

Velké mnozstvi pivovarskych poiekadel skryvad v sobé mnoho moudrych rad,
popisy vyznamu surovin, vyroby piva, pokani i furianstvi pijaka, vyjadiuji lasku
k tomuto oboru 1 Uctu k tém, ktefi dali slddkovi Zivot ¢€i se zaslouzili o jeho
vzdélani.

Pivovarské motivy provazely €eskou beletrii a prézu od pradavna. Najdeme je
v dilech J.K.Erbena. Z. Wintra, S. Cecha, J. Haska, B. Hrabala a mnoha dalich
literati.

Rovnéz v dilech mnoha malifi se vyskytuji pivovarské motivy. Z nichz
predevsim M. Ales je pouzil nejen ve svych obrazech, ale i na sgrafitech domt
na pf. v Plzni. Pivovarské motivy se najdou v dilech V. Rady, V.H.Brunnera, A.
Muchy a pochopitelné¢ hlavné v dilech karikaturisti jako je V. Rencin, J.
Vyc¢ital aj. Pochopitelné pivovarskd tematika pronikla i do fady divadelnich her
a filmt. V neposledni fad¢ je uznavat jako uméni i krdsné fezbaiské prace, které
vysly piimo z dilen ¢eskych pivovart.
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Stanoveni antioxida¢ni kapacity sladu — porovnani metod

Dvoidkova Markéta'?, Benismail Nizar %, Dostalek Pavel'

'Ustav kvasné chemie a bioinZenyrstvi, VSCHT Praha
ZIFBM, Institute Francais des Boissons de la Malterie et Brasserie, Nancy, Francie

Cilem prace bylo porovnat rizné druhy sladu z hlediska jejich antioxidacni
kapacity a dale také zhlediska obsahu jednotlivych polyfenoli. Bylo
porovnavano 10 riznych vzorkli sladli ze dvou péstebnich oblasti, z oblasti
francouzské a cCeské. Pro stanoveni antioxidacni kapacity byly pouZity
nasledujici metody: ABTS, FRAP a DPPH. Nejcitlivéjsi metodou byla metoda
ABTS. Nejvyssi antioxidaéni kapacitu vykazovala odriida Regalia z péstebni
oblasti Francie ( 3,5 pmol kyseliny galové/gg, — metoda ABTS), na druhém
mist¢ se umistily odrady Esterel (Francie, 3 umol kyseliny galové /g4,) a
Prestige 185 (CR, 3 pumol kyseliny galové /ggy).

Jednotlivé polyfenoly byly stanovovany metodou HPLC s UV detekei (detektor
diodového pole). Katechin byl nejvice obsazen u vSech odrad, jeho obsah se
pohyboval od 5 do 20 mg/kg sladu. Dale byly ve vysokych koncentracich
nalezeny tyto fenolové slouceniny: epikatechin, rutin, kyselina galova, ferulova,
p-kumarova a skoficova. VSechny tyto slouceniny pftispivaji 1-10 % k celkové
antioxidacni kapacité sladu.

10
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Nové analytické metody stanoveni proteinii v technologickém retézci od
jeCmene k pivu

; 1,2 - - 2 Lo ;1
Dundrova Dagmar **, Kaukovirta-Norja Anu”, Fiala Jaromir

'Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha
VTT Biotechnology, Finland

Pivo je populdrni ndpoj na celém svété. Vybér piirodnich surovin, vody,
kvasnic, ptisad a podminek procesu, to v§e ma vliv na kvalitu piva.

Mezi latky, které maji vliv na kvalitu piva fadime i proteiny. Proteiny jsou
polymery, které jsou tvofeny z riznych aminokyselin. Je¢men obsahuje nékolik
typl proteind, napt. funkéni proteiny - enzymy a zasobni proteiny - hordeiny.
Proteiny hraji daleZitou roli v pénivosti, barvé, chuti a koloidni stabilité piva.
Proteiny piva jsou koneénym produktem ptremény proteinit je¢mene b&hem
technologického procesu sladovani a vafeni piva. V pivovarstvi byvaji proteiny
analyzovéany tradi¢nimi metodami zahrnujicimi stanoveni celkového obsahu
proteinli, rozpustného dusiku a volného amino dusiku. Komplexni studium
reakce proteinii béhem pivovarského procesu vSak vyzaduje dokonalejsi citlivé
metody.

Cilem této prace byla aplikace modernich metod stanoveni proteini v je¢meni
vramci technologického fetézce. Proteiny, peptidy a aminokyseliny byly
analyzovany v jeCmeni, sladu a mladin€. Pro detekci a analyzu proteini byly
pouzity metody SDS-PAGE a dvourozmérnd elektroforéza (2D-PAGE). Pro
separaci a detekci peptidi byla pouzita kapilarni elektroforéza. Aminokyseliny
byly analyzovany vybranou metodou.

Tt1 frakce hordeint (B, C, D hordein) jsme ziskali SDS-PAGE elektroforézou.
B-hordein byl hlavni frakci ve vzorcich jeCmene a sladu, piestoze rozsahla cast
hordeinti byla degradovana béhem sladovani. Dvourozmérné elektroforéza byla
pouzita k porovnani vSech vzorkl rozpustnych proteinovych frakci jeCmene,
sladu a mladiny. Nejniz§i mnozZstvi peptidi bylo detekovano v je¢meni kapilarni
elektroforézou a nejvyssi mnozstvi peptidi bylo stanoveno ve sladu. Hlavni
aminokyselinou ve vSech vzorcich byl prolin.

11
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Vliv kvality sladii na pribéh kvaSeni a vlastnosti piva

r1r r 1 4 1 2 X 7w~ r 1 1 r 1
Bila Klara', Broz Adam ~, Cizkova Hana', Moravec Josef', Kolouchova Irena

'Ustav kvasné chemie a bioinZenyrstvi, VSCHT Praha
2Budéjovicky Budvar, n.p., Ceské Budg&jovice

Cilem prace na téma ,,VIiv kvality sladi na pribéh kvaSeni a vlastnosti piva“
bylo ovéfeni vyznamu kriterii jakosti charakterizujicich jednotlivé odrtidy sladu.
ZvySena pozornost byla veénovana souvislosti mezi sledovanymi parametry
meziproduktii a hotového piva a mirou rozluSténi sladu. Ovéfovanymi slady
byly slady z odrdd je¢ment Kompakt, Scarlett a Bio slad. Formou
¢tvrtprovoznich pokusnych varek bylo ptipraveno devét varek (z kazdého sladu
tft1), vedenych do stadia hotového piva. Zakladni kvalitativni a kvantitativni
parametry, ptislusejici pouzitému sladu byly porovnavany v pribéhu hlavniho
kvaSeni a dokvaSovani. U ovéfovanych sladii Kompakt, Scarlett a Bio byly
potvrzeny rozdily v rychlosti ubytku extraktu a hloubce prokvaseni vyplyvajici z
charakteristiky sladii. Obsah celkovych a jednotlivych aminokyselin se vyrazné
nelisil a do ur€ité miry potvrdil vyssi proteolytické rozlusténi sladu Scarlett.
V¢Etsi rozdily byly se stejnou tendenci zaznamenany v obsahu aminodusiku.
Stanoveni sacharidli a oligosacharidi ukézalo na jejich rozdilné zastoupeni ve
sladin€¢, mladin¢, mladém a hotovém pivu. Tendenci k vy$§im hodnotam
oligosacharidt vykazoval slad z odridy Kompakt a Bio. Slad z odridy je¢mene
Scarlett mél vyssi podil sacharidii fruktosy, glukosy a maltosy.

Zvolené metody senzorické analyzy hotovych vyrobka urcily jako pivo s
nejlepSim senzorickym profilem pivo z odridy Scarlett, pfi celkovém dobrém
hodnoceni ostatnich piv.

12
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Vyuziti modernich metod pro kontrolu aktivity kvasnic v pivovaru

w7 1 oS 2 hes 7w r 1 ~ 1 2 r 1
Kosin Petr', Savel Jan®, Cizkova Hana', Broz Adam , Kolouchova Irena

'Ustav kvasné chemie a bioinZenyrstvi, VSCHT Praha
2Budéjovicky Budvar, n.p., Ceské Budg&jovice

Stav kvasnic nasazovanych v provoznim kvaseni ma zasadni vliv na vyslednou
kvalitu produktu, proto je jeho kontrola nedilnou soucasti kazdodenni
pivovarské praxe. Metody pouzivané k rutinni kontrole museji spliiovat zakladni
pozadavky jako je rychlost a spolehlivost stanoveni. V odborné literatufe lze
nalézt moderni metody, které vedle téchto pozadavki nabizeji oproti klasickym
metodam vyssi presnost vysledk.

Ukolem této prace bylo ovéfeni modernich metod kontroly kvasnic p¥imo
v pivovarském provoze, dale pak s vyuZitim vybranych metod provéfit riizné
vlivy na kvaSeni a zhodnotit stav kvasnic pfi hlavnim kvaseni a dokvaSovani.
Metody kontroly kvasnic se rozdé€lily do tii skupin na metody pro stanoveni
viability, testy vitality a metody pro urceni koncentrace kvasnic. U metod
stanoveni viability se provéfovaly vyhody fluorescencnich barviv oproti
methylenové modii, u testl vitality se hledala schopnost piedpovidat prabéh
kvaseni a pro metody stanoveni koncentrace se hledala korelace s pfimym
pocitanim bunék.

Z ovétovanych metod stanoveni viability se Zadna neukéazala pro rutinni vyuziti
vyhodnéjsi nez klasické barveni methylenovou modii a vysledky testd aktivity
nasazovanych kvasnic nekorelovaly s délkou provozniho kvaSeni. Rychlé
metody stanoveni koncentrace kvasnic se ukazaly jako vhodné pro provozni
VyuZziti.

13
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Vliv aerace na kontinualni kvaSeni nealkoholického piva

Kutec Michal, Lehnert Radek, Branyik Tomas

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Cilem této prace byla optimalizace provoznich podminek kontinualniho kvaseni
nealkoholického piva, zejména pak mnoZstvi kysliku dodan¢ho do reaktoru.
Vliv kysliku na tvorbu organolepticky aktivnich latek jako vicinalnich diketond,
estertl, vysSich alkoholl a aldehyda byl sledovan béhem kontinualniho kvaseni
modelového syntetického média simulujiciho sloZzeni pivovarské mladiny.
Soucasti prace bylo urcit celkovy piisun kysliku do reaktoru, aby mohla byt
tvorba vySe uvedenych latek vztazena na pfesné mnozstvi kysliku.

Pro ur¢eni mnozstvi vstupujiciho kysliku prostfednictvim plynu slouziciho k
promichavani bylo nutné zméfit rychlost prestupu kysliku z plynu do kapaliny,
kterd je charakterizovana objemovym koeficientem piestupu kysliku ka.
Znalost hodnoty ki a ndm pak umoziuje davkovat do reaktoru pozadované a
kontrolovatelné mnozstvi kysliku. Hodnoty k a byly sledovany v zavislosti na
mnozstvi nosice v reaktoru.

K experimentu byl pouZit air-lift reaktor s vnitini cirkulaci o pracovnim objemu
2,9 litri a jako nosi¢ pro kvasinky pieciSténé mlato. Kontinudlni fermentace
probihala pti 8°C a pii pracovni zied’ovaci rychlosti okolo 0,21 h'. V priibhu
fermentace byl ménén celkovy ptisun kysliku od 0,6 do 16,61 mgg,/1.h.

Pfimy vliv kysliku na tvorbu vicindlnich diketonii nebyl potvrzen. Nicméné
koncentrace vicindlnich diketonti se pohybovaly v hodnotich pod prahem
vnimani. Tvorba vysSich alkoholl se zvySovala s rastem kysliku, pf1i maximalni
aeraci ovSem doslo k poklesu. U esterti byl potvrzen trend jejich klesajici tvorby
s vys$im piisunem kysliku. Jejich hladina vSak byla celkové velmi nizkd, coz
melo negativni vliv na pomér vysSich alkoholl k esteriim (A/E), ktery pak byl
vysoky. U aldehydl nebyl pozorovan vliv kysliku na rychlost jejich redukce,
tato rychlost byla ovSem plné srovnatelnd s vysledky zjinych kontinualnich
systému na vyrobu nealkoholického piva.

14



3. seminaf — Pivovarstvi a kvasné technologie 2006, 30.-31.3.2006, UKCHB, VSCHT Praha

Kontinualni fermentace v syntetickém mediu

Lehnert Radek, Faria Marta, Branyik Tomas

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Vyhody kontinudlni fermentace jsou z hlediska inZenyrského pomérné dlouho
znamé. At uz se jednd o méné cCasté manipulacni prace a sanitace mezi
jednotlivymi fermentacemi v porovnani se vsadkovou fermentaci nebo o
zkraceni doby fermentace v disledku zintenzivnéni sdileni hmoty pii pouziti
promichavaného reaktoru. V nasi praci zvoleny reaktor, gas-lift reaktor u né¢hoz
dochéazi k homogenizaci jeho obsahu probublavanim proudem hnaciho plynu,
tuto druhou vyhodu ma. Vhodnou volbou nosi¢e lze dale zvySit koncentraci
biomasy uvniti reaktoru a tim zvySit produktivitu systému. V pribéhu
fermentace byla kontrolovana koncentrace glukosy a ethanolu a také byla
méfena koncentrace senzoricky aktivnich latek v produktu (vicinalni diketony,
estery a vyssi alkoholy). Soucasné byla sledovana viabilita jednotlivych bunck
(voln€ rozptylené 1 imobilizované) pritokovou cytometrii za pouziti
flourescen¢nich barviv.

Z vysledkl koncentraci jednotlivych latek na vystupu z reaktoru na zied’ovaci
rychlosti (D) v ustdleném stavu systému vyplyva, Ze zvySeni D mé za nasledek
pokles koncentrace glukosy a naopak zvySeni koncentrace ethanolu na vystupu z
reaktoru. Dal$im ménénym parametrem v pritbéhu fermentace byla teplota. Byly
porovnany stacionarni stavy fermentaci pii 2°C, 5°C, 10°C a 15°C a dosazeni
koncentrace ethanolu na vystupu 0,5 % objemovych. Z vysledkl vyplyva, Ze s
rostouci teplotou roste obsah vicindlnich diketonil a zkracovani dob prodleni v
reaktoru pro stejnou koncentraci ethanolu.
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Optické senzory v pivovarstvi

rowe 1 r . 2 , . vl
Spacil Jaroslav', Kuncova Gabriela®, Branyik Tomas

'Ustav kvasné chemie a bioinZenyrstvi, VSCHT Praha
*Ustav chemickych procesit AV CR

Standardni metody ke stanoveni diilezitych sloZzek béhem biotechnologickych
vyrob, vcetn¢ vyroby piva, zahrnuji celou fadu metod od titracnich az po
chromatografické.

V dnes$ni dobé je snaha o on-line monitorovani biologickych procest. Pro toto
monitorovani by se dalo vyuzit optickych senzorti. Mezi jejich vyhody patii
rychld odezva, mala velikost a snadnd manipulace.

Tato prace je zaméfena na vyvoj optickych biosenzorli a moZnost jejich vyuziti
v pivovarnictvi. Princip tohoto optického senzoru je zaloZzen na monitorovani
intenzity fluorescence rutheniového komplexu v ORMOCERU® s
imobilizovanym enzymem. Intenzita fluorescence komplexu je zhéaSena
kyslikem, ktery vyuziva enzym pro oxidaci detekované latky.

Experimentalni ¢ast zahrnuje ptipravu citlivé vrstvy senzoru, sledovani vlivu
jednotlivych slozek senzoru, vliv vnéjSich podminek a méfeni redlnych vzork.
Obsah glukoézy zjistény off-line méfenim optickym biosenzorem byl porovnan
s komerénim enzymovym testem a HPLC.

Byly provedeny testy s biosenzorem pro stanoveni etanolu, ale pro optimalni
méteni s timto biosenzorem je tfeba dalSich experimentd.
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Vyuziti SPE a HPLC pro stanoveni karbonylovych sloucenin v pivu

Sindelafova Jana, Karabin Marcel, Dostalek Pavel
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Obsah karbonylovych sloucenin v pivu byl stanovovéan s vyuzitim HPLC ve
formé 2.4-dinitrofenylhydrazonli ptislusnych karbonylovych slou€enin. Pouzit
byl systtm HPLC s gradientovou eluci s dvoslozkovou mobilni fazi
acetonitrilem a vodou (rostouci podil organické faze). Latky byly detekovany
pomoci detektoru diodového pole, proméfovano bylo spektrum od 220 do 280
nm. Kvantifikace prob¢&hla pti 254 nm.

Karbonylové latky byly zpiva uvoliiovany bud’ probubldvanim vzorku piva
inertnim plynem (dusik) nebo destilaci vzorku s vodni parou.

Vlastni 2,4-dinitrofenylhydrazony vznikly reakci s 2,4-dinitrofenylhydrazinem
bud’ ptimo na SPE kolonce nebo v destilatu.

Stanovovany byly nasledujici latky: acetaldehyd, diacetyl, 2-furaldehyd, 2-
methylpropanal, 2-methylbutanal, 3-methylbutanal, pentanal, hexanal a E-2-
nonenal.
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Elektrochemické stanoveni oxidu siri¢itého v pivu

Dvotak Josef, Stérba Karel, Dostalek Pavel
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

V této praci je popsana chronopotenciometricka metoda pro stanoveni celkového
oxidu sifi¢itétho v pivu. Volné a vazané sifiCitany jsou alkalizaci vzorku
preménény na sifi¢itanovy anion. Po okyseleni roztoku je uvolnény oxid sifiity
separovan pies semipermeabilni membranu a transportovan elektrolytem do
méfici cely, kde je méfen rozpoustéci chronopotenciometrii. Navrhovand metoda
byla validovana a porovnana s tiemi EBC (European Brewery Convention)
metodami, 9.25.1. — Celkovy oxid sifiCity v pivu: Destilaéni metoda, 9.25.2 —
Celkovy oxid sifi¢ity v pivu: Enzymova metoda (archivovand metoda) a 9.25.3 —
Celkovy oxid sifiCity v pivu: p-rosanilinovd metoda. Relativnd smérodatna
odchylka opakovatelnosti je 8,6% pro béznou hladinu SO, v pivu (3,0 mg/l).
Vysledky chemického méieni byly ve shod¢ s vysledky z porovnavanych EBC
metod. Pfipravovand metoda je mnohem rychlejsi a jednodussi nez EBC metody.
Dalsim cilem této prace bylo ovéfit vliv kmene pivovarskych kvasinek na tvorbu
oxidu sifi¢it¢tho. Béhem modelovych fermentaci s péti kvasnicnymi kmeny v
laboratornich podminkach byla prokazana vyznamna rozdilnost mezi
testovanymi kmeny. Tvorba oxidu sifi¢it¢tho béhem fermentace byla vyrazné
ovlivnéna teplotou a tlakem kvaSeni, koncentraci rozpuSténého kysliku v
zakvaSované mladin¢ a koncentraci mladiny. Vliv zdkvasné davky a koncentrace
siranti v mladiny byl nevyznamny.

ZéaveéreCna Cast této prace je vénovana monitorovani obsahu oxidu sificitého
v rozdilnych znackach piv, studiu ztraty oxidu sifi¢itétho béhem skladovani
lahvovych piv a zkoumani vlivu oxidu sifi¢it¢ho na zlepSeni staré chuti piva.
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Proteiny a peptidy piva

Hulin Petr, Dostalek Pavel

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Do piva prechazeji rozpustné proteiny a peptidy sladu a kvasnic, které jsou
zaroven dostatecné stabilni viic¢i aktivité proteolytickych enzymi, teploté a pH
prosttedi v pribéhu pivovarského procesu. Technologicky vyznam téchto latek
spociva v ovlivnéni tvorby a stability pény, moznosti vzniku koloidnich zékali a
podpoie plnosti chuti piva. Mezi zdkalotvorné peptidy patii predevSim
hordeinové peptidy, které se vyznacuji vysokym obsahem glutaminu a prolinu.
Vlastnosti pivni pény ovliviluji protein Z, dale pak nize- 1 vySemolekuldrni
derivaty hordeini.

Analytické metody se zaméfuji bud’ na stanoveni celkovych proteinti piva
(metoda Bradfordové, absorbance pii 280 nm, Lowryho metoda apod.) , nebo na
stanoveni jednotlivych bilkovinnych frakei. Pro frakcionaci a naslednou detekci
proteind a peptidl se vyuziva elektroforetickych, chromatografickych, ptipadné
imunochemickych metod.

Tato prace se konkrétngji zabyvd moZnostmi imunochemické detekce
hordeinové frakce bilkovin je€mene a ptipadnych Stépnych derivati, respektive
charakterizaci monoklonalnich protilatek pfipravenych za ucelem vyvoje
rychlého, specifického a citlivého stanoveni hordeinovych derivati v pivu.
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Fotochemické transformace resveratrolu a jeho analogii

, 1 2 MNrw r 1 ’ 1
Moravcova Lenka', Harmatha Juraj®, Cizkova Hana', Kolouchova Irena

'Ustav kvasné chemie a bioinZenyrstvi, VSCHT Praha
*UOCHB AV CR

Fenolova latka trans-resveratrol (3,4,5-trihydroxystilben) patfi mezi hlavni
antioxidanty obsazené ve ving. Uz né€kolik let je pfedmétem intenzivniho studia,
protoze vykazuje fadu pozitivnich ucinkl na lidské zdravi.

Ptedlozen4d prace se zabyva fotochemickou transformaci trans-resveratrolu,
jejimiz produkty jsou CiS izomer resveratrolu a jeho dehydroderivat 3,5,7-
trihydroxyfenantren, dale dimery, trimery a dalsi oligomery. Produkty vzniklé
touto cestou mély poskytnout latky obsazené v botrytickych vinech, kde vznika;ji
biotransformaci uslechtilou plisni Botrytis cinerea. M¢ly umoznit ziskani téchto
vzacnych piirodnich latek ptistupnéjsi syntetickou cestou.

Stanoveni téchto latek a produktii fototransformace probihalo metodou HPLC
s UV detekci a metodou HPLC-MS. U nékterych jiz izolovanych latek byla
provedena identifikace metodou NMR.

Bylo zjisténo, Ze fototransformaci dochéazi ke vzniku velkého mnoZzstvi dimert,
trimerd 1 tetramert, ale z dosavadnich vysledkl za naSich podminek nedochazi
ke vzniku latek identickych s latkami v béZnych a botrytickych vinech. Pfevazné
jde o strukturni analogy pfirodnich latek vhodnych k dalSimu biologickému
testovani a k vzajemnému porovnani jejich biologickych vlastnosti.
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Obrazova analyza kvasinek I

Hefman Jakub, KliSova Tereza, Patakova Petra
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Cilem této prace bylo ovéfeni moznosti pouZiti metody obrazové analyzy
v oborech, ve kterych se tato metoda zatim pfili§ neuplatiuje. Jednalo se o
sledovani kultivace obrovskych kolonii kvasinek na povrchu tuhych substrati,
dale potom o submerzni vsadkovou kultivaci kvasinek ve tfepanych baiikach za
riznych kultivacnich podminek a nakonec byla tato metoda pouzita pfi
kontinudlnich kultivacich kvasinek v laboratornim bioreaktoru. V prubé¢hu
méfeni byla vypracovdna metoda zpracovani namétenych dat.

Pii kultivacich obrovskych kolonii kvasinek Rhodotorula glutinis, Rhodotorula
mucilaginosa, Saccharomyces cerevisiae a Pichia anomala na tuhych
substratech byl sledovan vliv teploty. Kolonie byly kultivovany soubézné pfti
laboratorni teplot€¢ a pii konstantni teplot¢ 30°C. Hlavnimi parametry
k posouzeni pribéhu kultivace byla zména plochy kolonie v z4vislosti na Case a
s tim souvisejici hodinovy narast kolonie, které umoznily ur€it rychlost ristu
kolonie za danych podminek a také barevna zména AE.

DalSim provadénym experimentem byla submerzni vsddkova kultivace ve
ttepanych bankéach. Jejim cilem bylo zjistit, jak se méni morfologie a tvorba
shlukii kvasinek Rhodotorula glutinis, Rhodotorula mucilaginosa, Pichia
anomala a Pichia pastoris v zavislosti na pifitomnosti odliSnych zdroji uhliku,
v nasem piipad¢ glukdzy, glycerolu a methanolu. Kontrola pribéhu kultivaci
byla provadéna béznymi metodami, jako je vazkové urCeni suSiny, pocitadni
bunék ¢i analyza zbytkového substratu pomoci HPLC. Dale byly kultivace
vyhodnocovany pomoci analyzy obrazu. Byla popsdna €asova zavislost tvorby
shluk bunék a byl vytvotfen postup k identifikaci a digitalni separaci objektl
jinych tvart a velikosti od kultivovanych bunék.

Dalsi casti této prace byla kontinualni kultivace kvasinky Pichia pastoris
v bioreaktoru. Pouziti metody analyzy obrazu opét doplnovalo konvencni
metody sledovani kultivaci. Pfi vyhodnocovani bylo postupovano analogicky
jako pii kultivacich ve tfepanych bankéach. Zvlasté se zde uplatnila moznost
identifikace odliSnych objektd, a to pii zjisStovani pfitomnosti jinych
morfologickych forem kultivovanych kvasinek, které se pii téchto pokusech
vyskytovaly.
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Obrazova analyza kvasinek 11

KliSova Tereza, Hefrman Jakub, Patakova Petra

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Cilem nasi prace je sledovani obrovskych kolonii kvasinek Rhodotorula glutinis,
Rhodotorula mucilaginosa, Saccharomyces cerevisiae a Pichia pastoris.
Kvasinky byly kultivovany na Sabouradové agaru po dobu 14dn( za rGznych
kultivaénich podminek: teploty 10, 20 nebo 25°C; ptidavek 1 nebo 2% NaCl do
kultivaéniho média. V pravidelnych Casovych intervalech byly snimény obrazy
kolonii, které byly nasledné zpracovany a vyhodnoceny v programu pro
obrazovou analyzu LUCIA (Laboratory Imaging s.r.o., CR). Hlavnimi
sledovanymi parametry byly: plocha kolonie, ekvivalentni primér, obvod,
cirkularita, vlnovd délka barvy kolnie a hodnoty L, a, b, ze kterych byla
vypoctena zména barvy kolonie v prubéhu kultivace(AE). Zména v barevnosti
kolonie u kvasinek Rhodotorula byla porovnana s obsahem karotenoidnich
pigmentli. Plocha a primér kolonie byly porovnany se suSinou biomasy a
poctem bunék v kolonii.
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Studium bakterii rodu Thermus s vyuZitim obrazové analyzy

Horakova Kvétoslava, Sekavova Barbora, Melzoch Karel
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Ptedmétem prace bylo studium morfologickych a fyziologickych zmén bakterii
rodu Thermus s vyuzitim optickych metod. Byly studovany mikrobiadlni druhy
Thermus species, Thermus ruber a Thermus aquaticus z Ceské sbirky
mikroorganizmd.

Ke studiu morfologickych zmén byla vyuzita svételnd mikroskopie s ndslednou
pocitacovou analyzou obrazu. Mikroskopicka pozorovani byla zaznamenéavana
ve form¢ digitalnich fotografii, které byly dale zpracovany softwarem Lucia
Imagine pro obrazovou analyzu. U jednotlivych buné¢k byly méfeny zmény
delky, Sitky, plochy a cirkularity v zavislosti na stafi populace a na zméné
teploty. Mezi nejvyznamnéjs$i morfologické zmény bakterii rodu Thermus
patfilo prodluzovani analyzovanych c¢éstic vlivem stoupajici teploty a narlst
plosného obsahu béhem exponenciélni faze ristu.

Studium fyziologickych zmén se opiralo o barveni bunék fluorescencnimi
barvivy a naslednou detekci fluorescence priitokovou cytometrii a fluorescencni
mikroskopii. Byla vyuzita barviva, kterd detekuji membrénovou integritu,
membranovy potencial a aktivitu bunéénych esterdz. Ke sledovani zmén
integrity cytoplazmatické membrany byla aplikovana barviva propidium jodid,
ethidium bromid a SYTOX. Aktivita bunéénych esterdz byla detekovana
fluorescein  diacetatem, 5(6)-karboxyfluorescein diacetatem a kalcein
acetoxymethyl esterem. Ke studiu potencialu na cytoplazmatickych
membranach bunck byl vyuzit thodamin 123, 3,3 -diethyloxakarbokyanin jodid
a bis-(1,3-dibutylbarburic acid) trimethine oxonol. Dale bylo pouzivano barvivo
SYTO k detekci vSech bunék. K nejvyznamnéj$im fyziologickym zménam patiil
pokles zastoupeni Zivotaschopnych bun¢k se zvySenim teploty kultivace a pfti
ptechodu bunck do stacionarni faze ristu.

Pro jednotlivd barviva a pfislusné kmeny byly nejprve zavedeny metody
barveni, pii kterych byl sledovan naptiklad vliv koncentrace barviva a doby
inkubace na vyslednou fluorescenci, rychlost Uniku barviva z bun€k za cas, ¢i
byla mapovana ucinnost jednotlivych barviv v riznych fazich bunééného ristu.
Kultivace mikroorganizmu probihaly 5 dnii pti teplotdich 50°C a 75°C v Luria-
Bertani médiu. Bylo ovéfeno, ze pocitaCova analyza obrazu a priutokova
cytometrie jsou objektivni a rychlé metody, které lze s vyhodou vyuzit pro
studium morfologickych a fyziologickych charakteristik v prubéhu kultivaci.
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Studium vlivu kultiva¢nich podminek na fyziologicky stav kvasinek

Najralova Veronika, Sekavova Barbora, Paulova Leona
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Prace byla zamétena na sledovani vlivu kultivaénich podminek na fyziologicky
stav rekombinantni kvasinky Pichia pastoris. Ke studiu byly pouzity optické
metody, konkrétng svételna a fluorescen¢ni mikroskopie a pritokova cytometrie.
V prvni ¢asti prace byl proveden screening vhodnych barviv a sou€asné byly
optimalizovany podminky barveni. Ke sledovani fyziologického stavu Pichia
pastoris byla pouzita fluorescen¢ni barviva, ktera lze z hlediska jejich ptisobeni
na bunky rozdélit do 3 skupin: barviva pro sledovdni membranové integrity,
barviva ke studiu membrdnového potencialu a ke stanoveni esterasové aktivity
bunék. Ze skupiny pro studium membranoveé integrity byl zkouman propidium
jodid, ethidium bromid a Sytox Green. Ze skupiny pro studium membranového
potencialu bis-(1,3-dibutylbarbiturova kyselina) trimethin oxonol (dale jen bis-
oxonol), 3,3’-diethyloxakarbokyanin jodid (DiOC,(3)) a Rhodamin 123 a z
barviv k ureni esterasové aktivity byl zkoumdén fluorescein diacetdt a 5(6)-
karboxyfluorescein diacetat. U vSech barviv byla provedena optimalizace
podminek znaceni, kde byly barveny jak vitdlni buiiky, tak bunky fixované
ethanolem, varem a pfidavkem metabolického rozpojovace oxidativni
fosforylace  karbonylkyanid-m-chlorofenylhydrazonem (CCCP). Z téchto
fluorescencnich sond byly vybrany jako nejvhodné;si barviva propidium jodid a
bis-oxonol k monitorovani fyziologického stavu kvasinky P.pastoris.

Ve druhé c¢asti prace byl sledovan vliv podminek kultivace na fyziologicky stav
rekombinantni kvasinky Pichia pastoris produkujici rekombinantni protein pii
kontinualni kultivaci v laboratornim bioreaktoru. Nejprve byl sledovan
fyziologicky stav bunc¢k populace v ustdleném stavu kontinualni kultivace
v usporadani chemostatu pro rizné zied’ ovaci rychlosti a poté byl sledovan vliv
riznych podminek (snizeni teploty a pH) na fyziologii Pichia pastoris. Byla téz
sledovéna fyziologickd odezva populace na produkci proteinu po indukci
exprese methanolem. Bylo zji§téno, Ze produkce proteinu nesnizuje
zivotaschopnost populace kvasinky Pichia pastoris, ale na fyziologicky stav
bunék ma negativni vliv zvySujici se zbytkova koncentrace methanolu v médiu.
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Studium kinetiky ristu kvasinek pri kultivaci v laboratornim bioreaktoru

Duskova Dana, Paulova Leona
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Predmétem prace bylo sledovani vlivu kultivaénich podminek na kinetické
parametry rUstu kvasinky Pichia pastoris a kinetiku tvorby produktu
v laboratornim bioreaktoru za podminek kontinualni kultivace v uspotradani
chemostatu. Kultivace byly provadény na smésném substratu, kde jednim ze
zdroji uhliku a energie byl metanol. Byl pouzit rekombinantni Mut" kmen
kvasinky Pichia pastoris produkujici po indukci metanolem extracelularni
rekombinantni protein.

V praci byly proméfovany ustalené stavy kontinudlni kultivace, kdy kultura
rostla za podminek limitace zdrojem uhliku a energie a kdy byly zaruCeny
definované podminky kultivace. Béhem ustdleného stavu dosdhly vSechny
méfené parametry tykajici se rOstu a metabolismu ustalenych hodnot.
Ustaleného stavu vzhledem k tvorbé produktu se vSak dosdhnout nepodafilo.
Koncentrace produktu béhem ustdlen¢ho stavu kontinudlni kultivace klesala.
Tento jev byl zpisoben zfejmé degradaci produktu vlivem proteolyzy a
autokatalytické degradace. Nejvyssi koncentrace produktu 121 mg.I" a nejvyssi
specifické rychlosti produkce 0,66 mg.g.s'.h™' bylo dosazeno pro zfedovaci
rychlost 0,15 h™.

Pfi vyplavovacich (wash — out) experimentech byla zjiSténa maximalni
specifickd ristova rychlost bunék na daném smésném substratu

(0,270+0,003) h™' a maximaélni vyt&Znost biomasy na celkovy uhlik obsaZeny
v médiu (1,62+0,07) g.ges h™.
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ZvySeni ucinnosti degradace organickych litek v bioreaktoru s recyklem
mikroorganismii

Dvotak Jan, LapiSova Katefina, Moravec Josef, Rychtera Mojmir
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Ptedlozena prace se zabyva zvySenim ucinnosti degradace organickych latek
v bioreaktoru s recyklem mikroorganismd.

Pro vSechny experimenty byla pouzita smésna termofilni aerobni bakterialni
populace ziskand z Cistirny odpadnich vod. Termofilni aerobni mikroorganismy
se vyznacuji velmi malym narGistem biomasy a vysokou degrada¢ni u¢innosti.
Cilem prace bylo zjistit, zda pii vyssi koncentraci mikroorganismu Ize docilit
vys$i degradace organickych latek. ZvySend koncentrace mikroorganismt byla
dosazena Uplnym recyklem mikroorganismii.

Veskeré kultivace byly provadény v bioreaktoru MBR-BIOREACTOR, AG,
Svycarsko. Pro kontinudlni kultivace s recyklem biomasy byla k bioreaktoru
pfipojena membranova separani jednotka ARNO 600 — BIO (vyrobce
Mikropur s.r.o, Hradec Kralové). Kultivace probihaly pii teploté 55 °C a pH 6,5.
Glycerol v mediu simuloval odpadni vodu o vysoké hodnot¢ CHSK. Priibéh
kultivaci byl monitorovan ,,on—line* (koncentrace rozpusténého kysliku,
koncentrace CO, v odchazejicich plynech) a ,,off-line* (CHSK, koncentrace
glycerolu, koncentrace suché biomasy).

Vsadkové kultivace mély za cil zjistit zdkladni charakteristiky procesu a
vlastnosti smésné populace pro dané polosyntetické médium. Kontinualni
kultivace s recyklem biomasy byly realizovany pii riznych hodnotach zied’ovaci
rychlosti a koncentrace uhlikatého zdroje v médiu. Celkem byly provedeny dvé
vsadkové kultivace a Ctyfi kontinudlni kultivace s recyklem biomasy. Pro
navrzen¢ médium byl nalezeny optimalni podminky kultivace s uplnym
recyklem biomasy.
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Identifikace termofilnich mikroorganismii pomoci PCR

Smardova Anna, Jelinkova Markéta, Patdkova Petra

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Tato prace byla zaméfena na aplikaci metod PCR-RFLP a RAPD pro
identifikaci bakterii ze smé&si.

Prvnim krokem pro zavedeni téchto metod je UspéSnd izolace dostateéného
mnozstvi Cist¢ DNA z bakteridlnich kultur. Pfi 1zolaci bylo vyzkouSeno celkem
5 metod, ztoho 2 komercni kity (od firmy Roche, USA a Sigma, Némecko)
Podle naméfenych vysledkl byly vybrany pravé kity jako nejvhodnéjsi metoda
pro izolaci genomické DNA a to jak z hlediska jeji Cistoty, tak i1 ziskaného
mnozstvi. Dale bylo zjisténo, Ze pii izolaci DNA z termofilnich bakterii je tteba
buné¢nou sténu permeabilizovat pro lytické Cinitele. Jako nejvhodnéjsi zpiisob
pro permeabilizaci byl zvolen roztok lysozymu (15 mg/ml).

U metody PCR-RFLP byla prvnim krokem uspéSna amplifikace tseku
koédujiciho 16S rRNA. K tomuto tcelu byly pouzity specifické primery 160B7 a
160B4. Ziskané fragmenty m¢ly velikost 1500 bp.

Produkt PCR reakce byl dale podroben RFLP analyze za pouZiti 4 restrikénich
endonukleaz: Alu I, Cfo I, Hae Ill a Taq I. Pii této analyze byly vyzkouseny
rizné teplotni 1 ¢asové profily, avSak ani v jednom piipad€ nedoslo k vizualizaci
vysledku. To bylo nejspiSe zptisobeno nizkou koncentraci fragmentd, ktera se
pohybovala pod detekénim limitem pouzivaného gelu.

Pti aplikaci RAPD analyzy s pouzitim primerd OPR13 a OPIO7 se povedlo
sestavit elektroforetické profily pro vSechny bakterie pouZzité v této praci.
Vysledky jsou i pies charakter této metody viceméné porovnatelné s literarnimi
zdroji.
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Konstrukce, fermentacni priprava a purifikace rekombinantnich toxoidu
ACT nesoucich antigeny Mycobacterium tuberculosis
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Tuberkuloza (TBC), obavané plicni onemocnéni, je v soucasné dobé opét na
vzestupu a to nejen v chudych zemich ttetiho svéta, ale i v chudinskych Ctvrtich
pramyslovych zépadoevropskych meést. Aktudlni rozsifeni TBC zdaleka
nedosahuje rozméra epidemie, ale pfesto je tento jev vice nez znepokojujici. V
dnesni dob¢ je TBC dostupné 1é€itelna, nicméné pied objevem antibiotik byla
umrtnost na TBC pfiblizné padesatiprocentni. Po zavedeni 1¢ka proti TBC ve
Ctyficatych letech se imrtnost na tuto chorobu v Evropé snizila na pouha dvé
procenta a masové oCkovani tuberkulézu témét vymytilo.

V souCasné dobé se vSak ukazuje, Ze vedle dostatecné 1écby je potiebna
predevS§im vcCasnd diagnostika TBC. Dostupné a standardné¢ provadéné
diagnostické metody nejsou z mnoha divoda dostatecné spolehlivé a specificke,
proto se hledaji nové, u€inné moznosti. Jako nova diagnosticka metoda se stale
slibngji jevi presentace M. tuberculosis specifickych antigeni CFP-10 a ESAT-6
na povrchu antigen presentujicich bunc¢k (APC), které jsou ptitomné v krvi
infikovanych pacientl, a indukuji tak specifickou imunitni odpovéd T-
lymfocyt v podob€ uvolnéného cytokinu interferonu-gama (IFN-y).

Pro zlepSeni této metody byl vyuzit adenylat cyklazovy toxin (ACT) bakterie
Bordetella pertusis, ktery je schopen dopravovat antigeny pifimo do cytozolu
APC, ¢imZ se vyrazné sniZzuje nebezpecCi nezddoucich kiiZovych reakci,
mnozstvi piidanych antigenti pro navozeni stejné ucinné CD4' i CDS8" T-
bunééné odpoveédi. V neposledni ftadébylo publikovdno, ze pouziti ACT
ovliviiyje lepsi detekci latentni tuberkulozy.

Metodami genového inZenyrstvi byly pfipraveny expresni vektory pro piipravu
rekombinantnich adenyldt cyklazovych toxoidi nesoucich antigeny ESAT-6
nebo CFP-10 , které byly spolecné s volnymi antigeny fermentovany a posléze
purifikovany. Ziskané proteiny byly odeslany do Kapského Mésta (JAR), kde
budou pod vedenim Prof. Roberta J. Wilkinsona slouzit ke klinické studii
diagnostiky latentni TBC.

Dalsi ¢ast prace je zaméfena na piipravu expresnich vektorti pro spolec¢nou
expresi ESAT-6 a CFP-10 antigenli, diky nimz se podafilo z¢asti potvrdit
tvorbu vysSSich proteinovych struktur, které byly detekovany pomoci
elektroforézy v nativnim polyakrylamidovém gelu (BN-PAGE) a Western blotu.
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Kvasinka Rhodotorula mucilaginosa M002 byla kultivovana ve vsadkovém
michaném bioreaktoru za pouziti nasledujicich komponentti: pepton, kvasinkovy
extrakt, sladovy extrakt a glukosa. V pribéhu kultivace byly sledovany
parametry: koncentrace glukosy, koncentrace bunc¢k ve formé opticka density a
suchd hmotnost bunck, koncentrace rozpustnych proteini a aktivita
epoxidhydrolasy. Kultivace byla ukon¢ena 19 hodin po inokulaci na zikladé
poklesu optické density kultury. Stanoveni specifické aktivity ukazalo, ze
prechod kultury do stacionarni faze je charakterizovan jeji nejvyssi hodnotou
(0,074 mU/mggy).

Kwvili nedostatecné vysokd hodnoté specifické aktivity stanovené pii vsadkové
kultivaci byla provedena optimalizace kultivatniho média metodou Plackett —
Burmana. Celkové€ bylo testovano dvanact faktorti. Vliv jednotlivych faktori na
rust kultury a specifickou aktivitu byl vyhodnocen v grafech. Nejvice positivni
vliv mél kvasinkovy extrakt chlorid amonny a pepton, faktor glukosa méla na
produkci epoxidhydrolasy negativni vliv. Specificka aktivita byla zvySena 6,9
krat.

U dvou kment E. coli, TOP10 a BL21 nesouci plastid pEPHAI1, kodujici
epoxidhydrolasovy gen z Aspergillus niger M200 byly zkousSeny jejich aktivity.
Oba kmeny byly kultivovany na LB a mineralnim médiu pti 28°C. Oba kmeny
na mineralnim médiu dosahovali niz§ich hodnot specifické aktivity. Pii teploté
37°C byly kultivovany oba kmeny jen na komplexnim médiu. Specifické
aktivity byly 1 vtomto pfipadé¢ nevyhovujici. NejvySsi hodnota specifické
aktivity byla stanovena u kmenu E. coli TOP10 (pEPHA1) kultivovaného pfi
28°C.

Purifikace epoxidhydrolasy byla provedena srdzenim siranem amonnym a
pouzitim Ctyfech FPLC kolon: Phenyl — Sepharosa, Mimetic green, Mono P,
Superdex 200. Maximalni dosazena specifickd aktivita rekombinantni
epoxidhydrolasy vztazena na bilkoviny byla stanovena po kroku s Mimetic
green a jeji hodnota byla 8076mU/mg. Poté specificka aktivita klesla, enzym
v Cisté form€ zmeénou iontové sily pufru Céastecné denaturoval. Vysledna
specificka aktivita byla nizsi: 4609mU/mg.
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Sledovani stability bakterii mlééného kvaSeni v sdjovych fermentovanych
vyrobcich v pribéhu skladovani
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Vyrobky s jogurtovymi a probiotickymi kulturami obecné patii mezi potraviny
s kladnymi Uc€inky na lidsky organismus. Proto je dillezité, aby buiky obou
kultur ptezily neptiznivé podminky skladovani v co nejvySSim poctu az do
chvile konzumace vyrobku.

V této praci byla sledovana stabilita jogurtové a probiotické kultury

Bifidobacterium bifidum CCDM94 v sestaveném sojovém médiu v tydennich
intervalech po dobu c¢tyt tydna. Kultury byly zaoCkovany a kultivovany
odd€len¢ za pfisluSnych kultivaénich podminek v s6jovém médiu stejného
slozeni. Po dokonceni fermentace byla média smichana v riznych pomeérech
a skladovana po dobu ¢tyt tydnti pii teploté 4 °C.
Vysledkem zkoumdni bylo zjisténi, ze kultury jsou vhodné pro pfipravu
fermentovaného sdjového vyrobku daného slozeni. Pocty B. bifidum CCDM94
se po kultivaci a v pritbéhu skladovani stabilné udrzely na primérné hodnoté
viadu 10° JTK-g', ktera odpovida terapeutickym pozadavkim pro
fermentované vyrobky s probiotickou kulturou. U laktobacilli klesly pocty
v pribéhu skladovani o pil az dva tady, konecné hodnoty se pohybovaly
v rozmezi fadu 10* - 10° JTK-g". U streptokok se stabiln& udrzely poéty vyssi
nez 10" JTK-g ™.
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