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nitroaromatickych slouc¢enin ve vodném prostredi

16:00-16:10 Klapkova E., Paca J.: Degradace smési rozpustédel uzivanych v lakarském
priumyslu v biotrickling filtru

16:10 - 16:20 Novak V., Paca J.: Hydrodynamické chovani biotrickling filtru

16:20 - 16:30 Cermakova A., Paca J., Halecky M., Jones K.: Biodegradace benzinovych par
v biofiltru s Samotovou naplni

16:30 - 16:40 Misiaczek O., Klapkova E., Cermakova A., Paca J.: Vliv teploty a vstupni
koncentrace na degradac¢ni schopnosti dlouhodobé provozovaného biofiltru

16:40 - 16:50 Danha D., Siglova M.: Vyznam aplikace aditiv pfi bioremediaci ptudni
matrice

16:50-17:00 Gesev K., Cejkova A.: Interakce obalovych vrstev mikroorganismi a
huminovych kyselin

17:00-17:10 Javorkova I., Mikes J., Masak J.: Produkce extracelularnich biopolymeri
vlaknitymi houbami a jejich interakce s téZkymi kovy

17:10 - 17:20 Kubac¢ D., Masék J.: Biotransformace nitrili imobilizovanymi bakterialnimi
biokatalyzatory

Prezentace firem

17:20-18:00 Presentace firem
18:00 — 18:30 Diskuse
18:30 Zaveér 1. dne

Patek 1.dubna 2005 - Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha
Posterova sekce

Diskuse v prostorach Ustavu kvasné chemie a bioinzenyrstvi

Moznost navitévy vybranych laboratoii a technologické haly UKCHB

Sraz ucastnikii 9:00 hodin pied knihovnou UKCHB, VSCHT Praha - budova A, Technicka 53,
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Vzpominka na prof. K. N. Ballinga - velkou osobnost prazské techniky

Basatova Gabriela
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Prof. C.J.N.Balling (1805-1868) ptednaSel na prazské technice Sirokou Skalu
chemickych teoretickych a technologickych ptredméti. Vyrazn€ ovlivnil
vysokoSkolskou vyuku v oboru chemie rozSitenim prednaSek o analytickou
chemii a prosazovanim praktické vyuky s dokonalou znalosti teoretickych
zékladl. Vychoval fadu odborniki ktefi se stali jeho néstupci a zajistili vyuku
chemie, ale predevsim kvasnych vyrob, hlavné pivovarstvi, po rozdéléni prazské
techniky na némeckou a ¢eskou vysokou Skolu prave na ¢eské technice.

Velky ptinos svétového vyznamu méla védecka prace prof. Ballinga. Nejdiive
se vénoval vyzkumu a praxi hutnického priimyslu, mnoho jeho badani bylo z
oblasti cukrovarnictvi ale nejvétsi uznani védecké erudice mu piinesly teoretické
prace z oblasti fermentacnich technik a jejich vyuziti v praxi, pfedevSim v
pivovarstvi. Prof. Balling tuzce spolupracoval s c¢eskymi pivovarniky,
uskuteciioval v pivovarech praktické zkouSky svych technologickych naméti,
jako zpracovani nédhrazek sladu, upravy chmeleni, kvasného procesu,
kontrolnich metod apod.
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Vliv sladu na ¢irost sladin a filtrovatelnost piva

Koucky Ondiej', Dostalek Pavel', Hrabak Milog®

'Ustav kvasné chemie a bioinZenyrstvi, VSCHT Praha
— /o . , T
Vyzkumny ustav pivovarsky a sladaisky

Tato préace je zamétena na studium vlivu sladu na Cirost sladiny a filtrovatelnost
piva. ZvysSena pozornost je veénovana vlivu rozlusténi sladu na sledovanou
problematiku a mozZnosti pfedpovédi zhorSené Cirosti sladiny béhem scezovani a
filtrovatelnosti hotového piva pomoci analytickych parametrti sladu, zejména
pak vyuziti vysledkli Sarxova scezovaciho testu.

Bylo uskutecnéno 22 varek na tfech rozdilnych zatizenich: 12 varek
¢tvrtprovoznich (30 1), 5 poloprovoznich (200 1) a 5 varek v primyslovém
pivovaru (200 hl).

Béhem téchto varek byly sledovany zejména kvalitativni parametry sladiny,
mladiny a piva. Byla kontrolovéana ¢irost, obsah potencialné¢ problematickych
slozek - B-glukanti a pentosanti (arabinoxylanii) a u piva byla stanovovana navic
filtrovatelnost.

Vysledky ukazuji, Ze niz$i stupen rozlusténi zrna zvySuje obsah rozpustnych [3-
glukanti ve sladin€ a tim negativné ovliviiuje viskozitu sladiny, to se projevuje i
prodlouzenou dobou scezovani a zhorSenim filtrovatelnosti piva. Dilezitym
parametrem pro sledovanou problematiku je obsah bilkovin, jejich vysoky obsah
ve sladu zhorSuje Cirost sladiny a zhorSuje filtrovatelnost piva. Pouzitelnost
Sarxova testu pro redlnou predpovéd filtrovatelnosti piva nebyla jednoznacné
potvrzena.
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Stanoveni polyfenoli pochazejicich ze sladu a chmele v pivu

Dvorakova Markéta, Dostalek Pavel
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Polyfenoly jako ptfirozené antioxidanty maji pfiznivy vliv na lidské zdravi svymi
protizanétlivymi, antikarcinogennimi a antimikrobidlnimi ucinky. V praci byla
pouzita optimalizovand metoda stanoveni polyfenoli pomoci HPLC se
spektrofotometrickou detekci diodového pole. JelikoZ tato detekce neni piilis
citliva vzhledem ke koncentracim polyfenoll vyskytujicich se v pivu, bylo
nezbytné zakoncentrovani vzorkd. K zakoncentrovéni a izolaci polyfenoll z
piva byla pouzita technika SPE (Solid Phase Extraction). V na$i praci jsme
testovali rizné napln€¢ SPE kolonek pro nejlepsi izolaci a zakoncentrovani
polyfenolii a rizné zptlisoby jejich eluce. Dale byly testovany rtizné druhy piv a
porovnavan obsah jak celkovych, tak vybranych jednoduchych polyfenolda.
Nejvice je v pivu obsazena, z ndmi testovanych jednoduchych fenolovych
kyselin, kyselina ferulova jejiz obsah se pohyboval v rozmezi 2-5 mg/I.

11
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Chmel - zdroj prirodnich antioxidanti

Hofta Pavel'?, Akesson Bjémz, Onning Gunilla?, Dostalek Pavel', Dvoidkova
Markéta'

'Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha
’Biomedical Nutrition, Lund University, Sweden

Byla zkoumdna celkova antioxidacni kapacita (TAC) Sesti Ceskych odrid
chmele. Ke stanoveni byly pouzity dvé metody, metoda s [2,2’-azinobis-(3-
ethyl-benzothiazoline-6-sulphonic acid)] radikdlem (ABTS™) a metoda FRAP
(ferric reducing antioxidant power). Obé metody davaly velmi podobné
vysledky (r = 0.97). Déle byla méiena TAC ve 27 cistych polyfenolovych
latkdch pomoci dvou vySe zminénych metod. Obé metody davaly obdobné
vysledky (r = 0,79), avSak nékteré latky vykazovaly rozdilné hodnoty TAC.
Z vysledkli métfeni vyplyva, ze obé metody Ize pouzivat na méfeni antioxidacni
kapacity chmelovych vyluhii. Dale byl stanoven obsah celkovych polyfenoli
chmele metodou podle EBC a metodou s Folin-Ciocalteu Cinidlem a obsah
vybranych polyfenolovych latek chmele metodou HPLC. Mnozstvi celkovych
polyfenold v jednotlivych odridach silné¢ korelovalo shodnotami TAC
stanovenymi metou FRAP (r = 0,99) a metodou s ABTS ¢inilem (r = 0,99).
Dalsim cilem této studie bylo zjistit, jestli se po konzumaci piva, zvySuje hladina
antioxidanti v krvi. Studie probihala na 12 dobrovolnicich ztad studenti (6
muzii a 6 Zen), ktefi pili pivo typu ,svétly lezadk®, nealkoholické pivo a
srovnavaci napoj. Odbéry vzorki krve byly pfed napitim, 30 minut, 1 h, 2 h, 3h
a 4 h po napiti. Poté byla krev odstfedéna a krevni plasma byla pouZita na
stanoveni parametri oxida¢niho stresu a celkové antioxidacni kapacity (TAC).
Ke stanoveni TAC byly pouzity opét dvé metody. Metoda s [2,2° -azinobis-(3-
ethyl-benzotiazoline-6-sulphonic acid)] radikdlem (ABTS™) a metoda FRAP
(ferric reducing antioxidant power). Pomoci téchto metod bylo prokazéano, Ze
pivo zvysuje celkovou antioxidacni kapacitu plasmy, tudiz ma prospeésné tcinky
na lidské zdravi.

12
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Stanoveni rostlinnych fenolt v pivu

Hulin Petr, Dostalek Pavel

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Rostlinné latky fenolové povahy se vyskytuji vpivu ve velmi nizkych
koncentracich. Z tohoto divodu je potieba pred vlastnim stanovenim tyto
analyzované latky zakoncentrovat. Vhodnou metodou pro izolaci, purifikaci a
zakoncentrovani fenolovych latek ze slozit¢ matrice je extrakce na pevné fazi.
Byla testovana vhodnost rtiznych komercnich a nekomer¢nich sorbent pro
pouziti v této Casti analyzy.

Pouzité komer¢ni sorbenty vyuzivaly oktylovych, oktadecylovych, fenylovych
nebo kyanopropylovych funkénich skupin, ptipadné polyamidu jako reverzni
faze. Nekomer¢ni sorpni materidly se sestavaly z kiemeliny modifikované
vrstvou polyamidu. Jejich schopnost zachytu byla kvantifikovdna pomoci
méteni ubytku celkovych polyfenoli v pivu po kontaktu s 500 mg sorbentu.
Sorpce se uskuteCnila bud’ ve vsddce nebo na kolonce. Analyzou roztoku
standardit byly ziskdny hodnoty zachyceni jednotlivych latek pro rGzné
sorbenty. VSechny komer¢ni a nékteré nekomer¢ni sorbenty byly také pouzity
pro analyzu jednoho druhu €eského piva. Koncentrace detekovanych fenolovych
sloucenin se pohybovaly v jednotkdch miligrami na litr. Jako nejicinngjsi byly
komer¢ni sorbenty DSC-C8 a AccuBond C18, nasledované polyamidovym
sorbentem DPA-6S. Nekomercéni materialy dosdhly podobné miry ucinnosti.
Aceton se ukédzal byt vhodnym cinidlem pro eluci fenolovych latek
adsorbovanych na polyamidové reverzni fazi.

Dale byly stanoveny koncentrace vybranych fenolickych sloucenin v nékolika
vzorcich rlznych druhi bézné dostupnych ceskych piv. Obsah vybranych
fenolovych latek korespondoval s obsahem celkovych polyfenolt dle EBC.

13
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Studium fyziologickych zmén pivovarskych kvasinek

Denisovova Helena, Branyik Tomas

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Cilem prace bylo zjistit fyziologické zmény pivovarskych kvasinek rodu
Saccharomyces cerevisiae imobilizovanych v kontinualnim reaktoru.
Kontinualni kultivace byla provadéna pti ttech rtznych teplotach a to 15°C,
20°C a 25°C. Pouzity kmen pivovarskych kvasinek byl poskytnut pivovarem
UNICER (Bebidas de Portugal, S.A., S. Mamede de Infesta, Portugalsko). V
prubéhu kultivace byla pomoci prutokové cytometrie a metody barveni
methylenovou modii sledovana zména viability volnych i1 imobilizovanych
bunék. Pomoci vysledka viability poskytnutych pritokovou cytometrii byla
vypocitana specificka rychlost odumirdni bunék. Dale byla pomoci pratokoveé
cytometrie sledovana zména relativniho mnozstvi glykogenu a bilkovin.
Experiment ukézal, Ze viabilita volnych bun¢k se drzi po celou dobu pokusu na
konstantni hodnoté. Drobny pokles viability a nasledny navrat k hodnotdm
blizkym pocatecni nastava pifi nadhl¢ zméné kultivacni teploty (teplotni Sok).
Naopak viabilita imobilizovanych bunék klesala s délkou kultivace a s hloubkou
biofilmu. Pfi nahlé zméné kultivacni teploty doSlo rovnéz u imobilizovanych
bunék k docasnému poklesu jejich viability. Pfi studiu rychlosti odumirani
imobilizovanych kvasinek se ukazalo, Ze na tuto rychlost ma vliv teplota.
Zvysujici se teplota kultivace zpiisobuje rychlejsi odumirani imobilizovanych
bunék, coz potvrzuji hodnoty specifické rychlosti odumirani imobilizovanych
bun¢k (Kg). Vyssi obsah glykogenu a nizs§i poc€et pucCicich bunék byl nalezen
v hlubSich vrstvach imobilizovaného biofilmu. Vysledky sledovani obsahu
bilkovin ve volné a imobilizované biomase neumoziiuji vyvozovat obecné
zavery.

14
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Aplikace imobilizovanych kvasinkovych bunék pro pivovarské kvaseni

Lehnert Radek, Branyik Tomas

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Vyroba nealkoholického piva je zaloZena na dvou odliSnych principech. Prvnim
je omezeni tvorby ethanolu a druhym je odstranéni vzniklého alkoholu
z béZn¢ho piva. Vyuziti imobilizovanych kvasinek na pevném nosic¢i spada do
prvni kategorie. Vyuzitim imobilizovanych kvasinek dosahneme podstatného
zkraceni doby fermentace a také vedlejSich operaci nutnych pii klasické vyrobe¢.
Nosi¢em pro imobilizaci jsou pluchy jeCmene pfipravené upravou mlata. Pro
fermentaci byl zvolen gas lift reaktor. Ménénymi parametry jsou teplota a
zted'ovaci rychlost. Sledovanymi parametry pak jsou koncentrace sacharidi,
ethanolu, volné biomasy a mnozstvi imobilizovanych bunék. Dale fyziologicky
stav jednotlivych bun¢k, redukce aldehydid pochazejicich z mladiny a hladina
diacetylu v hotovém nealkoholickém pivu.

15
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Vliv resveratrolu a jeho analogii na populaci kvasinek pod vlivem
oxidativniho stresu

Fuchsova Jana, Kolouchova Irena

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Vramci této prace byl studovan vliv stilbenovych fytoalexinii (trans-
resveratrolu, trans-pinosylvinu a trans-pterostilbenu) na kvasinkovou bunku
Saccharomyces cerevisiae ssp. Malaga za oxida¢niho stresu. Oxidacni stres
kvasinkovych bunék byl vyvolan plsobenim rtiznych koncentraci peroxidu
vodiku. Zmény v chovéani kvasinkovych bunék za oxida¢niho stresu byly
sledovany na zaklad¢ rastovych kiivek, zmény v metabolismu stanovenim
aktivity katalasy a superoxiddismutasy. V souvislosti se stanovenim aktivity
katalasy a superoxiddismitasy byly hledany vhodné dezintegra¢ni metody. Jako
nejvhodnéjsi dezintegracni metody se jevi pouziti tekutého dusiku a systému
BioNeb. Déle byly provedeny experimenty ovéfujici toxicitu testovanych latek
pro S. cerevisiae ssp. Malaga. Bylo zjisténo, ze testované latky nevykazuji
v koncentraénim rozmezi od 50 (1g.1" do 10 mg.I"" vyrazné inhibiéni u¢inky na
kvasinkové buiky S. cerevisiae ssp. Malaga. Mirné inhibi¢ni GC€inky byly
zjidtény u trans-pterostilbenu pii koncentraci 10 mg.l". Vliv H,O, se projevil
inhibici rlstu kvasinkovych bunék a narGstem aktivity katalasy a
superoxiddismutasy. Pfitomnost testovanych fytoalexinli pii kultivacich méla
patrny ochranny ucinek na kvasinkové bunky S. cerevisiae ssp. Malaga.
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Vyuziti kvasniéného glykanu v potravinarském primyslu

Vavruskova Olga, Dostélek Pavel

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Tato prace se zabyva zpracovanim odpadnich pivovarskych kvasnic na glykan a
jeho naslednou aplikaci formou ptidatné latky do nizkotuénych jogurti.

V laboratornim a poloprovoznim meétitku byl pfipraven bily preparat glykanu
obsahujici vysoké mnozstvi B-glukanii bunécnych stén. Ze ziskaného glykanu
byly extrakci odstranény nezddouci slou€eniny (lipidy). Velké shluky glykanu
byly nasledn¢ sonikaci rozbity na mensi castice. U nich byly sledovany
viskoelastické vlastnosti — schopnost tvorby gelu, zdanliva viskozita, vaznost
pro vodu, olej a mléko.

Druha ¢ast prace byla zaméfena na sledovani rheologickych a senzorickych
vlastnosti nizkotu¢nych jogurtii obsahujicich glykan. Textura nizkotu¢ného
jogurtu obsahujici glykan byla srovnatelna se smetanovym jogurtem.
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Zpracovani pivovarskych odpadu

Stérba Karel, Dostalek Pavel

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Tato pfednéska se zabyva vyuzitim odpadnich pivovarskych kvasnic a dotyka se
1 moznosti vyuziti dalSich pivovarskych odpadl, napt. mlata. Jsou rozebrany
jednotlivé moznosti zpracovani odpadnich kvasnic, pficemz hlavni pozornost je
zamétena na zisk polysacharidli z buné€nych stén.
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Optimalizace oSetfeni piva pred stocenim do transportnich obali KEG

| 7w 2 . v?2 ov 2 .
Moravec Josef', Kropacek Jan®, Baumruk Milos®, Jungmann FrantiSek”, Fiala
(1
Jaromir

'Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha
’DRINKS UNION a.s., Usti nad Labem

Cilem prace je porovnat rizné moZznosti zaveérecného oSetfeni piva pied
stoCenim do transportnich oball, zhodnotit vliv riznych metod oSetteni
na konec¢nou kvalitu piva, koloidni stabilitu a senzorické hodnoceni konzumenty
a optimalizovat zpiisob zavérecného oSetteni piva pied sto€enim do
transportnich obali. Prace byla méfena ve dvou riznych stiedné velkych
¢eskych pivovarech. Porovnavany byly tunelovy pastér, membranovy filtr,
hloubkovy filtr a pritokovy pastér.

Porovnavani jednotlivych zatfizeni bylo provedeno sledovanim rozdilnych
hodnot vybranych analytickych parametrii piva pied a po oSetfeni piva
jednotlivymi zatizenimi zahrnujicich barvu piva, pH, obsah alkoholu, extrakt,
zadkal, obsah polyfenoll, pénivost NIBEM. Byla provedena Sokova zkouSka
podle Basafové a Kahlera a senzorickd analyza. Na cesté¢ piva zlezackého
sklepa az po stoceni byla méfena zména obsahu kysliku v pivé a zména
redoxniho potencidlu. Ziskand data byla zpracovéna statistickymi funkcemi
programu Microsoft Excel.

Na zékladé naméfenych dat na zafizenich bylo prokazano, ze tunelovd a
pratokova pasterace maji negativni vliv na koloidni stabilitu piva, dochazi
k naristu barvy piva a ke zméné senzorického profilu. Hloubkova filtrace a
membranova filtrace nemaji vliv na koloidni stabilitu piva, ani na senzoricky
profil piva. Pfi oSetfeni membranovou filtraci dochazi k poklesu pénivosti.
Z hlediska spotteby energie byl tunelovy pastér vyhodnocen jako zatizeni
snejvetsi  spotiebou energie, hloubkova filtrace a membranova filtrace
vykazovaly nejnizsi spotfebu energie.

Bylo doporuceno ptednostné pouzivat hloubkovou filtraci nebo membranovou
filtraci. V ptipad€é pouziti pastéru bylo doporuc¢eno modernizovat priitokovy
pastér, coz by snizilo tepelnou zatéz piva pii odstavce staceci linky a usnadnilo
ovladani pasterace. V obou piipadech pasterace je nutné minimalizovat odstavky
staceci linky.
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Analyza obrazu kvasinek

KliSova Tereza, Patakova Petra, Hefman Jakub

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Cilem naSi prace je sledovani ristu kvasinky Rhodotorula mucilaginosa a
Rhodotorula glutinis v zavislosti na riznych kultivaénich podminkach a na
pfitomnosti riznych stresovych faktori ( NaCl, EtOH ).Zamé&fili jsme se na
sledovani zmén tvaru a velikosti kvasinkovych bun¢k, na sledovani obrovskych
kolonii a na stanoveni mnozstvi vyprodukovanych karotenoidnich pigmenti.
Provedli jsem nékolik pokusti v tfepanych baiikach a v bioreaktoru.

Obrazovéd analyza byla vyuzita pii sledovani zmén tvaru a velikosti
kvasinkovych bun€k a pii sledovani zmén velikosti a barvy u obrovskych
kolonii. Pro vyhodnoceni byl pouzit program LUCIA.

Obsah B-karotenu byl, po dezintegraci bun¢k, stanoven pomoci HPLC.
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Degrada¢ni potencial termofilnich mikroorganismi pri zpracovani
lihovarskych vypalki

Ferzik Stanislav, Melzoch Karel, Rychtera Mojmir

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Cilem projektu je studie degradacnich schopnosti smésné bakterialni termofilni
populace pii riznych podminkach a mozZznost vyuziti této kultury k degradaci
lihovarskych vypalkli. V této praci jsem se zaméiil na porovnani aerobni
termofilni a anerobni mezofilni degradace lihovarskych vypalka.

Pro aerobni termofilni degradace lihovarskych vypalkli byla pouzita smésna
termofilni bakteridlni kultura z ¢isticky odpadnich vod v Bystfici pod Hostynem
a degradace byly provadény ve dvoulitrovém laboratornim bioreaktor Biostat B
(BBraun).

Anaerobni degradace lihovarskych vypalkli byly provadéna za pomoci
aktivovaného kalu z centralni Cisticky odpadnich vod v Praze 6, Podbabé na
jednoduché dvou nadobové aparatuie.

Hodnoceni procest bylo provadéno:

- méfenim zmén CHSK béhem procesu degradace (spektrofotometricka
metoda)

- méfenim suSiny biomasy (gravimetricka metoda)

- HPLC analyzou kultiva¢niho média

Aerobni termofilni kontinualni degradace lihovarskych vypalka (55°C, pH 6,5,
D 0,06h-1) dosahovala v laboratornim uspotfadéani srovnatelné redukce CHSK
(~90%) jako laboratorni mezofilni anaerobnim dvojstupiiova degradace.

Aerobni termofilni degradace umoznovala dosadhnout vysokého zatizeni systému
— az 20,9 kg org.hmoty/m3-d (50,4 kg CHSK/m3d) pti 90% redukci tohoto
odpadu coz je n€kolikandsobné vice nez bylo publikovéano v literatute.

Spojeni obou degradacnich procesii pro zpracovani lihovarskych vypalka
poskytovalo lepsi vysledky v aerobné-anaerobnim uspotfadani, kdy bylo
dosazeno 94% redukce CHSK a menSiho mnozstvi suSiny ve vzniklé kalové
vodé€. Za anaerobni stupen je vSak nutno umistit ndsledny hygienizacni krok pro
stabilizaci a hygienizaci anerobniho kalu.

Podeékovani:

Panu Prof. Ing. M. Rychterovi a Doc. Ing. K. Melzochovi za vedeni a rady pfi mé praci a
vSem spolupracovnikiim za pomoc.
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Kultivace aerobnich termofilnich mikroorganismi v prostiedi s vyssi
koncentraci bunék

Pond¢likova Hana, Rychtera Mojmir

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Prace byla zaméfena na zjiSténi mozZnosti zvySeni koncentrace bun€k smésné
aerobni termofilni bakterialni populace pfi kultivaci na modelovém médiu, které
simuluje vlastnosti odpadni vody =z potravinaiského primyslu. Termofilni
aerobni mikroorganismy, 1 kdyz se vyznacuji vysokou degrada¢ni ucinnosti,
vykazuji slabé nartisty a zvySeni jejich koncentrace by mohlo pfispét k dalSimu
zvySeni degradacniho ucinku. Pro vSechny experimenty byla pouzita smésna
termofilni aerobni populace ziskana z aerobni termofilni stabilizace kalu.
Semisyntetick¢é médium obsahujici glycerol (Casto se vyskytujici slozka
v odpadech po zpracovani tukd a pii rafinaci glycerolu) slouZzilo pro aerobni
kultivaci  termofilnich mikroorganismd. Prab¢h kultivaci byl monitorovan
kontinualn¢  (koncentrace rozpusSténého kysliku, koncentrace CO, a O,
v odchazejicich plynech) a dalsi dalezité veliciny jako CHSK (mg/l O,),
koncentrace substratu, koncentrace suché biomasy byly analyzovany
z odebranych vzorka.

Vsadkova kultivace vykazuje nariist biomasy kolem 3 — 4 g/L, vstupni
koncentrace substratu o velikosti narostlé biomasy mnoho nerozhoduje. Pfi
pritokované kultivaci, které se bézné¢ pouziva ke zvySeni koncentrace biomasy
se podatilo dosdhnout jen 6 g/L suché biomasy.

Kontinualni experimenty s tplnym recyklem biomasy vykdzaly po 100 hodinach
koncentraci suché biomasy az 18 g/L. Pro separaci mikroorganismti byly
pouzity keramické tubuldrni membrany s velikosti pora 0,2 pm. Cely modul s 23
kanaly byl dlouhy 17 cm a predstavoval filtraéni plochu 0,05 m’. Tato
membranova jednotka byla soucésti zafizeni ARNO 600 — BIO (vyrobce
Mikropur s.r.o. Hradec Kralové).

Prace ukazala, ze vracenim mikroorganismu lze dosdhnout zvysSené degradace
odpadnich organickch latek. Je vSak nutno zatizeni pro tento ucel upravit a
zabyvat se otazkou €iSténi membran.
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Vliv kultivaéni teploty na sloZeni mastnych kyselin termofilnich bakterii

Zlamalova Marta, SiriStova Lucie, Paulova Leona

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Pfedmétem této prace bylo sledovani vlivu kultivacni teploty na sloZeni
mastnych kyselin u termofilnich bakterii Thermus species, Meiothermus ruber,
Geobacillus thermoglucosidasius a Geobacillus stearothermophilus. Teplotni
rozmezi bylo zvoleno od 40°C do 80°C. Mikroorganismy byly kultivovany v
komplexnim mediu 48 hodin na tfepacce pii konstantni teploté. Poté byla
bunécna kultura lyofilizovana a z této vysuSené biomasy byla provedena nejprve
1zolace mastnych kyselin varem v roztoku hydroxidu sodného a nasledné jejich
derivatizace v kyselém roztoku methanolu. Piipravené methylestery byly
extrahovany do organického rozpoustédla, hexanu, a analyzovany na plynovém
chromatografu. Ziskané chromatogramy neboli profily mastnych kyselin byly
identifikovany porovnanim reten¢nich Casii se standardem BAME Supelco
(bacterial acid methyl esters standard solution).

Ziskané profily mastnych kyselin jednotlivych mikroorganismii se navzijem
lisily. Byl potvrzen vliv kultivaéni teploty na spektrum mastnych kyselin
studovanych termofilnich bakterii. Pfi nizSich teplotach byly detekovany
rozvétvené kyseliny s krat§imi tetézci a hydroxylované kyseliny. S ristem
kultivaéni teploty téchto latek ubyvalo a naopak stoupal obsah vétSinovych
kyselin (1C15, 1C17).

Metoda stanoveni spekter mastnych kyselin je rychld a relativné nenaro¢na a
diky jeji citlivosti ji 1ze pouzit jako metodu k identifikaci mikroorganismai.
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Identifikace termofilnich bakterii metodami molekularni genetiky

Piterkova Lucie, Skarkeova Martina, Patakova Petra, Melzoch Karel

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Metody molekularni biologie a klasické mikrobiologické metody byly pouzity
pro identifikaci termofilnich a mezofilnich zastupct rodu Bacillus. Na celkem 8
kmend, z toho 5 termofilnich a 3 mezofilni, byly aplikovany nésledujici metody:
polymorfismus nahodné¢ zmnoZzené DNA (RAPD), amplifikace intergenové
oblasti 16S-23S rRNA (ITS-PCR) a polymorfie délky restrikcnich fragmentl
(RFLP) jak 16S rRNA tak produktii ITS-PCR reakce. Pro vSechny vySe uvedené
metody byly optimalizovany jejich protokoly pro snadné laboratorni pouziti.
Analyza RAPD byla provedena za pouziti dvou riznych primerti. V obou
pfipadech se na agar6zovém gelu po elektroforéze objevily specifické vzory,
které umoznily rozliSeni zkoumanych bakterii na druhové Urovni. Stejné tak i
vysledkem amplifikace intergenové oblasti 16S-23S rRNA (ITS-PCR) byl
profil skladajici se z n€kolik pruhli, coZ naznacuje variabilitu této oblasti pro
jednotlivé bakterie a vhodnost jejiho pouziti pti identifikaci bakterii. Vzhledem
k menS$imu poctu pruhli na gelu bylo mozné ITS-PCR profil 1épe vyhodnotit a
proto se také zda byt vhodnéjsi pro b&zné laboratorni pouziti. Pro restrikéni
analyzu (ITS-PCR RFLP, 16S rRNA RFLP ) byly pouzity 4 restrikéni
endonukleazy, které po pouziti umoZznily rozlisit bacily nejenom na druhové, ale
1 kmenové urovni. Klasické mikrobiologické metody, optickd mikroskopie a
analyza digitdlniho obrazu kolonii narostlych na pevném médiu, byly téz
provedeny u vSech 8 kmentli. Mikroskopické pozorovani stejné jako fotografie
narostlych kolonii ndm umoznily pozorovat jen tvar, délku a $itku jednotlivych
bakterii nebo kolonii. Tyto morfologické znaky vSak neposkytuji dostatecné
dikazy pro jejich spravné rozliseni a ndslednou identifikaci.
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Studium termofilnich mikroorganismii metodami molekularni biologie

Skarkeova Martina, Patakova Petra
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Cilem této prace bylo nalézt metody, které by umoznovaly rychlou a spolehlivou
identifikaci termofilnich mikroorganismi. Metody molekuldrni biologie a
klasické mikrobiologické metody byly pouzity pro identifikaci termofilnich 1
mezofilnich zastupcii rodu Bacillus.

Prvnim krokem byla izolace DNA. Pro izolaci bylo pouZzito pét metod a
komer¢ni kit ROCHE. Na zédkladé¢ vysledki byla vybrdna metoda, ktera
poskytovala nejlepsi vytézek a Cistotu izolované DNA.

Na celkem 8 kmenil, ztoho 5 termofilnich a 3 mezofilni, byly aplikovany
nasledujici metody: polymorfismus ndhodné¢ zmnozené DNA (RAPD),
amplifikace intergenové oblasti 16S-23S rRNA (ITS-PCR) a polymorfie délky
restrikénich fragmentt (RFLP) jak 16S rRNA tak produktti ITS-PCR reakce.
Pro vSechny vyse uvedené metody byly optimalizovany jejich protokoly pro
snadné laboratorni pouZziti.

Analyza RAPD byla provedena za pouziti dvou riznych primeri. V obou
piipadech se na agar6zovém gelu po elektroforéze objevily specifické vzory,
které umoznily rozliSeni zkoumanych bakterii na druhové arovni. Stejné tak i
vysledkem amplifikace intergenové oblasti 16S-23S rRNA (ITS-PCR) byl
profil skladdajici se z n€kolik pruhil, coZz naznaCuje variabilitu této oblasti pro
jednotlivé bakterie a vhodnost jejiho pouziti pii identifikaci bakterii.

Pro restrikéni analyzu (ITS-PCR RFLP, 16S rRNA RFLP) byly pouzity 4
restrikéni endonukledzy, které zatim neposkytly uspokojujici vysledky pii
identifikaci bakterii na druhové ani kmenové trovni.
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Historie Ustavu kvasné chemie a bioinZenyrstvi

Rychtera Mojmir

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Ustav kvasné chemie a bioinZenyrstvi se fadi mezi jedny z nejstarsich ustavi
VSCHT. Jeho po¢atky mizeme hledat jiz na Kralovském &eském stavovském
technickém ucilisti v Praze (vznik v roce 1806). Prvni zminku o vyuce kvasné a
agrikulturni chemie lze spojovat se jmény profesort Josefa Steinmanna
(ptednasky z pivovarstvi, vinopalstvi a octafstvi), jeho pokracovatel se stal Karel
Napoleon Balling (1805 — 1868), ktery byl jmenovéan profesorem jiz ve svych
tficeti letech. Prof. Balling byl vyznamnou a mezindrodné uznavanou autoritou
v chemii ( hlavné kvasné chemii) tehdejsi doby. V roce 1861 byl zménén ndzev
Skoly na Krélovsky polytechnicky zemsky ustav v Praze. Mezi dal$i vyznamné
osobnosti spojené s vyukou fermentacnich a potravinaiskych technologii konce
19. a zacatku 20. stoleti byli:

Frantisek Stolba (1839 — 1910), Antonin Bé&lohoubek (za jeho ptisobeni se
vroce 1879 zménil ndzev Skoly na c.k. ¢eskou vysokou Skolu technickou
v Praze a tento nazev pietrval az do 1918, kdy byl zménén na Ceskou vysokou
skolu technickou a v roce 1920 jiz na Ceské vysoké udeni technické v Praze —
CVUT), Karel Kruis (1851-1917, orientace hlavn& na lihovarstvi), Jan Satava
(1878-1938, pracoval hlavné v pivovarském oboru, zaslouZzil se o modernizaci
tistavu kvasné chemie a mykologie v prostorach nyn&jsi VSCHT jen s tim
nezanedbatelnym rozdilem, Ze prostory byly nékolikandsobné véEtsi nez
v soucasné dobé, pracovisté bylo vybaveno pokusnym pivovarem a lihovarem).
Po smrti J. Satavy v roce 1938 doslo ke zménam aZ po ukonéeni druhé svétové
valky, kdy se pomérn¢ v kratké dob¢ vystiidalo n¢kolik vedoucich ¢i jen osob
povétenych vedenim tustavu (prof. J. Bulif, doc. Bohdan Jelinek). Souviselo to
s dramatickymi politickymi zménami v povale¢ném Ceskoslovensku. Ve
valeéném obdobi (1939 — 1945) byla budova VSCHT zabrana pro potieby
némecké armady. V prostorach ustavu bylo zifizeno vyzkumné pracoviste
wehrmachtu podiizené prof. Bernhauerovi (pracovisté se orientovalo na vyzkum
mikrobni syntézy organickych kyselin a antibiotik). Vedoucim nové zfizeného
ustavu biochemicko-potravinaiského (jeho soucasti je 1 diivéjsi ustav kvasné
chemie a mykologie) se stava po r. 1948 doc. MUDr. Arnost Kleinzeller a v roce
1952 po jeho odchodu na Universitu Karlovu se v rdmci nové ziizené Fakulty
potravinaiské technologie stavd vedoucim doc. Ing. Dr. Josef Dyr, ktery byl
jmenovan i prvnim dékanem vzniklé fakulty potravinaiské technologie (v roce
1969 pak fakulta potravindiské a biochemické technologie) v ramci samostatné
Vysoké Skoly chemicko-technologické a pozdéji 1 jejim rektorem. V této dobé
pusobili jako ucitelé na ustavu Vratislav Grégr, Véra Steinerova, externé Milo§
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Herold, ISka Hauzar, Vladimir Krumphanzl, dale Mojmir Rychtera (od r. 1960),
Josef Mostek (od r. 1963), Helena Honzova (provdana Skodova, od r. 1963),
Jaroslav Cepicka (od r. 1964), Hana Cizkova (od r. 1967),Vladimir Jirk? (od .
1972), Jan Paca (od r. 1973) a externd Jan Skoda. Po odchodu prof. Dyra do
dtichodu v roce 1970 pievzal vedeni katedry kvasné chemie a technologie prof.
Grégr. Vroce 1981 prevzala vedeni katedry kvasné chemie a bioinZenyrstvi
prof. Ing. Gabriela Basarova. V této dobé dale plsobili na katedie Jifi Uher,
Stanislav Ondrousek, Bohumil gpaéek, Jana Pelechova, Karel Melzoch, Jan
Masak, Antonin Vavra, AleS Vancura, Pavel Dostalek, Alena Cejkové, Petra
Patakova-Jazlova, Jana Vernerova a fada externich uciteld. Na pocatku
akademického roku 1997/98 pievzal vedeni ustavu doc. Ing. Jaroslav Cepicka,
CSc. Do ucitelského kolektivu piibyli jesté Jaromir Fiala, Martina Siglova, Véra
Hébova. Od roku 2002 je vedoucim tstavu kvasné chemie a bioinzenyrstvi doc.
Ing. Karel Melzoch,CSc. Mezi nové ucitele priSel Tomas Branyik, Martin
Halecky, Irena Kolouchov4 a Leona Paulova. V obdobi 1952 - 1982 obhajilo
diplomové prace 619 studenti fddn¢ho a dalkového studia, v letech 1983-91 pak
402 a v posledni dobé od r. 1992 kolem 400 student, tj. celkem 1061 studenti.
Vysoky je 1 pocet obhajenych doktorskych ¢i diive kandidatskych disertacnich
praci. Ustav fesi celou fadu vyzkumnych projektti pro néarodni & evropské
grantové agentury a podili se na feSeni néckolika primyslovych projekti.
Aktualni  informace Ize  ziskat na  domovské strdnce  ustavu
http://www.vscht/kch/
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Analyza mikrobidlnich populaci fluorescneénimi technikami: stanoveni
viability termofilnich bakterii

Sekavova Barbora, Melzoch Karel, Postlerova Lenka

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

VétSina studii tykajici se problematiky fluorescenéniho barveni bakterii je
zaméfena na mikroorganismy mezofilni , pfip. na hypertermofilni archaea,
termofilni bakterie s optimalni teplotou riistu 55 — 85°C jsou opomijeny, 1 pfes
stoupajici moznosti jejich vyuziti pfevazné pii degradaci a dekontaminaci
prumyslovych odpadu.

Pfedmétem této studie bylo nalezeni vhodnych parametri a optimalizace
metodik stanoveni bunécné viability termofili pomoci riznych fluorescen¢nich
barviv, jak pro Cisté kultury na komplexnich médiich, tak pro nedefinovanou
smeésnou  populaci termofilnich mikroorganismi  z aerobni  degradace
lihovarskych vypalki. Testovana byla barviva propidium iodid (PI), calcein
acetoxymethyl ester (Calcein-AM), fluorescein diacetdt (FDA) a BCECF-AM
(2',7'-bis-(2-carboxyethyl)-5-(and-6)- carboxyfluorescein, acetoxymethyl ester),
pro bakterie Bacillus acidocaldarius, B. stearothermophilus, Thermus species,
T. aquaticus a T. ruber. K vyhodnoceni experimenti byl vyuZzito pritokové
cytometrie a fluorescen¢ni mikroskopie s naslednou analyzou obrazu.
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Studium fyziologickych zmén bakterii rodu Thermus v pribéhu starnuti
populace

Postlerova Lenka, Sekavova Barbora, Melzoch Karel
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Tato prace byla zaméfena na sledovani morfologickych a fyziologickych zmén
bakterii Thermus aquaticus, Thermus sp. a Thermus ruber v zavislosti na
starnuti populace a kultivacni teploté. Ke studiu jednotlivych parametri byly
vyuzity piimé optické metody, konkrétné pratokova cytometrie a svételna
a fluorescen¢ni mikroskopie v kombinaci s naslednym zpracovanim dat pomoci
pocitacové analyzy obrazu systémem LUCIA Imagine.

Za ucelem sledovani fyziologickych charakteristik byly bunky barveny témito
fluorescencnimi barvivy: propidium jodidem (PI) pro sledovani membranové
integrity a obsahu nukleovych kyselin, fluorescein isothiokyanitem (FITC)
k urceni obsahu bilkovin, 5(6)-karboxyfluorescein diacetatem (CFDA) ke studiu
aktivity esterdz, 3,3 -diethyloxakarbokyanin jodidem (DiOC,(3)), rhodaminem
123 a bis-oxonolem za ucelem sledovani membranového potencialu a 5-kyano-
2,3-di-(p-tolyl)tetrazolium chloridem (CTC) ke studiu aktivity dehydrogenaz.
Pro jednotlivd barviva a pfislusSné kmeny byly nejprve optimalizovany
podminky barveni. Bylo provedeno porovnani stanoveni obsahu bilkovin
spektrofotometricky a pritokovou cytometrii (v kombinaci s barvenim
fluorescein isothiokyanatem).

Sbirkové kmeny bakterii byly kultivovany za aerobnich podminek v Luria-
Bertani médiu pii teplotach 60°C, 70°C a 80°C. V prubéhu kultivaci byly
pozorovany tyto morfologické parametry: ploSny obsah, délka, Sitka a
cirkularita buiiky. Studium fyziologie bakterii se opiralo o sledovani integrity
cytoplazmatické membrany, membranového potencialu, esterazové aktivity,
obsahu bilkovin a obsahu nukleovych kyselin. Rust bakterii, jejich morfologie a
fyziologie zavisely na teploté kultivace a ristové fazi. Maximalni viabilita byla
zaznamenana u bunék v exponencidlni fazi rGstu a pfechodem do stacionarni
taze prudce klesala.

29



2. seminaf — Pivovarstvi a kvasné technologie 2005, 31.3.-1.4.2005, UKCHB, VSCHT Praha

Mikrobni degradace nitroaromatickych slouc¢enin v napliovych reaktorech

Beranek Josef, Paca Jan, Barta Jifi

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Prace se zabyva aerobni biodegradaci nitrotoluenlt zvodného prostiedi
v kontinudlnich naplhovych reaktorech pomoci imobilizované smésné
mikrobialni populace.

Prvnim cilem bylo porovnat zatézové -charakteristiky degradace smési
mononitrotolueni na tfech riznych ndpliovych materidlech (Poraver,
expandovana bfidlice, Samot). Pokusy byly provedeny ve tfech reaktorech
oznacenych A (Poraver), B (bfidlice) a C (Samot). Jako nejvhodnéjsi napliovy
materidl byla vyhodnocena expandovana biidlice.

Poté byly reaktory piestaveny, vSechny byly naplnény expandovanou biidlici.
Testovala se schopnost mikrobidlni populace odbouravat smési nitrotoluent pfi
zkracovani stfedni doby zdrzeni ¢astic v reaktoru.

Buiiky vyuzivaly mononitrotolueny jako zdroj uhliku a dusiku pti dobé zdrzeni
10, 8, 4 a 2 hodiny. 2,4-dinitrotoluen nebyl degradovan.

Vedle experimentll v kontinudlnim uspotadani byly provedeny degradacni testy
v ttepanych bankach. Jako biokatalyzator byla pouzita smésna populace
izolovana pii prestavbé napliového reaktoru sexpandovanou biidlici.
Mononitrotolueny byly rozkladany, 2,4-dinitrotoluen nebyl bunkami
odbouravan.
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RozlisSeni poddruhii Lactococccus lactis subsp. lactis a Lactococcus lactis
subsp. cremoris pomoci fenotypovych metod

Kuéerova Katetina, Kozakova Drahomira, Svirakova Eva, Plockova Milada
Ustav technologie mléka a tukd, VSCHT Praha

Pro zajisténi konstantni kvality vyrabénych fermentovanych mléénych vyrobkl
(syra, jogurtli, masla atd.) je nutné pfesn¢ charakterizovat slozeni a vlastnosti
pouzité zakysove kultury, jejiz velmi vyznamnou soucast tvoii laktokoky. Za
timto Ucelem se provadi fenotypickd charakterizace dané kultury. Vzhledem
k tomu, Ze u laktokokii miize dochazet ke ztrat€¢ ¢i naopak ziskéni nékterych
novych fenotypickych vlastnosti, které mohou slouzit k rozliSeni poddruhti L.
lactis subsp. lactis a L. lactis subsp. cremoris, je fenotypizace ne zcela
dostacujicim faktorem k rozdé€leni téchto dvou poddruhii. Z tohoto diivodu byly
vyvinuty genotypické metody, které umoznuji piesnéj$i rozliSeni téchto
mlékatsky vyznamnych poddruhti laktokokd.

Ze sbirky 20 laktokokovych kment byl pouze kmen NIZO B33 charakterizovan
jako poddruh L. lactis subsp. cremoris, zbylych 19 kment bylo urceno jako
poddruh L. lactis subsp. lactis.

Fenotypicke rozliSeni poddruhti L. lactis subsp. lactis a L. lactis subsp. cremoris
na zakladé hydrolyzy argininu, fermentace citratd, tolerance k NaCl, pH a
methylenové modii bylo prikazné. Fenotypické rozliSeni poddruhl lactis
a cremoris na zaklad¢ jejich tolerance k teploté a fermentace sacharidi bylo
mén¢ prikazné.
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Mikrobni degradace fenolovych slou¢enin v batch a kontinualnim procesu

Janova Alena, Paca Jan
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Tato prace se zabyva aerobni biodegradaci 2-nitrofenolu, 3- nitrofenolu a 4-
nitrofenolu z vodného prosttedi za pouziti smésné mikrobidlni populace.
Degradace byla sledovana jednak v batch uspotfadani, jednak v kontinualnich
souproudych napliovych reaktorech K2 a K3.

Béhem batch experimentli byly mononitrofenoly pouzivany jako jediny zdroj
uhliku, dusiku a energie. Priibéh degradace jednotlivych mononitrofenold byl
sledovan pii1 riznych pocate¢nich koncentracich. Pii pokusech byly méieny a
vyhodnocovany nésledujici parametry: Ubytek koncentrace mononitrofenol,
produkce metabolitu a hodnoty pH na zacatku a na konci kultivace.
Z naméfenych hodnot byla nasledné vypocitana kinetika degradace jednotlivych
mononitrofenoli.

V napliiovém bioreaktoru K2 byla sledovana degradace smési 3-nitrofenolu a
fenolu. Vstupni koncentrace 3-nitrofenolu byla udrzovana na konstantni hodnoté¢
(40 mg.L ™), zatimco koncentrace fenolu byla postupné zvysovana (z 20 az na 90
mg.L™"). V népliiovém bioreaktoru byla sledovana degradace smési viech tfi
mononitrofenold. Vstupni koncentrace 2- and 3-nitrofenolu (15 mg.L™") byla
udrzovdna na konstantni hodnot&, koncentrace 4-nitrofenolu byla postupné
zvySovana (z 15 az na 90 mg.L"). Pokusy byly zaméfeny na sledovani
organické zatéze, degradacni rychlosti a degradac¢ni Gi€inosti.
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Aerobni degradace nitrofenolovych litek v kontinudlnim reaktoru smésnou
populaci

v ’ 1 ’ 1 ’ vt ’ 1 r 2
Kosteckova Alena’, Pronayova Zuzana ', Barta Jifi', Paca Jan', Paca Jan Jr.

'Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha
*Katedra biochemie, Pfirodovédeckd fakulta Univerzity Karlovy, Praha

Nitrofenolické slouceniny tvoii vyznamnou skupinu latek, které se jako
pramyslové odpady dostdvaji do puady, podzemni i fi¢ni vody a narusuji tak
ptfirozeny ekosystém. Prevazné se jedna o latky toxické pro vétSinu zivych
organismii, 4-nitrofenol (4-NF) je déle karcinogenni, mutagenni, cyto- a
embryotoxicky pro savce. Mononitrofenoly spolu s 2,4-dinitrofenolem jsou
zafazeny na listiné prioritnich polutanti evidované US Environmental
Protection Agency. Tyto latky nachédzeji své uplatnéni piedev§im v ramci
syntézy mnohych pesticidl, plastd, azobarviv, vybuSnin a farmaceutik. 4-
nitrofenol je pouzivan naptiklad pti vyrob¢ acetaminophenonu (paracetamolu),
jednoho z nejpouzivangjSich analgetik.
Pro prvni fazi experimentl, jenZ byla zaméfena na adaptaci biodegradert, byla
pouzita smésna mikrobni populace ziskana ze zeminy dlouhodobé
kontaminované nitroaromatickymi latkami z podniku Synthesia Pardubice.
Adaptace probihala na tfepackéach za aerobnich podminek v Erlenmayerovych
bankach obsahujicich 100 ml BSM media pfi teploté 28 °C. Jako jediny zdroj
uhliku byly pouzity roztoky mononitrofenolit (2-NF, 3-NF, 4-NF) s pocatecni
koncentraci jednotlivych latek 5 mg.L ™.
Ve druhé fazi byla ziskanda smésnd populace pouZita k inokulaci pritocného
naplnového reaktoru (PBR) s anorganickymi ¢asticemi (velikost ¢astic 4-8 mm)
jako imobilizacnim materidlem. Vnitini primér reaktoru byl 55 mm a vySka
loze 300 mm. Reaktor byl vprabéhu degradacnich experiment
provzdusiovan. Zatézovani reaktoru bylo provddéno smési vSech
mononitrofenolit zménami jejich vstupni koncentrace a dobou zdrzeni molekul
v reaktoru.
Vysledky prokazaly, ze biodegradabilita jednotlivych NF je tato:
4-NF > 3-NF > 2-NF.
Maximalni dosazené rychlosti degradaci pro jednotlivé MNF jsou:
1340 mg.L™".den™ pro 4-NF
790 mg.L".den™ pro 3-NF
245 mg.L".den™ pro 2-NF.

Podékovani:

Prace byla finanén& podporovana Grantovou Agenturou CR — projekt 104/03/0407.
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Simultanious biodegradation of phenol and 3-nitrophenol in a packed-bed
bioreactor with an immobilized mixed population

Pronayova Zuzana, Paca Jan, KosteCkova Alena
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

This study deals with the aerobic biodegradation of 3-nitrophenol (3-NP) and
phenol  from water  using amixed  microbial  population  attached
in a continuously  operated  concurrent  packed-bed reactor (PBR).
The wastewater was simulated by dissolving MNPs in distilled water amended
with trace elements and 0.3 g.L"' of phosphates (pH 7.5).

At a constant hydraulic retention time of 130 minutes, the microbial degradation
of various concentrations of 3-NP in the presence of 40 mg.L™" of phenol was
studied. The maximum 3-NP concentration tested, namely 250 mg.L™', which
corresponded to a total organic load of 3277 mg.L™".day™, did not significantly
disturb the degradation of phenol. Under these conditions, the 3-NP and phenol
transformation rates were 2766 and 450 mg.L™".day”', respectively. However, the
removal efficiency of 3-NP became unstable and the effluent turn dark brown.
Thereafter, the loading by different concentrations on phenol in the presence
of 40 mg.L™' of 3-NP at a constant hydraulic retention time of 130 minutes was
studied. Already at a phenol concentration of 45 mg.L™', the degradation of 3-NP
become unstable was disturbed.

The concurrent aerobic packed-bed bioreactor configuration proved suitable
for the remediation of wastewater contaminated with mononitrophenols. Since
the catabolism of nitrophenols is oxygen-dependent, a sufficient aeration level
proved crucial for optimal performance. If the oxygen transfer becomes rate
limiting, the removal efficiencies drop rapidly. For that reason, continuous
aeration has to be secured also in large-scale applications.
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Biodegradace nitroaromatickych sloucenin ve vodném prostiedi

Barta Jiti', Paca Jan', Koste¢kova Alena, Pronayova Zuzana', Bajpai Rakeshi’

'Ustav kvasné chemie a bioinZenyrstvi, VSCHT Praha
2University of Missouri, Columbia, MO

Byla testovdna schopnost vybranych bakteridlnich kment G¢inn¢ degradovat
vybrané mononitrotolueny (2-nitrotoluen, 3-nitrotoluen, 4-nitrotoluen) a
dinitrotolueny  (2,4-dinitrotoluen a  2,6-dinitrotoluen). Testy probihaly
s bakteridlnimi  kmeny  Pseudomonas  putida, = Pseudomonas  sp.,
Sphingobacterium multivorum, Sphingomonas sp., Kluyvera cryocrescens,
Comamonas testosteroni, Rhodococcus sp. a Stenotrophomonas maltophilia.
Vysledné hodnoty byly porovnany s degradacni schopnosti smésné populace
Pardubice 1zolované z kontaminované¢ pidy v podniku Synthesia a.s.,
Pardubice. Byl také sledovan nariist bunék méfenim optické density, dale byla
sledovana hodnota kone¢ného pH. Byl také testovan vliv pfitomnosti NOj
iontl, které byvaji pfitomny v riznych mnozstvich v odpadnich vodach
z muni¢nich tovéren.

Vysledky ukézaly, ze nejlepSim degradérem mononitrotolueni byl rod
Pseudomonas, dalsimi degradéry byly druhy Stenotrophomonas malthophilia,
Rhodococcus sp. a Comamonas testosteroni. Jednoznacné nejlepSich
degradacnich vysledkt bylo dosahovano se smésnou populaci Pardubice.

U dvou zminovanych dinitrotoluenti byly navic otestovany dvé uméle
konstruované¢ smeésné populace (3 kmenné a 5 kmenné konsorcia). Bylo
prokéazano, Ze degrada¢ni u¢innost stoupa v této fadé: 3 kmenné konsorcium > 5
kmenné konsorcium » smésna populace Pardubice.
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Degradace smési rozpuStédel uzZivanych v lakarfském primyslu v
biotrickling filtru

Klapkova Eva, Paca Jan

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Prace se zabyvala degradaci smési hydrofilnich a hydrofobnich rozpoustédel
(toluen, xylen, methylethylketon, methyl-isobutylketon, butyl acetat)
z odpadniho vzduchu v biotrickling filtru.

Reaktor se skladal z ndplinové kolony a ze zasobni nadrze. Vyska loZe byla 1 m,
vnitini primér 150 mm. Jako nosi¢ byly pouzity Pallovy krouzky (polypropylen,
15 mm). Jako biokatalyzator byla pouzita smésna mikrobni populace obsahujici
5 bakterialnich kmenti. Tato populace byla laboratorné ptipravena z primarnich
degradérii toluenu. Experimenty probihaly pti laboratorni teploté¢ 22 °C a
konstantnim pH 7.

Byl zkouméan vliv zvySujiciho se obsahu aromatickych rozpoustédel ve smési na
degradacni uc¢innost a dale vliv zvySujiciho se obsahu hydrofilnich rozpoustédel
ve smési. ZvySeni obsahu aromatickych rozpoustédel ve smési vede k poklesu
RE aromatd, ale nema vliv na RE hydrofilnich rozpoustédel. ZvySeni
hydrofilnich rozpoustédel ve smési vede k prudkému poklesu RE aromatickych
uhlovodik® a nema zadny vliv na RE hydrofilnich rozpoustédel.

Podékovani 5
Tato prace byla finanéné€ podporovana Grantovou Agenturou CR, projekt 104/02/0665
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Hydrodynamické chovani biotrickling filtru

Novak Vratislav, Paca Jan
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Charakteristickym znakem biotrickling filtru je intenzivni mezifazovy styk.
Znalosti hydrodynamiky bioreaktoru a naslednou optimalizaci provoznich
parametri 1ze docilit vysSiho degradacniho vykonu. Na laboratornim reaktoru
bylo provedeno méieni doby homogenizace, doby prodleni ¢astic v potrubi,
sttedni doby zdrZeni ¢astic v naplni a také dynamicka zadrz kapaliny v naplni.
Biotrickling filtr byl sestaven ze sklenéné kolony o rozmérech 1,50 x 0,15 m.
Jako néplit byly pouzity Pallovy krouzky o priméru 25 mm. VySka loZe byla 1
m. Pohyb castic v reaktoru byl sledovan pomoci vodivostni elektrody. Pfi
mefeni sttedni doby prodleni byla elektroda umisténa ve vytokovém potrubi
v nejnizsi Casti zafizeni. Pfi méfeni doby homogenizace bylo ¢idlo umisténo
zespodu ve sbérné nadobé.

Zadrz kapaliny v néplni byla nejdiive sledovana pfi nulovém pritoku vzduchu a
potom 1 pii pratocich 20; 40 a 80 [I/min]. Pfi kazdém pritoku vzduchu bylo
celkem prométeno pét priitokl kapaliny Cerpadlem {0,66; 1,98; 3,26; 4,05; 4,87
[/min]}. Stejny postup méfeni byl pouzit i v pfipadé doby homogenizace,
sttedni doby zdrZeni ¢astic a doby prodleni ¢astic.

Zavislost vSech méfenych veli€¢in na pritoku vzduchu pfi konstantnim pritoku
kapaliny vykazovala stejny trend, a to téméf konstantni funkci. Pouze u
zavislosti zadrze kapaliny lze hovoftit o kiivce rostouci, avSak s velkou mirou
nejistoty, pfihlédneme-1i k nepfesnosti odecitani na stavoznaku. Zcela opaéné se
systém choval pfi méteni zavislosti na pritoku kapaliny pii konstantnim pritoku
vzduchu. Stfedni doba prodleni klesala téméf exponenciadlné, zatimco kiivka
zadrze rostla linearné. Klesajici priibéh vykazovala i doba prodleni, ovSem
nelinearni.

Vysledky prokazaly minimalni zavislost hydrodynamickych veli¢in na pratoku
vzduchu pfi konstantnim pritoku kapaliny. Logickym vysledkem je fakt, ze
sttedni doba zdrZzeni Castic klesala s rostoucim pritokem kapaliny a velikost
zaddrZze kapaliny naopak vzrlstala. Toto ovSem plati pouze pro stavajici
podminky méfeni, tzn. uspotadani reaktoru a druh napiné.
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Biodegradace benzinovych par v biofiltru s Samotovou naplni

Cerméakova Adéla', Paca Jan', Halecky Martin', Jones Kim*

'Ustav kvasné chemie a bioinZenyrstvi, VSCHT Praha
2South Texas Environmental Institute, USA

Dosud bylo publikovano jen velmi malo vysledkl referujicich o biodegradaci
benzinu a benzinovych par v odpadnich plynech. Odbouravéani benzinovych par
bylo testovano v laboratornim biofiltru o rozmérech ID 50 mm, vyska loze 850
mm. Jako napliovy material bylo pouzito Samotové ostfivo. Biofiltr byl
inokulovan smésnou mikrobni populaci. Aklimatizace trvala tfi tydny. Poté byla
méfena zatéZova charakteristika. Biofiltr byl zatéZovan vzrastajici vstupni
koncentraci benzinu za konstantni doby zdrzeni plynu v biofiltru (EBRT) 16
minut. Pfi postupném zvy$ovani organické zatd%e az na 17 gm .h" klesla
degradacni Gc¢innost aromatickych uhlovodikli z 90 na 70 %, pfi¢emz degradacni
ucinnost alifatickych uhlovodika se snizila mnohem vice a to z 60 na 10 %. Pro
celkové benzinové uhlovodiky (TPH) bylo dosaZzeno eliminacni kapacity 13 g.m’
3 h' p¥i 45 % degradaéni uéinnosti.

Biofiltr byl po dobu zatézovani prolévan roztokem mineralniho média. Zatézové

charakteristiky namétené bez ptidavani nutrietd, kdy byl biofiltr zvlhovan

destilovanou vodou, prokazuji vyrazny pokles v u¢innosti degradace. Elimina¢ni

kapacita pro TPH dosahla pouze hodnoty 3 g.m™.h' p¥i degrada¢ni G¢innosti 35

%.

Podé&kovani: 5
Tato studie byla finanén€ podporavdna Grantovou agenturou Ceské republiky, grant €.
104/05/0194.
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Vliv teploty a vstupni koncentrace na degradacni schopnosti dlouhodobé
provozovaného biofiltru

Misiaczek Ondiej, Klapkova Eva, Cermékova Adéla, Paca Jan
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Studie popisuje dlouhodoby provoz (520 dnll) laboratorniho biofiltru
degradujiciho aceton (vnitini primér: 50mm, vySka loze: 500mm, napliovym
materidlem byl perlit o mezerovitosti 0,1027), ktery byl v prib¢hu experimentu
chlazen vodou z vodovodni sité. Byl sledovan vliv rizné teploty chladici vody
(od 14 do 22°C) a vstupni koncentrace acetonu (udrzovana nad 300 mg.m’) na
provozni charakteristiky biofiltru.

Reaktor byl inokulovan smésnou mikrobni populace obsahujici Gram negativni
bakterie (Chrisobacterium indologenes, Methylobacterium sp., Achromobacter
sp.), Gram positivni bakterie (Microbacterium sp.) a plisn¢ (Alternaria sp.,
Cephalosporium sp.). V prubéhu experimentu byly sledovany zakladni provozni
parametry vcetn¢ organické zatéze (OL), eliminacni kapacity (EC) a pH. Za
pomoci SEM byla také provedena mikroskopicka analyza struktury biofilmu.

Z vysledki pokusu vyplyva, ze teplota chladici vody méla vyrazny vliv na
vykon biofiltru. Pti teploté chladici vody 14°C nedoséhl systém ustalené¢ho stavu
ani po 160 dnech provozu. Naproti tomu pii vysSich teplotdch dosahovaly
hodnoty EC aZ 14 g.m’.h™",
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Vyznam aplikace aditiv pri bioremediaci ptiidni matrice

Daitha Dusan, Siglova Martina

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Cilem pfedloZzené prace bylo posouzeni skute¢ného vlivu zndmych a bézné
vyuzivanych bioremediac¢nich pfistupti na dekontaminaci ptdniho prostiedi
zneciSténého ropnymi produkty a vyhodnoceni miry jejich ucinnosti. Z tohoto
pohledu byly testovany - adice alochtonni a autochtonni mikrofléry,
biostimulace, ptidavek povrchové aktivnich latek a huminovych kyselin.

Mira Gc¢innosti  daného  bioremediatniho  pfistupu byla urCovéna
pomoci respiracnich testi a reprodukéni aktivity pfitomné mikroflory. Z téchto
nepfimych parametrit bylo usuzovano na postup biodegrada¢niho procesu v
prabéhu kratkodobych laboratornich experimentd.

V testech byly pouzivany realné vzorky zemin, pochazejici ptimo z lokalit
kontaminovanych ropnymi polutanty. Konkrétn¢ se jednalo o lokalitu
Chemopetrolu Litvinov (rafinérsko-petrochemického komplexu s ptidruzenou
chemickou vyrobou) a skladky odpadt s.p. Diamo (tzv. laguny Ostramo).
Ziskané vysledky naznacily moZnosti a omezeni jednotlivych bioremediacnich
pristupii a vedly k zavéru, Ze nejvyhodnéjSim ptistupem je vyuziti obohaceni
mistniho prostfedi o bakteridlni kmeny schopné degradace ropnych polutantii
ziskané z konkrétni lokality, na které probihd sanace (tzv. autochtonni
mikrofléra) a dale kombinace tohoto pfistupu s biostimulaci, nebo-li dodavkou
N, P nutrientli. Vyuziti smésnych kultur zaloZzenych pifevazné na alochtonech
(lokalita Litvinov) pfineslo pouze primérné vysledky. Nejednoznacné zavéry
byly ziskany pfi testovani surfaktanti jako aditiva umoziujiciho zvysit
biodostupnost ropnych latek. Jako castecné uspokojivé byly vyhodnoceny
experimenty pii nichZ byla do pidni matrice aplikovdna huminova kyselina,
kterd byla schopna prib¢ch bioremediacnich procestt mirné ovlivnit, avSak tento
efekt je silné zavisly na pouzité koncentraci huminovych kyselin.
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Interakce obalovych vrstev mikroorganismu a huminovych kyselin

Gesev Kristian, Cejkova Alena
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Huminové latky jsou nedilnou soucasti pfirodnich prostiedi. Vyskytuji se
v pudé, vod¢é a sedimentech. Vznikaji rozkladem organickych zbytk Zivych
organismil. Huminové latky jsou riznorodé makromolekularni latky a jejich
struktura dosud ¢asto neni popsana. Tyto slouceniny miizeme rozd¢lit na humin,
huminové kyseliny a fulvinové kyseliny.

Huminové kyseliny (HA) dokazi plsobit na Zivé organismy. Jiz v minulém
stoleti byly hojné¢ vyuzivany pro jejich pozitivni vliv na rostliny. V posledni
dob¢ se vSak ubira pozornost naplsobeni huminové kyseliny
na mikroorganismy. Zkouma se pozitivni vliv na rist mikrobialnich populaci,
na degradaci a bioremediaci polutantt.

Predmétem této prace bylo popsani vlivu huminové kyseliny na modelovy
mikroorganismus Rhodococcus erythropolis. Byly potvrzeny pozitivni vlivy HA
na mikroorganismus pfi stresovych podminkach. Dale byla potvrzena sorpce HA
na bunéény povrch a zjisténo, Ze mnoZzstvi sorbované HA se zvySuje béhem
ristu populace. Mnozstvi sorbované HA bylo do jist¢ miry kvantifikovano
pomoci Freundlichovych izoterem. V neposledni fadé¢ byl potvrzen pozitivni
vliv HA na degradaci modelové aromatické slouceniny (fenolu). Bylo taktéz
popsano mnoZzstvi intracelularniho fenolu a sloZeni bunééné stény za ptitomnosti
a bez HA.

41



2. seminaf — Pivovarstvi a kvasné technologie 2005, 31.3.-1.4.2005, UKCHB, VSCHT Praha

Produkce extracelulirnich biopolymert vliaknitymi houbami a jejich
interakce s téZkymi kovy

Javorkova Iva, Mikes Jifi, Masak Jan
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Mikroorganismy submersné kultivované v pfitomnosti stresovych faktori maji
ncékolik zplsobi, jak se s témito nepfiznivymi vlivy vyrovnat. Jednim
z moznych obrannych mechanismi je produkce extracelularnich polysacharidi,
které mohou ucinky stresoru zmirnit nebo mu zcela zabranit.

Studium této problematiky bylo provedeno na modelovém vléknitém
mikroorganismu — plisni Aspergillus terreus, ktera prokéazala tvorbu téchto
polymert i bez pouziti negativnich faktorii pfi kultivaci.

Ve své praci jsem se zaméfila zejména na studium raznych kultivacénich
podminek, které mohou ovliviiovat tvorbu exopolysacharidii. Tyto faktory
zahrnovaly ptedevsim vliv odliSného zdroje uhliku a dusiku a jejich koncentraci,
vliv pH, iontové sily, vapenatych a hofecnatych iontd a iontd tézkych kovi.
Dale byla studovédna distribuce iontu tézkého kovu v systému biomasa—
kultivatni medium — exopolysacharidy. Bylo stanoveno téZ hrubé sloZeni
exopolysacharidl, coz zahrnovalo mnozstvi vSech cukrii a proteini obsaZenych
v produktu. Tvorba exopolysacharidi byla zdokumentovéana také fluorescencni
mikroskopii barvenim Alcianovou modfi.
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Biotransformace nitrilii imobilizovanymi bakterialnimi biokatalyzatory

Kubac¢ David, Masak Jan
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

V této praci byly studovany biotransformacni schopnosti bakteridlniho kmene
Rhodococcus equi A4 k né€kolika skupinam nitrild. Jako biokatalyzatory byly
pouzity rozpustnd a imobilizovand nitrilhydratasa a volné a imobilizované
buiiky tohoto kmene.

Pro imobilizaci volnych bunék byla vybrana patentovana technologie LentiKat®,
ktera byla jiz diive pro biokatalytické aplikace GspéSné pouzita. Pro imobilizaci
enzymu byla pouzita adsorpce na chromatografickych materialech a to Q-
Sepharose a Phenyl- Sepharose. S imobilizovanymi biokatalyzatory byly
provedeny vsadkové 1 kontinudlni reakce, s volnymi buiikami a enzymem pak
vsadkové reakce.

Jako substraty pro pfipravu ptislusnych amida a/nebo kyselin byly pouzity 2-
metylennitrily la - 6a. Jako modelovy substrdt pro porovnani aktivit
jednotlivych biokatalyzatort byl pouzit benzonitril.

1a 2

a 3a
GH, CH, OH CH,
OH OH
4a Sa 6a
H,COC
OH CH, CH, TTT0 o,
MeO
MCN \/\#CN MeONCN
OMe OH OMe

Schéma 1: Nitrily konvertované bakterialnim kmenem Rhodococcus equi A4.

Celé bunky transformovaly nitrily la - 5a na pfislusné amidy 1b - 5b a po delsi
dobé¢ reakce na ptislusné karboxylové kyseliny 1c - 5c. K transformaci substratt
la, 2a a 5a byly pouzity téz imobilizované buiky, které vykazovaly dobrou
stabilitu pfi opakovaném pouziti (nejlepSi v pifipadé¢ nitrilu 1a). Tento
biokatalyzator byl také vhodny pro opakovanou hydrataci benzonitrilu a 3-
kyanopyridinu.
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Standardy chirdlnich substrati a produktli, pfipravenych jako racemické smési,
byly analyzovany na chirdlnich kolonach Chiralcel OD-H, Chiralcel OJ. Byla
nalezena moznost sledovani enantioselektivity reakci u nékterych substrati. Pro
nckteré substraty se stereogennim centrem v B-poloze (2a, 5a, 2b, 5b) byla
zjisténa urcitd enantioselektivita nitrilhydratasy a amidasy (E = 3-4).
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