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DEKONTA, a.s.
Remediacni technologie pro sanace kontaminovanych lokalit

[ SPOLECNOST DEKONTA POSKYTUJE SLUZBY V NASLEDUJICIH OBLASTECH:
= prizkum a sanace kontaminovanych lokalit

= odstranovani / vyuziti nebezpecnych odpadu

= ekologicka havarijni sluzba

= konzultaéni sluzby

= laboratorni sluzby

= dodavky technologii a zafizeni pro eliminaci primyslovych emisi

= vyzkum v oblasti environmentalnich technologii

Responsible Care: Odpovédné podnikani v chemii

= certifikovany systém managementu jakosti a environmentu (ISO 9001, ISO 14001 a OHSAS 18001),

ENVIRONMENTALNI TECHNOLOGIE:

= biotechnologie

= propustné reaktivni bariery

= chemicka oxidace

= reduktivni dechlorace

= biofiltry

= nanocastice v bioremediacich

= kompostovani

= technologie pro zpracovani primyslovych odpadu

Ing. Ljuba Zidkova, vedouci biotechnologické laboratofe

d k DEKONTA, a.s. www.dekonta.cz
e 0 nta Dretovice 109 tel.: +420 312 292 969
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= fyzikalné chemické rozbory

= mikrobiologické analyzy

= stanoveni ekotoxicity

= vzorkovani a svoz vzorkl

= Vvyvoj a vyzkum v oblasti sanacnich technologii

= laboratorni zkousky biodegradace kontaminovanych materiall, separace ropnych kalu,
L stabilizace / solidifikace odpadu, chemické oxidace znecisténych zemin, vod a jinych odpadu )
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Program konference

8:00- 9:00  Registrace ucastnikil

KVASNA CHEMIE A BIOINZENYRSTVI 2012 Prednaskova sekce — plenarni zasedani sal B+C

étvrtek 29 bfezna 2012 9:00-910  Fiala J.: Zahajeni konference

. 9:10- 930  Basafova G.: Rozvoj restaura¢nich pivovari v Ceské republice
Konferenéni centrum VSCHT Praha, kolej Sazava,

areal vysokoskolskych koleji Praha 4 — Kunratice 9:30- 950 Rychtera M.: Muzeum cukrovarnictvi, lihovarstvi a Fepaistvi
9:50 - 10:05  Kolouchova I.: Piju, pijes, pijeme.

10:05-10:20  Paulova L.: Produkce rekombinantnich farmaceutickych proteini
mikrobialnimi buiikami

10:20-10:30  Prochdzkova G., Branyik T.: Biokatalyticky potencial
jednobunéénych Fas a jejich biotechnologické vyuziti

10:30-10:45  Hudcova T., Svehlova K., Dostalek P., Karabin M.
Estrogenni ucinky chmele

10:45-11:00  Zyzanak V. (Plzetisky Prazdroj a.s.):
Staze, praxe a absolventské pozice v Plzefiském Prazdroji

VYSOKA SKOLA )
CHEMICKO-TECHNOLOGICKA
V PRAZE 11:00 - 11:10 Prestavka



9. seminar — Pivovarstvi a kvasné technologie 2012

11:10 - 11:20

11:20 - 11:30

11:30 - 11:40

11:40 - 11:50

11:50 — 12:00

12:00 - 12:10

12:10 - 12:20

12:20 - 12:30

12:30 - 12:40

12:40 - 14:00

sal B+C

Linhart P., Baszczynski M., Branyik T.:
Vliv chmelovych pripravkii na strukturu a stabilitu pivni pény

Kacaba J., Paulova L.:
Vyroba bioethanolu z hydrolyzatii pseni¢né slamy

Wiedenova L., Fiala J.:
Stanoveni volnych aminokyselin ve vinech

Vykydalova P., Linhova M., Patakova P.:
Vyvoj metod pro sledovani fyziologického stavu a sporulace u
bakterii rodu Clostridium

Bittner M., Branyik T.:
Adhezni vlastnosti anaerobnich kontaminanti potravin

Machackova J., Rychtera M.:
Biosyntéza vybranych kyselin citratového cyklu - vybér
mikroorganismi

Posta J., Paulova L., Melzoch K.:
Selekce vhodného producenta etanolu z lignocelul6zovych
materiala a jeho vyuziti v SSF procesu

Prazakova S., Kvasnicka F.:
Separace kvasinek pomoci elektromigra¢nich metod

Postulkova M., Fiala J.:
Vliv surovin a technologie na prekurzory prepénovani piva

Prestavka na obéd

14:00 - 14:10

14:10 - 14:20

14:20 - 14:30

14:30 - 14:40

14:40 - 14:50

14:50 - 15:00

15:00 - 15:10

15:10 - 15:20

Pokorny T., Lipovsky J., Patakova P.:
Kontinualni produkce 1-butanolu

Maroufou T., Rychtera M., Melzoch K.:
Pouziti manioku pro vyrobu rozpoustédel

Kocianova P., Stérba K., Dostalek P., Karabin M..:
Vyuziti SPME pro stanoveni senzoricky vyznamnych tékavych
latek piva

Strejc J., Bittner M., Branyik T.:
Fyziologicka a genetickd modifikace pivovarskych kvasinek ve
vyrobé nealkoholického piva

Halama S., Jelinek L., Karabin M.:
Studium vlivu sladovani na obsahy vybranych polyfenolovych
latek je¢mene

Jaisamut K., Patakova P., Paulova L., Rychtera M.:
Effect of alkali pretreatment on removal of lignin from wheat
straw

Zenisek V., Jelinek L., Dostéalek P.:
Aplikace polyamidovych sorbenti pro zvyseni koloidni stability
piva

Kotlikova B., Jelinek L., Dostalek P.:
Netradi¢ni zptisoby stabilizace piva
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3. seminar - Environmentalni biotechnologie 2012

11:10 - 11:20

11:20 - 11:30

11:30 - 11:40

11:40 - 11:50

11:50 — 12:00

12:00 - 12:10

12:10 - 12:20

12:20 - 12:30

12:30 - 12:40

12:40 - 12:50

sal A

Pospisilova D., Masak J.:
Mikroskopické techniky sledovani adheze bunék a tvorby
biofilmu

Holfeldova J., Pospisilova D., Masak J.:
Studium vlivu antibiotik na tvorbu a stabilitu biofilmu

Jezdik R., HoSkova M., Masak J.:
Modulace podminek vnéjSiho prostifedi umoZiujici posileni
produkce rhamnolipidi u vybranych bakterialnich kmenu

Hudcova T. (Dekonta, a.s.):
Kofenové Cistiny odpadnich vod

Padrova K., Schreiberova O., Cejkové A.:
Interakce nanocastic Zeleza s prokaryotni a eukaryotni buiikou

Zidkova L. (Dekonta, a.s.):
Vyuziti siran-redukujicich bakterii pri bioremediacich

Karlova P., Halecky M., Paca J..
Stanoveni metabolickych intermediati mikrobialni degradace
dinitrofenola

Podolova N., Prochézkova G., Branyik T.:
Separace mikroskopickych fas pomoci magnetickych kuli¢ek

Kienkova J., Kolouchova I.:
Vliv resveratrolu a jeho analogi na adhezivni schopnosti
bakteridlnich bunék

Vanék T., Halecky M., Paca J.:
Biologicka degradace acetonu a styrenu v probublivaném
submersnim reaktoru

12:50-14:00  pyestivka na obéd

15:20 - 16:00 Piestavka

Prezentace sponzorujicich spole€énosti — sal B+C

16:00-17:00  Presentace sponzorujicich spoleénosti
17:00-17:30  Diskuse
17:30 Zakonceni 1. dne konference

Patek 30. brezna 2012

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha - budova A,
Technicka 5, Praha 6, 1. patro - ¢.dv. 111

Moznost navstévy vybranych laboratofi a technologické haly
UKCHB - Sraz ucastnikd 10:00 hodin pted knihovnou UKCHB

13:00 — 14:00 VSCHT Praha — budova B, poslucharna Bl

1. Seminar o védé a vyzkumu na FPBT
Masék J.: Sou¢asna véda a vyzkum na Ustavu kvasné chemie a bioinZenyrstvi

Program:
1. Obecngjsi predstaveni vyzkumné ¢innosti jednotlivych pracovnich skupin
2. Tvorba a vlastnosti biofilmu, latky s anti-biofilmovou aktivitou
3. Primyslové aplikace biofilmovych procest
4. Fyzikalné-chemické parametry ovliviiyjici adhezi mikrobnich bunck
5. Kultivace jednobunécnych fas a jejich biotechnologicky potencial
6. Diskuse
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Biokatalyticky potenciil jednobunéénych fas a jejich biotechnologické
vyuZziti

Prochazkové G., Branyik T.

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Jednobunééné tasy predstavuji velmi Sirokou skupinu mikroorganismi
s vyznamnym  biotechnologickym vyuZitim v oblasti potravinaiského,
krmivarského a farmaceutického primyslu, které se neustale rozrista. Jelikoz
jsou tyto eukaryotni mikroorganismy evolu¢né velmi blizké vySSim rostlinam a
jsou de facto povazovany za jejich pfedchidce, 1ze u jednobunécnych fas
predpoklddat minimalné stejné bohaty biokatalyticky potencidl v oblastech
syntézy sekundarnich metabolitl, biodegradaci a biotranfosmaci Siroké skupiny
latek. V ptfipadé rostlinnych tkanovych bunék byly prokdzany biokatalyzy
organickych slou€enin zahrnujici pfevazné oxidacni, redukéni, hydroxylaéni a
glykozylacni reakce. Posledni dva uvedené reakéni typy jsou pro
biotransformacéni procesy charakteristické, jelikoz ptislusSné enzymové aparaty
jsou v rostlindch Siroce rozSiteny. Biokatalyticky potencial jednobunécnych ftas
je stale z velké Casti neprozkoumany jak teoreticky, tak i prakticky. V soucasné
dob& byla popsana jen hrstka ptikladi aplikaci jednobunéénych tas v této
biotechnologické oblasti, kdy jednotlivy zastupci G¢inné ptispély k vycisténi
odpadnich vod a byla u nich prokazana vysoka biotransformacni aktivita napf.
ve vztahu k steroidnim latkdm, nizkomolekuldrnim fenolim, naftalenu,
halogenovanym benzolim ¢i  polyfenolim, ilustrujici velky vyznam
biotransformaci prostfednictvim fas z hlediska ziskani cennych latek z levnych,
ptirodnich prekurzort. Stale ale ziistava mnoho zajimavych enzymovych aktivit
neobjevenych, vyzadujici tedy dal$i intenzivni vyzkumnou ¢innost.
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Estrogenni ucinky chmele

Hudcova T., Svehlova K., Dostalek P., Karabin M.
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Chmelové hlavky, pouzivané v riizné€ upravené podobé jako jedna ze zakladnich
surovin pro vyrobu piva, obsahuji kromé& technologicky cennych latek (silice,
hotké kyseliny) 1 fadu dalSich biologicky aktivnich sekunddrnich metaboliti s
prokdzanymi pozitivnimi U€inky na lidské zdravi.

Do popiedi zajmu farmaceutického primyslu se dostavaji zejména prenylované
flavonoidy. Mezi tyto latky patfi 8-prenylnaringenin, ktery je povazovan za
jeden z nejucinnéjSich dosud isolovanych fytoestrogenti.

Fytoestrogeny mohou sehrat dalezitou roli v 1é¢b€ onemocnéni souvisejicimi s
regulaénimi schopnostmi hormonii v organismu (naptiklad menopausalni
symptomy, karcinomy prsu, délohy, vaje¢niku, prostaty atd.) a nahrazovat tak
sustitucni hormondlni terapii, kterd je spojovédna s rizikem vzniku nadorovych
onemocnéni.

Lze ptedpokladat, ze se diky zminénym vlastnostem, stanou v budoucnu
prenylované flavonoidy soucasti funkénich potravin se zvySenym obsahem
téchto slou€enin, potravinovych dopliki ¢i 1€€iv.
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Vliv chmelovych pripravkii na strukturu a stabilitu pivni pény

Linhart P., Baszczynski M., Novak P., Branyik T.

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Uvod

Pivni péna patii mezi kvalitativni 1 kvantitativni znaky, které charakterizuji pivo.
Bohat4, hustad a dlouhotrvajici pé€na je jednim z prvnich vjemi, které jako
spotiebitelé vizudlné vnimame a mnohdy ndm jeji vzhled miize chut’ na tento
napoj umocnit nebo také samoziejme pokazit. Jeji vzhled také zavisi na zptisobu
natoceni piva ¢i stavu vycepniho zafizeni.

Péna je definovana jako disperze plynu v kapalin€, kde dispergovanou fazi je
stabilita, pénivost, pfilnavost, barva, objem a hustota. Pénivost vyjadiuje
schopnost kapalin vytvaiet pénu. Stabilita pény je ddna asem mezi vytvoienim
pény a jejim rozpadem. Za hlavni pénotvorné latky v pivu jsou povazovany
ptedevs§im bilkoviny, respektive bilkoviny s hyhrofébnim charakterem, hotké
chmelové latky, zvlasté¢ iso-a-hotké kyseliny, v jejichz pfitomnosti hraji
pozitivni roli 1 kovové ionty (Zelezo, kobalt, nikl aj.).

Chmel a ptipravky z n¢j vyrobené, jakozto jedny ze zakladnich surovin pro
vyrobu piva, maji stale jeSté nezastupitelnou roli v jeho vyrobé. Ud€luji pivu
typickou chmelovou hotkost, diky které je pivo naprosto jedine¢ny népoj.
Chmel obsahuje mimo jiné hotké chmelové pryskyfice, které jsou hlavnim
nositelem hotkosti. Jedna se pak pfedevs§im o isomerované produkty a-hotkych
kyselin, které pivu udé€luji typickou hotkost. Celosvétové byl zaznamenan, za
poslednich par desetileti, postupny pokles obsahu a-hotkych kyselin béhem
vyroby piva. Ceskd piva se ale stale v tomto hledisku pohybuji nad
celosvétovym pramérem (Basatova a kol., 2010). Slozité poskliziiové upravy a
vysoké naroky na skladovani surového chmele, jakoZzto prevence pted starnutim
chmele, byly jednim z prvnich impulsi k vyvoji tzv. chmelovych produkti.
Dal$imi divody jsou neefektivita chmeleni pfi pouziti hlavkového chmele,
rezidua postiikovych latek, nehomogenni obsah pivovarsky cennych latek.
VSechny tyto negativni aspekty chemické produkty snizuji a v nékterych
ptipadech naprosto eliminuji. Prokdzany jsou 1 prospésné Ui€inky a to na stabilitu
pivni pény, nejvice u redukovanych chmelovych vyrobka tetrahydro-iso-a-
hotkych kyselin a hexahydro-iso-a-hotkych kyselin. Redukované chmelové
vyrobky maji dalsi velice piiznivy vliv na pivo, tim je fotostabilita. Caste¢né tak
zabranuji vzniku slune¢ni, nebo-li letinkové ptichuti, ktera je v pivu nezddouci.
Chmelové produkty vSak nejsou jednoznaénym zlepSenim pro pivovarstvi.
Nehodi se pro vyrobu vSech druhti piv a pfedevSim ovlivituji organoleptické 1
kvalitativni znaky piva. Pouzivani nékterych chmelovych produktt je v mnoha
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zemich dokonce legislativné zakdzano. Je tedy na kazdém sladkovi ¢i vedeni
pivovaru, aby dobfe promysleli pouziti téchto specifickych surovin pro vyrobu
piva.

ReSend problematika

Pénivost piva je jednou ze zakladnich vlastnosti, kterou spottebitel vyuziva k
posouzeni kvality piva. Péna ma pfedevSim vizudlni vliv na konzumenta, ale do
jisté miry ho ovlivituje také vnimani aroma a plnosti chuti piva. Pro spodné i
svrchné kvasend piva je charakteristické, Zze se pfi naliti do sklenice, vlivem
uvoliiovani bublinek oxidu uhli¢itého, vytvari hustéd stabilni péna. Faktory, které
jsou zejména zkoumadny, jsou napiiklad mnozstvi pény, pfilnavost ke sténé
sklenice, hustota, pevnost, barva, stabilita pény aj.

Pivni péna je disperzni soustava slozend z plynné faze a disperzniho kapalného
prosttedi. Disperzni faze pivni pény je tvofena nejastéji oxidem uhli¢itym,
ptipadné s ptimési vzduchu, nebo dusiku. K vytvoteni pény je potieba skupina
latek, které jsou oznaCovany jako pénotvorné, lze k nim ftadit veskeré
slouceniny, které podporuji tvorbu pé€ny a zabranuji jejimu rozpadu. Mezi tyto
experimentaln¢ prokdzané latky tadime predevSim urcité bilkoviny a
polypeptidy, hotké latky pochdzejici z chmele a na né navazujici se kovové
ionty. Dalsi slozky, které pozitivné ovliviiuji tvorbu a stabilitu pivni pény, jsou
melanoidiny, polysacharidy, pentosany, B-glukany a gumovité latky. Tyto latky
difunduji do mezifazového rozhrani a dale do stény bublin, coz vede ke
zpevnéni povrchové blanky bublin. Jedna se o latky amfifilni povahy, kdy jejich
hydrofobni ¢asti smétuji do plynu a hydrofilni ¢asti naopak do kapaliny. Na n¢
se navazuji také jiné slozky snizujici povrchové napéti nebo zvysujici viskozitu,
dohromady tak tvoii kostru pény (Bamforth, 1998).

VétSina pfistroji pro méfeni stability pivni pény méfi na zékladé zmén
fyzikalnich vlastnosti méfen¢ho vzorku. Jednd se predev§im o vodivostni a
optické vlastnosti pivni pény.

Vodivostni pfistroje vyuzivaji toho, ze mokra péna obsahuje velky podil piva a
proto dobie vede elektricky proud. Pfistroj NIBEM, ptivodné slouzil pro hlidani
hladiny feky Ryn, pozdé&ji se vSak zacal pouzivat pro méfeni pénivosti. Dnes jiZ
existuje nékolik verzi tohoto pfistroje, které méti casy pii poklesu pivni pény o
10 - 30 mm. Po napénéni piva pomoci tlaku a trysky se méteni zahajuje az pfi
poklesu pény o 10 mm pod okraj nddoby od ukonceni napénovani. Posledni
verze piistroje, oznaCena jako NIBEM-TPH, je navic doplnéna o korekci
zmétenych hodnot na barometricky tlak, teplotu a vlhkost vzduchu. Pfi méfeni
stability pény Analytickou komisi EBC (European Brewery Convention) se
pénivost piv pohybovala mezi 160 - 310 s pii poklesu hladiny o 30 mm (Savel a
Broz, 2006). Velka cast optickych métici méfi prichod svételného paprsku
pénou ve vertikalnim sméru. Pti prichodu paprsku v dostatecné intenzité se
méfeni zastavi a z hodnot se ur¢i doba rozpadu pény. Ptistroje pracujici na tomto
principu se lisi polohou zdroje svétla.
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Dal$im zpiisobem zkoumani pivni pény je pouziti Obrazové analyzy (Image
analysis). Ta se zabyvad ziskavanim kvantitativnich informaci o riznych
geometrickych parametrech mikrostruktury 1 makrostruktury materidld. Pro tuto
metodu je zapotiebi kvalitniho digitalizacniho pfistroje a pocitace se
specifickym software (ACC, NIS-Elements) k provedeni analyzy. Obrazova
analyza umoziiuje nahrazeni subjektivniho posuzovani obrazli pomoci
objektivnich charakteristik. Kli¢ovym krokem v celém postupu je ziskani
kvalitniho digitalizovaného obrazu ptedlohy, tedy pivni pé€ny. Poté je obraz v
nekomprimované podob¢ ulozen v pocitaci a s pomoci vyse zminénych aplikaci
dale upravovan a vyhodnocovan.

Chmelové produkty

Chmelu se oproti jinym surovindm v pivovarské vyrobé pouziva pomérn¢ malo,
ale jeho vliv na kvalitu a charakter piva je velky. Zacal se pouZivat spisSe jako
konzervacni prostredek. Jak jiz bylo zminéno, sloZeni chmele a chmelovych
vyrobkll zavisi na mnoha atributech, z nichZz nejvyznamnéjSimi jsou odrida,
péstebni podminky a oblast, co se ty€e surového chmele, dale zpiisob sklizné a
dalsi zpracovani u chmelovych produkti. Nakladani s chmelem po sklizni,
béhem skladovani, transportu ¢i specifickych uprav na dalSi vyrobky, toto
vSechno vede k tzv. starnuti chmele. Jednd se pfedevsim o degradaci pivovarsky
vyznamnych latek. Chmelové pryskyfice, chmelové silice a polyfenoly, vSechny
tyto latky jsou ndchylné pfedevS§im na oxidaci vzdusnym kyslikem, teplotu a
piistup svétla. Tyto veSkeré aspekty vedly jiz v 60. letech minulého stoleti k
pramyslové vyrobé chmelovych produktii, kdy si mnoho pivovart uvédomilo,
ze pouzitim téchto vyrobkii se podstatné snizi naklady na dopravu a skladovani
chmele, dojde ke zjednoduseni manipulace pii chmelovaru aj. Dnes se vice nez
95 % chmele z celého svéta zpracovava na chmelové produkty, zejména
chmelové granule a chmelové extrakty (Bamforth, 2006).

Chmelové produkty lze fadit do 5 zékladnich skupin dle (Basatova a kol., 2010):
1. Chmelové piipravky vyrobené mechanickou upravou hlavkového chmele.

2. Chmelov¢ pripravky vyrobené extrakei hlavkového chmele.

3. Chmelov¢ piipravky vyrobené chemickymi Gpravami.

4. Kombinované chemické ptipravky.

5. Syntetické chmelové ptipravky.

Obecné lez u chmelovych produkti nalézt tyto zadkladni vyhody oproti
hlavkovému chmelu:

- niz81 naro¢nost na pozadavky pfi skladovani v zavislosti na druhu chmelového
vyrobku,

- prodlouzeni chemické stability chmelového produktu,

- snadn&j$i manipulace a moZnost automatizace procesu,

- vy$$§i t€innost pfechodu hodnotnych latek béhem chmelovaru do roztoku,
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- moznost oddélen¢ho davkovani frakci chmelovych silic a pryskyfic,
- men$i odpad, sniZeni objemu a znec€isténi odpadnich vod,
- nepfitomnost dusi¢nant a rezidui postiikovych latek (Basatova a kol., 2010).

V pivovarstvi Casto pouzivané jsou redukované iso-o-hotké kyseliny. Tyto
produkty se zacaly vyrdbét na popud potieb a pozadavki zdkaznikli a
konzumentii piva, nebot’ diky své jednoduché indikaci do technologie vyroby
piva umoziuji pivovarnikim vyrabét riizné druhy piv ze stejnych varek. DalSim
divodem byla samoziejme tspora nakladl pti pouzivani téchto vyrobki. Jelikoz
jsou tyto produkty pfiddvany do hotového piva, je dilezité, aby byly naprosto
Cisté bez pifimési, které by mohly finalni produkt poskodit. Pfi pouziti téchto
vyrobk je také nezbytné dbat na dikladné davkovani, obecné je pomér pouZiti
téchto latek v mililitrech na hektolitry piva. Dals8i pozitiva pfi pouZiti téchto
latek jsou lepsi stabilita pivni pény a fotostabilita. Do skupiny redukovanych
1so-a-hotkych kyselin komeréné pouZzivanych patii hlavné rho-iso-a-hotke
kyseliny, tetrahydro-iso-a-hotké kyseliny a hexahydro-iso-a-hotké kyseliny
nebo jejich kombinace (Bamforth, 2006; Priest a Stewart, 2006).
Rho-iso-a-hotké kyseliny, jako jediné redukované chmelové produkty, vykazuji
mensi hotkost nez samotné iso-a-hotké kyseliny, je to zhruba 70 % hotkosti.
Vykazuji spiSe jemnou hotkost oproti klasickému chmeleni. Lze je ptidat ptimo
do varky nebo po hlavnim kvaSeni. Jejich vliv na stabilitu pény pfi obvyklém
davkovani neni zcela prokézéan, malé zlepSeni stability 1ze dosdhnout pii pouziti
vysSich koncentraci.

Tetrahydro-iso-a-hotké kyseliny se mohou pouzivat samostatné nebo v
kombinaci s jinymi chmelovymi produkty. Hotkost tetrahopu je az 1,7x vyssi
nez bézné iso-o-hotké kyseliny. Tyto hodnoty vSak vykazuji vodné roztoky
tetrahydro-iso-a-hotkych kyselin. Efektivni hotkost v pivu zavisi na mnoha
faktorech, jako jsou typ piva, kvalita pouzitych surovin. Hotfkost tetrahopu v
pivu se tedy pohybuje v rozmezi 110 — 170 % hotkosti iso-a-hotké kyseliny.
Casto se do piva pfidavaji v malém mnozstvi pro zlepseni stability pivni pény.
Velmi vyrazného posileni stability pény je dosaZeno uz pii koncentraci 3-4 mg.1-
1 hotového piva. Tato stabilni pé€na vSak casto plsobi nepfirozené. Jejich
fotostabilni U€inek je také prokdzan (Goldstein a Ting, 1994).

Experimentdlni méieni

M¢tfeni bylo provadéno na =zdkladé 3 metod. Obrazovd analyza na
makroskopické urovni, dale na mikroskopické urovni a tfeti metodou bylo
pouziti komeréniho pfistroje NIBEM-T. Pro Obrazovou analyzu byla pouzivana
nasledujici aparatura:
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Obr. 1: Schéma pouzité aparatury (1 — kamera, 2 — kolona, 3 — svitidlo, 4 —
systém piivodu plynu)

Kamera nam tedy poskytne sérii snimki, které nasledné¢ vyhodnocujeme v
programu MatLab. Toto vyhodnoceni probihd na zékladé pohybu rozhrani péna
x vzduch a péna x kapalina. Pohyb hladiny pény je v dusledku rozpadu
samozieym¢ smérem doll. Tomu napomahd gravitacni stékdni zadrzované
kapaliny v pén¢. Naopak hladina kapaliny (piva) se pohybuje smérem nahoru, to
je zpisobeno nartstem objemu kapaliny (piva) zadrzené v péné pii jejim
postupném rozpadu. Zpisob, jakym program MatLab snimky vyhodnocuje, je
naznaceny na Obr 2 a 3, kde modré linky prezentuji hladinu péna x vzduch tak,
jak tato hladina klesa v Gase. Cervené linky naopak naznauji vzrist vysky
hladiny kapaliny (piva). Tyto dvé hladiny se k sobé z logiky véci ptiblizuji, aZ se
nakonec za urcity ¢as potkaji.

Pohyb rozhrani
Péna/vzduch

Pavodni
hladina

Pohyb rozhrani
Kapalina/péna

Cas

Obr. 2: Rozpad pény sumarné Obr. 3: Snimky zaznamendavajici rozpad
pény v cCase zaznamenany programem
MatLab

Program MatLab nam tedy poskytne informace a pohybu horni a spodni hladiny
pény, tyto hodnoty jsou v pixelech a je tfeba je prevést na realné hodnoty, k
tomu se hodi klasicky tabulkovy program MS Office — Excel. Pfepoctem pixell
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z dat programu MatLab jsme ziskali spodni a horni hranici pény v milimetrech
na jednotlivych snimcich. S témito daty jsme déle pracovali v programu MS
Office — Excel. Ziskana zavislost vysky pény v €ase se nazyva rozpadova kiivka
pény. Timto zpisobem se proméfila celd Skéala koncentraci u vybranych
chmelovych produktd.

Ptistroj NIBEM-T méii pokles vytvotené pény ve specialni kyveté, pro tento
piistroj ur¢ené. NIBEM m¢éii Cas, za ktery hladina pény propadne o 10 mm, 20
mm 30 mm. PfiCemz pro porovnani vzorkii se nejCastéji pouziva hodnota
NIBEM 30, coz znaci apadek hladiny pény pravé o 30 cm.

Zaver

Nami ziskané vysledky poslouzily k porovnani vlivu vybranych chmelovych
produktl na strukturu a stabilitu pivni pény. K tomuto zkouméni jsme pouZili
jak komer¢éni méfici ptisroj NIBEM-T, tak 1 ndmi sestavené piistrojové zatizeni
pro obrazovou analyzu. Jako chmelové produkty byly vybrany vyrobky firmy
Hopsteiner s.s. Chmelové isoextrakty bez chemické upravy 1 chemicky
redukované, vyrabéné piimo pro pivovarskou vyrobu jako tvz. downstream
pridavky.

Vliv téchto extraktli byl proméfovan v modelovém roztoku, dale pak v nami
pfipraveném modelovém pivu a v komerénim lahvovém pivu, b&zné se
vyskytujicim v Ceské distribu¢ni siti. Pro zjisténi vlivu ptidanych chmelovych
produkti na stabilitu pivni pény byl pouzit pfistroj NIBEM-T a také obrazova
analyza na makroskopické urovni. Vliv ptfidavku chmelovych produkti na
strukturu byl zkoumén obrazovou analyzou na mikroskopické urovni.

Chmelové extrakty ptidavané do piva maji vliv na chovani a strukturu pivni
pény. Byl jasné prokazan stabilizani ucinek vSech ptidavanych chmelovych
extraktl, s ¢imZ souvisela 1 koncentrace piidavanych latek. Koncentracni
gradient koreloval s vzrlstajicim stabilizaénim vlivem. U pén byl také
pozorovan saturaéni efekt chmelovych ptidavka. Silnéjsi stabiliza¢ni efekt na
pénu modelového piva byl pozorovan u hydrogenovanych chmelovych extraktii
(TETRA-ISO-extraktu). Struktura pén je po vytvoreni velmi podobna, jak s
ohledem na vybér chmelového extraktu, tak 1 koncentraci ptidavkd.
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Vyroba bioethanolu z hydrolyzati pSeni¢né slamy

Kacaba J., Paulova L.

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Odpadni lignocelulosova biomasa by potencidlné mohla byt vyuzivana k vyrobé
kapalného paliva, pokud se podafi vyfeSit fadu technologickych problémi a
vyvoj cen energii bude pro tuto technologii pfiznivy. V Evropé se hlavné jedna o
vyuziti pSeni¢né sldmy k vyrob¢ ethanolu. Pied vlastni fermentaci zkvasitelnych
monosacharidi na ethanol je nutné material mechanicky porusit v procesu
piedipravy kombinaci pisobeni chemickych cCinidel, vysokého tlaku a vysoké
teploty. Prediprava ma za cil porusit mikroskopickou strukturu materidlu,
odstranit lignin, hydrolyzovat hemicelulosu a porusit krystalickou strukturu
celulosy tak, aby naslednd enzymovad hydrolyza byla co nejefektivnéjsi a
spotieba drahych celulasovych enzymt byla co nejmensi. Volbu podminek a
zpusob predupravy je nutné volit s ohledem na vstupni material, dale je nutné
omezit degradaci vyuzZitelnych sacharidii a vznik inhibitorti celuldsovych
enzymil a produkcnich mikroorganismd.

JelikoZz zvySeny obsah téchto latek mlZe vyznamnym zplsobem ovlivnit
vytéznost etanolu, byla prvni ¢ast prace zaméiena na ovéfeni moznosti nahradit
pracnou a casové narocnou HPLC metodu stanoveni obsahu inhibi¢nich latek
rychlou spektrofotometrickou metodou, ktera by umoZznila odhadnout obsah
dvou nejpostoupenéjSich inhibitord (furfuralu a hydroxymethylfurfuralu) v
hydrolyzatech pSenicné slamy a také slouzit ke kvalitativnimu posouzeni
toxicity hydrolyzatu. V nasledujici ¢asti prace byl vyuzit redlny hydrolyzat
pSeni¢né slamy k vyrob¢ etanolu. V pribéhu druhé casti prace byly feSeny
technologické problémy, které se pfi pouzitim modelovych substratli (Avicel,
gluk6za) nevyskytuji. Poté byla feSena problematika hydromodulu pouzitého
substratu, davkovani celulolytickych enzymt s tim, ze zacatek fermentace je po
sacharifikaci zpozdén o 12 hodin. Tento proces byl ovéfen v laboratornim
bioreaktoru ve vsaddkovém 1 pritokovaném usporadani, ptficemz se dosédhlo
vytéZnosti etanolu na vnesenou celuldzu 0,249 g/g a produktivity ethanolu 0,277
g/L.h.
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Stanoveni volnych aminokyselin ve vinech

Wiedenova L. ', Nadeni¢kova B.?, Barot M.?, Fiala J.'

'Ustav biotechnologie, VSCHT Praha
Ustav vinohradnictvi a vinafstvi, Mendelova universita v Brné

Tato prace shrnuje vyznam aminokyselin ve viné¢ a mostu, prfedevsim jejich vliv
na vyslednou senzorickou kvalitu vin, na kterou miize ptsobit primarné¢ nebo
jako prekurzor senzoricky aktivnich tékavych latek. Jednim z cila prace byla
validace pouzit¢ metody, druhym cilem byla charakterizace novych
interspecifickych odrid révy vinné z hlediska profilu aminokyselin, jejich
porovnani s tradi¢ni odrtidou a nalezeni vyznacnych rozdild mezi nimi. Pro
posouzeni vlivu technologického postupu vyroby vina byla kazdd z odrid
zpracovana pomoci Ctyt riznych zpusobii maceraci.

Aminokyseliny  byly  stanoveny pomoci  vysokou¢inné  kapalinové
chromatografie s predkolonovou derivatizaci vzorkl, po které nasleduje
separace derivati v koloné¢ na reverzni fazi a detekce fluorescenénim
detektorem. Metoda byla validovana pomoci vypoctu opakovatelnosti pro vino a
vinny most.

Nejvyraznéjsi rozdil mezi interspecifickymi odriidami a tradi¢ni byl zaznamenéan
u obsahu argininu, zatimco ostatni aminokyseliny se ve svych koncentracich
ptili§ neliSily. U vin vSech odriid byla provedena senzorickd analyza, z jejichz
vysledkl vyplyva, ze by chut’ vina mohla byt ovlivnéna obsahem aminokyselin.

Re$eno a financovino ve spoluprdci VSCHT Praha a MENDELU v Brné
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Vyvoj metod pro sledovani fyziologického stavu a sporulace u bakterii rodu
Clostridium

Vykydalova P., Linhova M., Patakova P.

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Bakterie rodu Clostridium za neptiznivych podminek vytvareji klidoveé stddium
- sporu. V této préaci byly vybrany jako modelové organismy pro sledovani
sporulace nepatogenni, solventogenni druhy klostridii — Clostridium beijerinckii
CCM 6218, Clostridium pasteurianum NRRL B-598, Clostridium
tetanomorphum DSM 4473, Cilem experimenti byla moZnost vyuziti
elektronové a svételné mikroskopie spoleéné s fluorescenni mikroskopii
spojenou s analyzou na pritokovém cytometru ke sledovani prubéhu sporulace.
Byla vyvinuta metoda pro separaci spor s naslednou identifikaci oblasti vyskytu
spor na prutokovém cytometru. Srovnani mikroskopickych technik ukazalo, ze
pro rozliSeni vSech stadii sporulace je nejvhodnéj$i svételnd mikroskopie
s fazovym kontrastem. Ultratenkymi fezy bylo mozné sledovat akumulaci
granulosy a obalové vrstvy spor, ale tato technika vyzaduje naro¢nou piipravu
vzorku. Fyziologicky stav populace byl sledovdn pomoci fluorescen¢nich sond
karboxyfluorescein diacetat (CFDA), propidium jodid (PI) a bis-(1,3-
dibutylbarbiturova kyselina) trimethin oxonol (BOX), které byly vyhodnoceny
jako vhodné pro monitoring vSech stadii sporulace.
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Adhezni vlastnosti anaerobnich kontaminanti potravin

Bittner M., Branyik T.

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Uvod

Anaerobni bakterie jsou dilezita skupina kontaminanti piva. Mezi
nejobavanéjs§i patfi zejména zastupci rodl Pectinatus a Megasphaera.
Ptedpokladd se, ze tyto bakterie jsou schopny dlouhodobé ptezivat v
pivovarském prostiedi diky své schopnosti vytvaret, nebo byt soucasti biofilmu.
Cilem prace bylo ur¢it povrchové vlastnosti riznych druhlt bakterii
vyskytujicich se v pivovarském prostiedi a materidlti typickych pro vyrobni
zafizeni v potravinafstvi (ocel, plasty, sklo, keramika). Prace je zaloZena na
predikci adheze, aplikaci termodynamického modelu, DLVO a XDLVO teorie,
popisujici adhezi bun€k na pevny nosi¢ z fyzikalné-chemického hlediska.
Stejnym zpusobem bylo vyhodnoceno také riziko bunééné adheze na rtzné
upravené (APTES, PTES, silanizované, hydrolyzované) sklenéné nosice, které
svymi povrchovymi vlastnostmi simuluji vlastnosti materiald pouzivanych
v potravinaiskych provozech. Skute¢nd mira adheze byla méfena pomoci
adheznich testli, které¢ byly provedeny v sadkovém rezimu, kdy byl modelovy
nosi¢ umistén v kultivaénim zatizeni po celou dobu riistu mikroorganismu. Mira
adheze byla vyhodnocena pomoci obrazové analyzy.

Experimentalni Cast

Mikroorganismus a jeho kultivace: Bunécna populace Pectinatus frisingensis
DSM 20465 byla kultivovana pii teplot¢ 30°C v rastovém médiu ve slozeni
MRS bujon 52 g/l, thioglykolat sodny 0,5 g/l a L-cystein hydrochlorid 0,5 g/l
(Sigma-Aldrich), po dobu cca 48 hodin. Druhy testovany kmen Megasphaera
cerevisiae DSM 20461 byl kultivovan za stejnych podminek, jako vySe zminény
kmen po dobu cca 24 hodin. Bunky byly kultivovany az po dosazeni staciondrni
faze ristu, poté dvakrat promyty destilovanou vodou (Sorvall, 6000 rpm, 10
minut) a resuspendovany v destilované vodé. Ziskand bunécna suspenze byla
pouzita pro piipravu vrstvy bunék na nitrocelulézovy filtr (velikost pori
0,45um, primér membrany 0,47mm, WHATMAN). Vrstva bunck byla poté
pouzita pro fyzikalné-chemickou charakteristiku bunéénych povrchii.

Povrchova uprava modelovych sklenénych nosicu: Sklenénd podlozni sklicka
byla hydrolyzovana pouzitim smési Pirana (smés kyseliny sirové a peroxidu
vodiku), silanizovana pouzitim Silaniza¢ni smési [ (Sigma-Aldrich), anebo
upravena pouzitim 3-aminopropyltriethoxysilanu (APTES) (Qin a kol., 2007).
Fyzikdalné-chemicka charakterizace interagujicich povrchii: Hodnoty
kontaktnich ahli byly ziskdny méfenim tzv. metodou ptisedlé kapky (objem
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kapky 30,2 ul) na vrstvach bunék fas a povrchu pevnych nosic¢li pouzitim
goniometru k méteni kontaktnich uhld (CAM200, KSV, Finsko). Mé&feni bylo
provadéno pii 25°C pomoci tii kapalin: vody, formamidu a a-bromnaftalenu.
Celkové povrchové napéti (v*') a jeho komponenty (y*W, v*, v, v"*?) a hodnoty
volnych energii interakci mezi buiikou a nosi¢em ve vod¢ bylo vypocitané podle
teorie van Osse (van Oss, 1995). Dale nasledovalo métfeni zeta potencidlu
bunék a nosi¢t v modelovém prostiedi 10 mmol.dm™ KCI o pH 7. V ptipadé
suspenze bunék (o absorbanci 0,1 Pti 600 nm) byl pouZit ptistroj Zetasizer Nano
ZS (Malvern). U sklenénych nosi¢ii o velikosti 20x10 mm piistroj SurrPAAR,
(Anton Paar) pro ZP pevnych materialt. Jednim z dilezitych krokl bylo také
mefeni  charakteristickych rozmértt bunék, které byly meéfeny pomoci
mikroskopu, ktery je propojen s digitdlnim fotoaparatem (Olympus BXS51,
Nikon Eclipse E400). Fotografie byly posléze vyhodnocovany pomoci softwaru
NIS Elements 3.0 (Laboratory Imaging s.r.o., Czech Republic).

Adhezni testy: Adheze bunék mikroorganismi na sklenéné nosi¢e probihala
béhem jejich kultivace ve sklenéném reaktoru umisténém v termostatovém
inkubdtoru pii 30°C. K adheznim testim byly pouzity sklenéné desticky (26 x
76 mm) s povrchem modifikovanym APTES (3-aminopropyltriethoxysilan),
sklenéné destiCky hydrolyzované ve smési Pirana (smés kyseliny sirové a
peroxidu vodiku) a sklenéné desticky s povrchem modifikovanym Silaniza¢nim
roztokem I (Sigma Aldrich). Sklenéné nosice byly, po dosaZeni staciondrni faze
rustu mikroorganismu, vyjmuty z reaktoru a standardnim zpiisobem oplachnuty.
Osidlena plocha nosi¢e byla ur€ena pomoci pfistroje Cellavista (Roche,
Switzerland) a vyhodnocena pomoci obrazové analyzy. Fotografie byly
vyhodnocovany pomoci softwaru NIS Elements 3.0 (Laboratory Imaging s.r.o.,
Ceska Republika).

Vypocet interakcénich energii
Predpoklad adheze podle Termodynamického modelu

Termodynamicky model umoZiuje vypocitat hodnoty potencidlni interakcni
energie v misté¢ kontaktu buniky s nosicem na zdkladé rovnovdhy mezifazovych
volnych energii a tim predpovédét, zda fyzikdlné-chemické vlastnosti povrchli
povedou ke stabilni adhezi ¢i nikoliv. Pro vypocet volné interakéni energie
povrchu nosi¢e a povrchu builkky ve vodnim prostfedi je nezbytné znat
komponenty povrchového napéti interagujicich &astic (v*V, v', 7). K jejich
vypoctu slouzi tzv. rozsifend Youngova rovnice (Van Oss C.J., 1995).

Predpokiad adheze podle DLVO teorie

Klasickd DLVO teorie umoziuje vypocet interakénich energii dvou
piiblizujicich se a na sebe pisobicich povrchl. Zahrnuje pisobeni
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nespecifickych fyzikalnéchemickych sil (disperzni, elektrostatické interakce).
Hodnoty vstupujici do vypoctu ziskané experimentdlné jsou zeta potencidl
bunék a nosicl, priméer bunck, iontova sila prostiedi.

Predpokiad adheze podle rozsirené (X)DLVO teorie

Rozsifend DLVO teorie spojuje termodynamicky pfistup a DLVO teorii.
Zahrnuje v sobé interakce na kratké vzdalenosti 1 interakce na ,,delsi
vzdalenosti. Obsahuje kromé¢ klasickych van der Waalsovych a elektrostatickych
interakci 1 interakce acidobazické, které popisuji hydrofobitu/hydrofylitu
povrchu.

Vysledky a diskuze

Ovéieni predpokladit adheznimi testy

JelikoZ vSechny pouzité matematické modely vychazeji ze zjednoduSujicich
predpokladl, jejich platnost lze ovéfit pouze experimentalné a to adheznim
testem. Testy pouzité v této praci ukdzaly, Ze buiiky bakterie rodu Pectinatus a
Megasphaera  kolonizuji v nejvétsi  mife sklo modifikované  3-
aminopropyltriethoxysilanem (APTES sklo) a v nejmensi mife hydrolyzované
sklo viz Tab. I.

Tab. 1. Hodnoty procentudlniho osidleni plochy jednotlivych nosi¢t buiikami
rodl Pectinatus a Megaphaera.

osidlend plocha % Material - sklo

Organismus Hydrolyzované APTES Silanizované
2,6+0,64% |3,7320,54% | 3,02+0,45 %

P. frisingensis

M. cerevisiae 0,13+0,04 % | 0,76+ 0,12 % 0,14 £ 0,05

Piedpovéd’ adheze mikroorganismii na zdakladé termodynamického modelu
Soudrznost interagujiciho systému buiika-nosi¢ ve vodnim prostiedi z hlediska
volné energie je vyhodna, kdyZ rozdil Gibbsovy energie adhese (AG'®") je
zaporny a naopak (Bos a kol., 1999). Vysledky vypoctu podle termodnymického
modelu naznacuji, ze z energetického hlediska nejstabilngjsi adhezi Ize ocekavat
v pfipad¢ interakce silanizovaného skla a bun€k rodu Pectinatus. (Tab. I1).
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Tab. II. Celkové volné interakéni energie (AG™®" [mJ.m™]) systémi buiika(B)-

voda(W)-nosi¢(N), kde buiiku reprezentuji bakterie rodu Pectinatus a
Megasphaera a nosi¢ modifikované sklenéné materialy.

M. Cerevisiae | P. Frisingensis
Material (nosi¢) AG™T [mJ.m?] | AG™" [mJ.m?]
Sklo hydrolyzované 33,1 23.9
Sklo APTES 21,3 12,5
Sklo silanizované 2,7 -2,8

Piedpovéd’ adheze bunék mikroskopickych konatminantii piva na zdkladé
DLV O teorie

Vysledky predpovédi adheze pomoci DLVO teorie ukazuji, Ze nelze oCekavat
adhezi bunck bakterie rodu Megasphaera na hydrolyzované sklo (Obr. 1)
vzhledem k piitomnosti energetické bariéry (pozitivni hodnoty G™7) v
separacni vzdalenosti niz$i nez 15 nm. To znamena, Ze za redlnych kultivacnich
podminek bude blizky kontakt buiiky a hydrofilniho skla nepravdépodobny
kvili  odpudivym elektrostatickym silam. Naopak v pfipadé¢ skla
modifikovaného APTES (3-aminopropyltriethoxysilan) a bunck bakterii rodu
Megasphaera je DLVO teorii piedpovidan volny kontakt bunék s nosi¢em, bez
ptitomnosti omezujicich odpudivych sil, diky zidpornym hodnotam G™°" (Obr.
1). Stejnych vysledkli (absence energetické bariéry pouze v piipadé APTES
skla) bylo dosazeno i v ptipadé bunék rodu Pectinatus. Vysledky adheznich
testll (Tab. I) je potvrzenim platnosti DLVO modelu za podminek experimentu.

200
0
20
-200
g / / — hydrolyzované
~ 400 N - - = APTES
g !" --------- silanizované
-600 ]
I
[
]
-800 |
I
I
-1000 ' separacni vzdalenost (nm)
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Obr. 1: Zavislost celkové interakéni energie na separacni vzdalenosti mezi
buitkou (populace bakterii rodu Megasphaera) a nosicem (APTES sklo,
hydrolyzované sklo, silanizované sklo) vypocitana na zakladé DLVO teorie.

Predpovéd’ adheze bunék mikroskopickych ras na zakladé rozSirené (X)DLVO
teorie

Podle XDLVO teorie je adheze vSech kultivovanych bunék vysoce
pravdépodobna na sklo modifikované APTES (negativni G'°', Obr. 2).
Opac¢nym extrémem je hydrofilni sklo (negativni zeta potencial), které by podle
XDLVO teorie nemélo byt vhodnym nosi¢em pro buiiky rodu Megasphaera
(pozitivni G'°", Obr. 2). Adheze bun&k na silanizované sklo také neni podle
XDLVO teorie piili§ pravdépodobna (pozitivni G'°", Obr. 2). Konfrontaci
ptedpovédi z matematického modelu XDLVO (Obr. 2) s redlnymi experimenty
bunécéné adheze (Tab 1.) lze stejné jako v pripadé DLVO teorie fict, Ze model
spravné predpoveédél nejvyssi miru adheze bunék na APTES sklo. Rovnéz nizky
stupen kolonizace hydrolyzovaného skla a silanizovaného skla byl o¢ekavan na
zakladé¢ XDLVO modelu.
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Obr. 2. Zavislost celkové interak¢éni energie na separacni vzdalenosti mezi
buitkou (populace bakterii rodu Megasphaera) a nosi¢em (APTES sklo,
hydrolyzované sklo, silanizované sklo) vypocitana na zakladé¢ XDLVO teorie.

Zaver

Ke zhodnoceni fyzikalné-chemické povahy adheze bakteridlnich kontaminanti
piva rodu Pectinatus a Megasphaera k pevnym nosi¢im (hydrolyzované sklo,
sklo modifikované pomoci 3-aminopropyltriethoxysilanu (APTES), silanizované
sklo) byly vyuzity tii ptistupy vypoctu interakénich energii. Termodynamicky
model, DLVO teorie a XDLVO teorie. Obecné lze fici, Ze soulad resp. nesoulad
mezi predpovédi bunéné adheze na =zakladé modeldi, majicich rizné
zjednodusSujici predpoklady, a redlnou adhezi pomahd pochopit fidici dé&je
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bunécné interakce s pevnymi substraty. Spravnou identifikaci nejdilezitéjSich
faktorti adheze mikroorganismil, v naSem ptipad¢ bakterii rodu Pectinatus a
Megapshaera, miizeme tomuto jevu volbou spravnych matridli predejit.

Podékovani
Financovano z ucelové podpory na specificky vysokoskolsky vyzkum (MSMT
¢.21/2012) a GACR (P503/12/1424).

Reference

Bos R., van der Mei H.C., Busscher H.J. (1999) Physico-chemistry of linitial
Microbial Adhesive Interaction — its Mechanism and Methods for Study, FEMS
Microbiology Reviews, 23, str. 179-230.

Van Oss C.J. (1995) Hydrophobicity of Biosurfaces — Origin, Quantitative

Determination and Interaction Energies, Colloids Surfaces B: Biointerfaces, 5,
91-110.

Qin M., Hou S., Wang L., Feng X., Wang R., Yang Y., Wang C., Yu L., Shao
B., Qiao M. (2007) Two methods for glass surface modification and thein

application in protein immobilization. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces
60, 243-249.



Konference — Kvasna chemie a bioinzenyrstvi 2012, 29.-30.3.2012, UKCHB, VSCHT Praha

Biosyntéza vybranych kyselin citratového cyklu - vybér mikroorganismu

Machéackova J., Rychtera M.

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Cilem této prace je otestovat vybrané mikroorganismy na produkci kyselin
citratového cyklu, mezi které patii jantarovd, jable¢nd a fumarova kyselina,
anasledn¢ vybrat, které ztéchto mikroorganismi jsou z hlediska mnozstvi
vyprodukovanych kyselin nejlepsi.

Bylo testovano celkem 13 kvasinkovych a tfi plisnové kmeny. Dva kvasinkové
kmeny Candida zeylanoides a Candida catenulata byly také zvlast’ kultivovany
na médiu obsahujicim etanol jako zdroj uhliku. Jako potencidlni nejlepsi
producenti jantarové kyseliny byly dle literatury také testovany anaerobni
kapnofilni bakterie dostupné v Némecké sbirce mikroorganismi, konkrétné
Actinobacillus succinogenes, Mannheimia ruminalis, Succinimonas amylolytica,
Succinivibrio  dextrinosolvents, Wolinella succinogenes, Flavobacterium
succinicans, které pii tvorb&é organickych kyselin vyuzivaji CO,. Nckteré
zuvedenych mikroorganismli byly kultivovany také ve vétSim méfitku ve
fermentoru, konkrétné Mannheimia ruminalis, Kloeckera apiculata a Candida
zeylanoides.

Experimenty prokazaly, Ze nejvysSSich hodnot vyprodukovanych kyselin
jable¢né, jantaroveé a fumarové dosahuji bakterie Actinobacillus succinogenes a
Mannheimia ruminalis. Bylo dosazeno koncentrace jableéné kyseliny pies 6 g.I”
a jantarové kyseliny pres 2 g.1".
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Selekce vhodného producenta etanolu z lignocelul6zovych materiala a jeho
vyuziti v SSF procesu

Posta J., Paulova L., Melzoch K.
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Tato prace se zabyva selekci vhodného producenta etanolu z lignocelulézovych
materiali, jenZ jsou perspektivni surovinou pro vyrobu bioetanolu. Selekce
vhodného producenta etanolu z vybranych mikroorganisml (S.cerevisiae,
C.utilis, K.marxianus, P.stipitis, Z.mobilis, M.rouxii) byla provedena na zaklad¢
spektra  vyuzivanych sacharidl, které se vyskytuji v hydrolyzatech
lignoceluldézovych materiala, a dale na zakladé rychlosti produkee (0,889 g.I".h
' — Zmobilis, 0,290 g1 h" — K.marxianus) a vyt&znosti etanolu (0,59 g.g” —
Z.mobilis, 0,52 g.g”" K.marxianus) z glukozy a schopnosti produkovat etanol za
vysSich teplot blizicich se optimalni teplot¢ enzymové hydrolyzy béhem SSF
procesu. Na zaklad¢ téchto kritérii byli jako vhodni producenti etanolu vybrani
Z.mobilis a K.marxianus. Bakterie Z.mobilis 1 kvasinka K.marxianus dosahli pfi
teplotd 40°C vytéznosti etanolu 0,37 g.g". Potencial kvasinky P.stipitis tkvi
v moznosti jejiho pouziti pro dofermentovani zbylé xyloézy v hydrolyzatu poté,
co glukdza byla pfeménéna na etanol jinym mikroorganismem, ¢imZ by doslo
k navySeni celkové vytéznosti etanolu. P. stipitis tak byla otestovana na zivném
médiu obsahujicim smés glukézy a xylozy (vytéZnost etanolu 0,27 g.g') a
samotnou xylozu (vytéZznost etanolu 0,35 g.g™'). Dalsi ¢ast prace byla zaméfena
na vybér vhodného komeréné dostupného enzymového preparatu, ktery by
rozkladal celulézu s vysokou ucinnosti. Na zdkladé provedenych testi byly
vybrany ptipravky, které dosahly nejvyssi konverze celuldzy na glukozu - NS-
22086 (konverze 67%) od firmy Novozyme a Celulaza 500p (konverze 35%) od
firmy Bio-BN.



Konference — Kvasna chemie a bioinzenyrstvi 2012, 29.-30.3.2012, UKCHB, VSCHT Praha

Separace kvasinek pomoci elektromigra¢nich metod

Prazakova S., Kvasni¢ka F.
Ustav konzervace potravin, VSCHT Praha

Anotace

V poslednich letech se =zacinaji vyuzivat kseparaci a identifikaci
mikroorganizmi v riznych védnich oborech elektromigraéni metody. VétSina
publikovanych  praci natéma  separace  mikroorganizmli  pomoci
elektromigraénich metod se zabyva detekci mikrobidlni kontaminace a
identifikaCnimi moZnostmi v lékaiské, ale 1 v potravinarské oblasti. Vysledky
experimentii naznacuji, Ze separace a identifikace mikroorganizmu zaloZzena na
téchto metodach je velmi citlivd, levna a piedev§im velmi rychld a proto
predpokladdme, ze by se tyto metody daly vyuzit pii separaci pivovarskych
kvasinek.

Historie

Prvni elektroforetické experimenty byly provadény v rliznych médiich jiz na
konci 19. stoleti. Elektroforetické techniky, které vyuZzivaji elektrické pole
k separaci ionogennich Castic, byly vyvijeny v priibéhu 20. stoleti.

Elektroforéza se zacala vyvijet az v 50. letech 20. stoleti. Objevily se také dalsi
elektroforetické techniky — izoelektricka fokuzace a izotachoforéza. Tyto tii
metody jsou nejen odliSné v principu separace, ale také v prostredich, ktera se
vyuzivala pii vyvoji téchto metod. V zacatcich elektroforézy se vyuzival
k separaci latek papir. V roce 1955 Smithies pouzil pro elektroforézu skrobovy
gel. V roce 1957 Kohn vyuzil jako nosi¢ pro elektroforézu acetat celulozy a
o dva roky pozdé¢ji, vroce 1959, Ornstein, Davis a Raymond s Weintraubem
pouzili polyakrylamidovy gel. Kapilary byly do elektroforézy zavedeny J. W.
Jorgensonem a K. D. Lukacsovou na zacatku osmdesatych let dvacatého stoleti.
(1,2,3)

Kapilarni elektromigracni metody

Kapilarni elektromigraéni metody jsou souhrnné¢ uvadény pod jednotnym
nazvem - vysokoucinnd kapilarni elektroforéza (High-Performance Capillary
Electrophoresis, HPCE). Jedna se o u¢inné analytické separacni metody, které
umoziuji separaci, identifikaci a kvantifikaci ionogennich 1 neutralnich castic.
Metody HPCE zahrnuji nékolik elektroforetickych technik liSicich se
separa¢nim mechanismem realizovanych v kapilarnim instrumentalnim systému:

kapilarni zonova elektroforéza (CZE),
kapilarni izotachoforéza (CITP),
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kapilarni izoelektrickd fokuzace (CIEF),

elektroforéza v sitovacich prostiedich vyuZzivajici agar6zové 1 polyakrylamidové
gely (CGE)

elektroforéza v kapalnych sitovacich mediich (SDS-elektroforéza bilkovin),
bioafinitni elektroforéza

a dale kombinované elektromigracni a chromatografické techniky:
elektrokinetick4 chromatografie (MEKC)

kapilarni elektrochromatografie (CEC). (1,2,4)

Kapilarni zonova elektroforéza (CZE)

Kapilarni zonové elektroforéza (CZE = Capillary Zone Electrophoresis) dé¢li
ionogenni latky na zdkladé jejich rozdilné elektroforetické pohyblivosti pii
konstantnim napéti. Kromé elektroforetické pohyblivosti ovliviiuje smér a
rychlost migrace analyti také -elektroosmoticky tok (EOF). V béZznych
kifemennych kapilarach je rychlost EOF vétsi nez elektroforetickd pohyblivost
vetSiny zadporn€ nabitych analytli, proto je vyslednd migrace ionogennich Castic
orientovana ke katod¢. Neutralni ¢astice se budou pohybovat ke katod¢ rychlosti
EOF. Béhem jedné analyzy lze soucCasné¢ analyzovat anionty 1 kationty
v separanim (zakladnim) elektrolytu, kdy kationty k detektoru dorazi jako
prvni, protoze maji nejvyssi rychlost a anionty se budou pohybovat pomaleji,
protoze jdou proti EOF. (1,5,6)

Kapilarni isoelektricka fokusace (CIEF)

Isoelektrickd fokusace (isoelectric focusing = IEF) umoziluje separaci amfolyt
na zaklad¢ jejich rozdilnych isoelektrickych bodu. Pfi separaci se uplatiiuje
kromé elektroforetické pohyblivosti iontll 1 gradient pH prostfedi elektrického
pole. Kapilara je naplnéna tzv. amfolytem obsahujici smés latek s odliSnymi
hodnotami pK. D¢lené latky, po vloZeni napéti, migruji roztokem amfolytii do
dosazeni pH, které se rovna jejich isoelektrickému bodu (pI). V misté kapilary,
kde dosahnou separujici latky hodnotu pH = pl, se stavaji elektroneutralnimi a
vytvoii uzkou zonu (fokuzuji). (1,6,7)

Kapilarni izotachoforéza (CITP)

Kapilarni izotachoforéza (CITP = Capillary isotachophoresis) je elektroforéza
realizovand v diskontinudlnim  syst¢tmu dvou elektrolyti s odliSnou
elektroforetickou pohyblivosti iontli. Separace iontl probih4 po pfipojeni napéti.
Vzorek se vkladd mezi tzv. vedouci elektrolyt (leading electrolyte), ktery
obsahuje iont stejného naboje jako délené ionty vzorku, ale ma nejvyssi
pohyblivost a tzv. koncovy elektrolyt (terminating electrolyte) stejného naboje
siontem s nejniz§i elektroforetickou pohyblivosti. Separované ionty béhem
analyzy vytvaii zony, které jsou sefazeny =zasebou podle klesajici
elektroforetické pohyblivosti. Pti jedné analyze lze tedy separovat bud’ kationty,
nebo anionty. (1,4,7)
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Separace mikroorganizmiit pomoci elektromigracnich metod

Elektromigra¢ni techniky byly navrzeny jako ndhrada za tradicni
mikrobiologické identifikaCni metody. V této oblasti bylo provedeno mnoho
vyzkumil a vysledky experimentll naznacuji, Ze diagnostika zalozend na této
technologii mize byt velmi citliva, levna a pfedev§im velmi rychla. (8)

Princip separace mikroorganizmll je zaloZen na elektrickém naboji, ktery je
na povrchu bunécéné stény, a elektroforetické pohyblivosti bunék pii ptisobeni
elektrického pole. Bunécnd sténa vetSiny mikroorganizmi je elektricky nabita a
pii fyziologickém pH ma zéporny naboj. Ten je ovlivnén sloZenim polymert,
které¢ vytvareji povrch bunck. Faktory jako jsou genetické modifikace,
podminky rastu, zplisob izolace, stafi bunék mohou vést ke zméné vysledného
povrchového naboje bunécné stény a tim i ke zméné elektroforetické
pohyblivosti, kterd vede knespravnému pfifazeni signdlu  daného
mikroorganizmu. Elektroforetickd mobilita mikroorganizmi v elektrickém poli
je tedy zavisla 1 na pH a iontové sile pouzitého roztoku elektrolytu pti separaci.
(2)

Krom¢ toho mohou nékteré mikroorganizmy produkovat biomolekuly, které
mohou vytvaret nezddouci piky nebo mohou negativné ovliviiovat separaci
ostatnich separujicich se mikroorganizmu pfitomnych v analyzované smési. (2)
Mikroorganizmy maji také schopnost pomoci riaznych chemickych a fyzikdlnich
mechanismil pfilnout k riznym druhiim substratu, jako jsou necistoty, organické
nebo anorganické povrchy, nebo k mikroorganizmiim stejného nebo rtizného
druhu a tvofit tzv. klastry. (2)

MoZnosti ovlivnéni separace mikroorganizmit pomoci elektromigracnich
metod

Mikroorganizmy, stejné jako biologické latky, maji tendenci se absorbovat na
povrch kapilarni st€ény a tim rozostfovat zony. Obecné plati, Ze vysoké
koncentrace elektrolytli snizuji adsorpci analytl na sténu kapilary. (9,2) Pro
separaci mikroorganizmul se ve vét§iné piipadi pouzivaji elektrolyty fosfatove,
boratové, citratové a fosfato — boratové. (10)

Pfi separaci mikroorganizmill je zaroveil nutné minimalizovat silny EOF (9),
ktery vznikd pasobenim stejnosmérného elektrického pole na difuzni Casti
elektrické dvojvrstvy, na rozhrani pevné a kapalné faze na vnitini st€n¢ kapilary.
(4,6)

EOF lze naptiklad ovlivnit pomoci vhodnych experimentdlnich podminek, mezi
které lze zatadit pH elektrolytu (ovlivituje disociaci silanolovych skupin na sténé
kapilary), iontovou silu elektrolytu (ovliviiuje zeta potencial mikroorganizmi),
organickd rozpoustédla (napf. methanol, acetonitril, které zvySuji rozpustnost
slozek analyzovaného vzorku v elektrolytu) a riznd aditiva pfidavana
do elektrolytu (napft. polyakrylamid, polyethylenoxid, kterd zvysuji viskozitu a
maskuji ndboj stény kapilary. (2,11)
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EOF lze déale ovlivnit pouzitim tzv. modifikované kapilary, jejiz vnitini povrch
je upraven riznymi rozpustnymi polymery. Napt. hydroxymethylpropyl
celuloza, hydroxypropyl celuloza, polyvinylalkohol, polyvinylpyrrolidon, které
zabrani adsorpci mikroorganizmu na sténu kapilary a potlaci EOF. (12)

Dalsi z moznosti, jak (ovlivnit) zvySit u¢innost separace je vyuziti vyssiho
napéti s ohledem na vznikajici Joulovo teplo, které by mohlo zplsobit
nevhodnou iontovou tepelnou vodivost mezi separovanym vzorkem a
elektrolytem. Coz ma za nasledek lokdlni zmény v elektrickém poli a tedy i
zmény v rychlosti migrace iontli. Joulovo teplo lze ovlivnit pomoci uzké
kapilary, elektrolytu o nizké vodivosti, popt. termoregulaci samotné kapilary.
(2,4,11)

Zaver

Elektromigracni metody se stdvaji cennym nastrojem pii  detekei
mikroorganizmt v mnoha védnich oborech a to diky své jednoduchosti,
rychlosti, citlivosti a minimalnim mnoZstvim vzorku pottebného pro analyzu.
Nejvétsi vyznam identifikace a kvantifikace mikroorganizml je v diagnostice
infek¢nich chorob, ale v jinych védnich oborech jako je potravinafstvi a
farmaceuticky primysl, kde je monitoring mikroorganizmu dilezity pfedevSim
z hlediska bezpecnosti a fizeni kvality.

Problematika, kterd je spojend se separaci, identifikaci a kvantifikaci
mikroorganizmi pomoci elektromigra¢nich metod, jako je adsorpce na stény
kapilary, agregace, elektroforeticka heterogenita, nizkd reprodukovatelnost, 1ze
zajistit pouzitim vhodnych pracovnich podminek.
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Vliv surovin a technologie na prekurzory prepénovani piva

Postulkova M., Fiala J.

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Uvod

Jev gushingu je charakterizovan tim, ze okamzité po otevieni ldhve, tzn. po
odstranéni nadmérného tlaku nad pivem, se vytvoii velké mnoZstvi jemnych
bublinek v celém objemu piva, které stoupaji vzhiiru a vytvari pénu, ktera
pietékd z lahve a v nejhorSich ptipadech dokonce z ldhve vytryskne. Prudka
reakce obvykle po n€kolika vtefinach skonc¢i (Hippeli a Elstner, 2002). Pro lepsi
piehlednost je gushing délen na primarni a sekundarni. Primérni souvisi
s napadenim jeCmene vldknitymi houbami (nejastéji rodu Fusarium) a
predevsim pak se sekundarnimi metabolity téchto plisni, jako jsou hydrofobiny
nebo ns-LTPsl. Sekundarni pifepénovani se projevuje v technologickém
zpracovani (napf. necistoty v lahvich, krystaly stavelanu vépenatého a dalsi). Ve
skutecnosti se oba jevy prolinaji a vzajemné souvisi (Pellaud, 2002; Hippeli a
Elstner, 2002). Hydrofobiny jsou na cystein bohaté bilkovinné struktury,
produkované vldknitymi houbami a jako takové jsou povazovany za piimé
prokurzory piepénovani piva (Hippeli a Elstner, 2002).

Ptepéniovani piva je multifaktorialni problém a jako takovy ho ovliviiyji
prakticky vSechny faktory vyroby sladu a piva. Nejvice vSak gushing souvisi
s jeémenem a z n¢j vyrobenym sladem.

Material a metody

Byla k dispozici data pivovaru sidliciho na tizemi Ceské republiky a vyrabé&jici
komer¢né dostupné pivo. Ze zpracovanych dat pak bude upozornéno na nékteré
trendy, jeZ souvisi s prepénovanim.

Databaze obsahovala mnozstvi dat, kterd se vztahovala k redlnym vzorkiim
ruznych sladd ptivezenych do pivovaru a pouzitych pro vyrobu piva. Tyto
vSechny vzorky byly podrobeny testu na stanoveni prepenovaci aktivity sladu.
Ke stanoveni gushingu se v laboratoti pivovaru pouziva klasicky tfidenni tfepaci
test, pivodné vyvinuty v laboratofich Carlsberg a poté modifikovan na provoz
laboratofe. Celd procedura zahrnuje nahrazeni 50 ml piva v plllitrové lahvi
sladinovym extraktem a poté tfidenni tfepani za definovanych podminek. Po
téchto tfech dnech se lahev otevie a odeCte se mnozZstvi vypénéného piva (Vaag,
1993).

Vysledky a diskuze
Byla zpracovana data o prepenovaci aktivité sladu v pivovaru za ¢asové obdobi
od zacatku roku 2008 az po konec roku 2011. Veskery slad dodany do pivovaru
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je podroben testu na stanoveni piepénovaci aktivity sladu. Tim vzniklo mnozstvi
dat, na nichz lze pozorovat nékteré zajimavé trendy. Slad je dopravovan do
pivovaru v pytlich nebo cisternaich a je pon€kud obtizné zprimérovat
gushingovy potencial jednotlivych Sarzi. Bylo vyuZzito nékterych jednoduchych
funkci programu Microsoft Excel, kdy z mnozstvi dat byly vybrany vzorky s
piepénujicim potencidlem, zprimérovany a k nim pfifazeno z jakého celkového
mnozstvi pochézely.

Vliv sezony na piepénovaci aktivitu sladu

Vliv ro¢niku na piepéiiovani piva neni tak neobvyklym jevem vzhledem ke
skute€nostem, ze piepénovani souvisi s mikrobiologickym a fyziologickym
hlediskem kupovaného jeCcmene a z n¢j vyrobeného sladu. Na ukdzku jsou na
obr. 1 uvedeny tfi grafy sezon pohybu piepéiiovani u bavorského typu sladu.
Sloupce v popiedi udavaji gushing sladu v mililitrech, v pozadi je pak procento
prepénujicich sladil z celé varky. Sezony byly zvoleny vzdy od fijna do zafi.
Diivodem je to, Ze sklizei je€mene probihd vétSinou koncem Cervence a béhem
srpna. Po uskladnéni je¢mene do sil sladoven se jest¢ ponechdvd minimalné
mésic v klidu (dormance je¢mene). Béhem sklizné a po uskladnéni (tzn. béhem
léta a v zafi) se zpracovavd jeCmen z piedchoziho obdobi a az pfiblizné
zaCatkem fijna se zacne sladovat novy jeCmen. Tento zpusob zpracovani
jeCmene byl potvrzen samotnymi dodavateli.

Na grafech je patrné (obr.1-3.), ze behem sezony 2008-2009 mél bavorsky slad
téméef nulovou prepénovaci aktivitu, slady karamelovy a ¢esky se béhem tohoto
roku chovaly podobnég, nicmén¢ béhem nékterych mésici se u nich gushing
vyskytl. Dle ¢asopisu Kvasny primysl se jednalo o mimoiadné kvalitni sezonu,
jez prispéla k minimdlnimu vyskytu chorob jeCmene a suchéd sklizen pak
potlacila rozvoj mikroorganismi (Proke§ a Heldnova, 2009). Dobry zdravotni
stav jeCmene pak také vyrazné ovlivnil pfepénovani jakozto kvalitativniho
parametru sladu. Celkové minimum plisni zptlisobilo, ze se jejich sekundarni
metabolity pravdépodobné nerozvinuly v dostatecné mife na to, aby mohly
piepénovani zplisobovat.
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Obr. 1: Priubéh prepénovani eského sladu béhem sezony 2008-2009 (sloupce
v popiedi vyjadiuji primérny gushingovy potencial u vzorku s touto tendenci,
sloupce v pozadi kolik procent zcelkového mnozstvi vySetiené¢ho sladu
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Obr. 2: Prub¢h piepénovani bavorského sladu béhem sezony 2009-2010 (popis
viz. obr.1)
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Obr. 3: Pribéh piepénovani bavorského sladu béhem sezony 2010-2011 (popis
viz. obr.1)

Vliiv typu sladu na jeho piepéiiovaci aktivitu

Zajimavym trendem je porovnani riznych typd sladd v zavislosti na
prepéiiovani. Pfi srovnavani jednotlivych typl grafi (obr.4.-7.) si nelze
nepovSimnout toho, ze barevny slad mé¢l za obdobi 2008-2011 nejmensi potenci
k prepénovani. Barevny slad je na prazi¢i dotahovan az pii 225 °C, dojde tak
k jeho UpIné enzymatické inaktivaci. Karamelové slady jsou rovnéz inaktivni,
ale zalezi na typu karamelového sladu, nizsi teplota prazeni ¢aste¢né€ enzymovou
aktivitu zachovava (Basatrova a kol., 2010). Pti porovnani obr. 4. a obr. 7. dvou
enzymov¢ inaktivnich sladll 1ze pozorovat, Ze karamelovy slad na rozdil od
barevného piepénovani Casto vykazuje. Je tedy ziejmé, Ze vysoka teplota pfii
vyrobé barevného sladu mize mit podstatny vliv na potenci k pfepénovani.
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Obr. 4: Prabéh prepénovani barevného sladu béhem obdobi 2008-2011



Konference — Kvasna chemie a bioinzenyrstvi 2012, 29.-30.3.2012, UKCHB, VSCHT Praha

Bavorsky slad

180

g30

£80

£

3

330 -

20 e X S D O 0R N NSO NG o
oo o0oo0coco0oo0oo0oo0oo0-H 0000 oo -
S IO MNOCONBOOCm—T®®S WO S
O - N N O N NO N AN O N O A Ao
20082009 2010 2011

Obr. 5: Pribéh prepénovani bavorského sladu béhem obdobi 2008-2011 (modra
kiivka znazoriiuje piepénovaci aktivitu vzorku, Cervena kiivka znaci klouzavy
prumér 15 za sebou jdoucich obdobich)
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Obr. 6: Pribéh piepénovani ceského sladu béhem obdobi 2008-2011 (popis
kiivek viz

obr. 5.)
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Obr. 7: Prubéh prepénovani karamelového sladu béhem obdobi 2008-2011
(popis ktivek viz obr. 5.)



Konference — Kvasna chemie a bioinzenyrstvi 2012, 29.-30.3.2012, UKCHB, VSCHT Praha

Zaver

Na potenciondlni prepénovani ma vliv priabéh klimatickych podminek béhem
rustu a sklizn€ je¢mene, z kvalitniho jeCmene je vyroben 1 kvalitni slad, u né¢hoz
je pak testem zjiSténa minimalni gushingova aktivita. Takova sezéna byla dle
dat 2008-2009.

Nejmensi potenci pii stanoveni piepénovaci aktivity sladu ma slad barevny, také
vzhledem ke svym znatné¢ odliSnym fyzikdlné chemickym vlastnostem.
Z praktického hlediska vSak celkové prepéiiovani piva miize ovlivnit minimalné,
v pivovarstvi je vyuzivan pouze v malém mnoZzstvi pro vyrobu piv specidlnich.
Slozeni a vlastnosti surovin pro vyrobu piva gushing ovliviiuji (ne-li zpisobuji),
jejich peclivym vybérem Ize vysledny gushing omezit — predevSim se toto
tvrzeni vztahuje na jeCmen, ktery maze nést gushingovy potencial a piedavat ho
postupné dal az do vysledného piva.
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Kontinualni produkce 1-butanolu

Pokorny T., Lipovsky J., Patdkova P.
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

1-butanol je mozné ziskat tzv. aceton-butanol-ethanolovou (ABE) fermentaci
obvykle sacharidického substratu pomoci solventogennich druht rodu
Clostridium. Kontinudlni fermentace s volnymi a imobilizovanymi buiikami, s
glukosou jako substratem, byly provadény ve vétSin€ piipadit s kmenem
Clostridium pasteurianum NRRL B-598. Pfi dvoustupiiovych fermentacich s
volnymi bunkami, kdy byly oba stupné vedeny za rizné zied’ ovaci rychlosti (0,1
a 0,04 h") a za rtizného pH (6,5 a 5) bylo Gsp&né dosaZeno pouze fize
acidogeneze tj. tvorby kyseliny maselné a octové. NejlepSich vysledkii bylo
dosazeno s buiikami, imobilizovanymi na povrch kukuii¢nych oklaski, kdy bylo
pii ustaleném stavu dosaZzeno produktivity tvorby rozpoustédel 0,45 g.I".h' pfi
zied'ovaci rychlosti 0,12 h™'. Imobilizace metodou ,.entrapment” do peletek
alginatu se osvédcila jako vhodny zpiisob pro dlouhodobé uchovani aktivnich
bunék, kdy v opakovanych vsadkovych fermentacich v baiikach bylo stabilné
dosahovéno vytéznosti 0,23 g/g.
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Vyuziti SPME pro stanoveni senzoricky vyznamnych tékavych latek piva

Kocianova P., Stérba K., Dostalek P., Karabin M.
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Jednou z charakteristickych vlastnosti piva je jeho aroma zplisobené kombinaci
riznych chuti a vini. Pfi¢inou tohoto komplexniho vjemu je hlavné spolecné
senzorické plisobeni skupiny tzv. ,,t€kavych latek piva®, které zahrnuji naptiklad
vys$i alkoholy, organické kyseliny a estery. Naplni této prace byl vyvoj metody
pro stanoveni téchto latek vyuZzivajici ,,head-space* mikroextrakce na pevné fazi
(HS-SPME-GC). Tato metoda je ¢asové nenaro¢na a nevyzaduje velké objemy
vzorkli a rozpoustédel. Byly navrzeny vhodné parametry extrakce (délka,
teplota), GC analyzy (volba vhodné kolony, teplotni program, priitok) i ptipravy
vzorkil (vliv pfidavku NaCl) pro dosazeni co nejvysSi opakovatelnosti. Tato
metoda byla pouzita pro sledovani obsaht tékavych latek v riznych druzich
tuzemskych 1 zahrani¢nich piv.
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Fyziologicka a genetickda modifikace pivovarskych kvasinek ve vyrobé
nealkoholického piva

Strejc J., Bittner M., Branyik T.

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Souhrn

Nealkoholické pivo je ndpoj, jehoz obliba u spotiebitelti stile stoupa. Pro
vyrobce je proto zadouci hledat nové mozZnosti a postupy pro zlepSeni
senzorickych vlastnosti dan¢ho produktu. Jednou z moZnosti pro dosazeni
kyZzeného vysledku mize byt vyuziti specidlniho kvasinkového druhu ¢i kmene
v procesu omezené¢ho prokvaSeni mladiny. Prace je zaméfena na izolaci a
vyuziti mutantniho kmene pivovarské kvasinky Saccharomyces carlsbergensis
produkujiciho zvySené mnozstvi esteru isoamylacetdtu. Syntéza isoamylacetatu
je uzce spojena s drahou syntézy leucinu, ktery pii zvySené koncentraci v médiu
pusobi jako zpétnovazebny inhibitor této drahy. Izolace je zalozena na selekci
mutantll rezistentnich ke zpétnovazebné inhibici syntetické drahy leucinu
pomoci selektivniho média, které¢ obsahuje analog leucinu (5,5,5-trifluoro-DL-
leucin) se stejnou inhibi¢ni funkci jako samotny leucin, ale nezastupujici leucin
jako Zivinu pro buiiky. Vedle produkce senzoricky aktivnich latek je dalezitym
technologickym parametrem také rychlost kvaseni. Prace se proto dale zamétuje
na méfeni ristové rychlosti mutantl a jejich dalsi vybér na zaklad¢ kvantifikace
produkce estert.

Uvod

Zpusobu, kterymi Ize ptipravit nealkoholické pivo, existuje velké mnozstvi, at’
uz se jednd o zpisoby, které nalezly rozsahlejsi uplatnéni v primyslovém
méfitku, nebo o zplsoby rozvinuté pouze v méfitku laboratornim. Obecné 1ze
zpusoby vyroby nealkoholického piva rozdélit do dvou hlavnich skupin. Prvni
skupina je zaloZena na odstrafiovani ethanolu z hotového piva, zatimco do druhé
skupiny fadime metody zalozené na omezené tvorbé ethanolu v pribéhu
kvaseni. Souhrnné se prvni skupina zalozend na Setrném odstranéni vzniklého
ethanolu z piva oznacuje jako fyzikdlni metody vyroby nealkoholického piva.
Skupina se dale déli na tepeln¢ (vakuova destilace, vakuové odpatrovani) a
membranové metody (dialyza, reverzni osmoéza) a vyznacuje se odpovidajicimi
vy$§imi investi¢nimi naklady na zafizeni zajiSt'ujici odstraiiovani alkoholu a
vy$§imi energetickymi ndroky jejich provozu. Metody zatazené do druhé
skupiny, ktera se zaklddd na omezené tvorbé ethanolu, se nazyvaji metody
biologické. Oproti fyzikdlnim metoddm neni ve vétSiné pripadi tzv.
biologickych metod potfeba potfizovat specidlni zafizeni a postac¢i Uprava
technologie, tudiz jsou 1 investi¢ni a provozni ndklady niz§i nez u fyzikélnich
metod. Mezi biologické metody je fazeno upravené rmutovani, limitované
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kvaSeni a pouziti specidlnich kvasinek s poZzadovanymi technologickymi
parametry. Terminem specidlni kvasinky je moZno rozumét kmeny/druhy
kvasinek, které se b&zné v pivovarské praxi nevyuzivaji, a mutantni kmeny
pivovarskych kvasinek, at uz se jednd o spontanné¢ mutované kmeny nebo
kmeny pfipravené za pomoci metod genového inzZenyrstvi (Basafova a kol.,
2010; Branyik a kol., 2012).

Jednou zcest vyroby nealkoholického piva se zlepSenymi organoleptickymi
vlastnostmi by mohlo byt pouziti kmene nadprodukujiciho urCity senzoricky
aktivni metabolit ve spojitosti s metodami omezené¢ho kvaseni. Ashida a kol.
(1987) popsali princip vzniku a izolaci mutantnich kmenti nadprodukujicich
isoamylalkohol a isoamylacetat ve spojitosti se syntézou L-leucinu (Obr. 1).
Z téchto dvou metabolitli je to zejména isoamylacetat, ktery by v pfipadé
zvysen¢ koncentrace mohl svou bandnovou chuti a aroma ptedstavovat zajimavy
zdroj senzorickych vjemil pro obohaceni chutového profilu nealkoholickych
piv. Pii vyS§i koncentraci L-leucinu dochazi k zpétnovazebné inhibici enzymu
a-isopropylmalat syntasa. Na zdklad¢ této skuteCnosti se predpoklada, Ze
mutované builky nevykazujici tuto zpétnovazebnou inhibici budou produkovat
vice isoamylalkoholu a isoamylacetatu nez buiitky nemutované. Vznik a izolace
spociva ve vystaveni bunék mutagennimu c¢inidlu po urcitou dobu a poté
naockovani téchto bunék na selektivni agarové medium deficientni na leucin, ale
obsahujici analog leucinu, ktery je builkami neutilizovatelny a ma schopnost
stejné zpétnovazebné inhibice a-isopropylmalat syntasy jako L-leucin (Ashida a
kol., 1987). Nebo na izolaci spontdnné¢ mutovanych kmenti bez pouziti
mutagenniho ¢inidla s pouzitim dostate¢ného selekéniho tlaku (Lee a kol.,
1995), ¢ehoz bylo vyuzito i v této praci.

glukosa

'
v

L - valin &— > 1 -ketoisovalerat —— isobutylalkohol

_______________ > l ( o-IPMsyntasa |

]
| inhibice
! o -isopropylmalat
1
I
: g -isopropylmalat
' v
L -leucin €——> ,_ketoisokaproat —=uisoamylalkohol
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Obr. 1 Schéma zpétnovazebné inhibice pfi syntéze L-leucinu.
(Ashida a kol., 1987)
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Materidal a metody

Mikroorganismus

Jako vychozi kmen pro pokusy byl vybran spodné kvasici pivovarsky kmen
kvasinky Saccharomyces carlsbergensis nesouci oznaceni 2 pochdazejici ze
sbirky Vyzkumného tstavu pivovarského a sladaiského v Praze.

Izolace mutantnich kmenii nadprodukujicich isoamylacetdt

Izolace byla zaloZena na vyuziti ztuzeného média (20 g.I" agar, 20 g.I"' glukosa,
0,67 g.I" kvasni¢né dusikaté baze) s piidavkem leucinového analogu 5,5,5-
trifluor-DL-leucinu (TFL). Molekularni princip izolace spontannich mutantl
nadprodukujicich isoamylalkohol a isoamylacetit je popsan vySe, pfiCemz
pracovni postup izolace mutantii byl nasledujici. Byla napéstovana suspenze (25
°C, 100 ot.min™") vychoziho kmene v mladinovém médiu o koncentraci 7,5 %
hm. Sterilni destilovanou vodou byla upravena koncentrace bunék na hodnotu
12,4x10° bundk.ml'. Naslednd bylo rozetieno 0,5 ml piipravené bunééné
suspenze na Petriho misky obsahujici ztuzené selektivni médium s 0,51 mM,
0,86 mM a 1,1 mM koncentraci TFL. Kultivace nadsledné¢ probihala 7 dni pfi
30 °C. Vybrané kolonie byly preneseny na $ikmy agar (20 g.I' agar, 30 g.I”
glukosa, 5 gl' KH,PO, 04 gl' MgSO,7H,0, 2 gl' (NH,),SO,, 2 gl
'kvasni¢ény extrakt) pro daldi uchovani a manipulaci a oznadeny trojmistnym
¢islem a pismenem, kdy ¢islo udavéa koncentraci TFL, pfi které byl mutantni
kmen izolovan, a pismeno oznacuje vlastni kolonii na Petriho misce. Naptiklad
oznaceni 086-B tedy znamend, Ze se jednd o mutantni kmen ziskany izolaci na
selektivnim médiu obsahujicim TFL v 0,86 mM koncentraci a vlastni kolonie na
misce byla oznac¢ena pismenem B.

Kultivace mutantnich kmenii

Deset mutantnich kment ziskanych izolaci na selektivnim médiu a vychozi
kmen 2 byly kultivovany v syntetickém mineralnim médiu (30 g.I" glukosa, 5
gl KH,PO,, 0,4 g1 MgS0,.7H,0, 2 g.I" (NH,),SO04, 2 g.I'kvasniény extrakt).
Kultivace probihala v netfepanych Erlenmayerovych banikach za teploty 8 °C.
Paralelné s experimentem za stejnych kultivacnich podminek probihalo méteni
rustové kiivky pro kmen 2 a 24 hodin po dosazeni stacionarni faze byl
experiment ukoncen a byly odebrany vzorky na analyzu senzoricky aktivnich
latek. Jako dal$i parametr byla sledovana specificka rastova rychlost ziskana
z proméfené rastoveé kiivky piivodniho kmenu 2 a tfi mutantnich kmen.

Analyza senzoricky aktivnich latek

Pro stanoveni senzoricky aktivnich latek bylo pouzito metody HS-SPME
GC/MS neboli headspace mikroextrakce na tuhou fazi a plynové chromatografie
s hmotnostné spektrometrickou detekci, Touto metodou byly analyzovany estery
ethylacetat,  ethylbutyrat  2-methylbutylacetit a  3-methylbutylacetat
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(isoamylacetat) jako jejich suma a 2-fenylethylacetat. Bylo pouzito plynového
chromatografu Agilent GC 6890N (Agilent Technologies, USA), kolony
InnoWax 30m x 0,25mm x 0,25um (Agilent Technologies, USA), hmotnostniho
detektoru Agilent 5975B Inert MSD (Agilent Technologies, USA),
mikroextrakéniho vladkna potazeného vrstvou 75 um
Carboxen/polydimethylsiloxanu (Sulpeco, USA), a automatického davkovaciho
systtmu COMBI PAL CTC Analytics. Nosnym plynem bylo He 6.0, teplota
inletu byla 260 °C a tlak metody 48,75 kPa. V pribéhu analyzy byl nastaven
teplotni program s pocate¢ni teplotou 30 °C po dobu deseti minut, ktera poté
rostla rychlosti 2 °C za minutu do dosazeni 52 °C, ktera byla udrzovana po dobu
dvou minut. Poté byla teplota zvySovéana do 65 °C rychlosti 2 °C za minutu a po
jejim dosazeni se rychlost zvysila na 5 °C za minutu az do dosazeni teploty 250
°C, ktera byla udrzovana po dobu tii minut. Vzorky analyzované touto metodou
byly po odebrani piefiltrovany pifes membranovy filtr z nitratu celuldzy
(Whatman, Némecko) o velikosti p6érti 0,45 um a priiméru 47 mm a uschovany v
mrazni¢ce do vlastni analyzy. Pro vlastni analyzu byly do tmavych 20 ml kyvet
odvéazeny 2 g NaCl, bylo pfidano 10 ml vzorku a 0,1 ml vnitiniho standardu
obsahujiciho ethylheptanoat.

Vysledky a diskuze

Izolace mutantnich kmenii

Pocet bunécnych kolonii narostlych na jednotlivych miskédch (Obr. 2) se
selektivnim médiem je uveden v tabulce (Tab. I.) spole¢né s procentudlni
uspésnosti narastu kolonii, ktera vyjadiuje podil narostlych kolonii k celkovému
poctu bun¢k nanesenych na misku. Nejvice kolonii narostlo na médiu s nejnizsi
koncentraci TFL tedy 0,51 mM, nejmén¢ pak pii koncentraci 1,1 mM. Vysledky
procesu izolace kolonii potvrdily, Ze zvySujici se koncentrace TFL ma vliv na
snizujici se pocet vzniklych kolonii (Lee a kol., 1995). Nasledujici pokusy vSak
ukazaly, Ze kolonie narostlé pii vySSi koncentrace nemusi byt zarukou vyssi
produkce isoamylacetatu oproti koloniim narostlym pii nizs$i koncentraci TFL.
Pro dalsi préaci bylo nahodné vybrano osm kolonii z misky s 1,1 mM koncentraci
TFL a dv¢ kolonie z misky s 0,86 mM koncentraci TFL.

Tab. 1. PocCet kolonii a frekvence/procentualni ispesnost nartistu kolonii pro
rozdilné koncentrace 5,5,5-trifluor-DL-leucinu (TFL).

frekvence/
koncentrace TFL « o procentualni
pocet kolonii Ly o
[mM] uspésnost narustu
kolonii
0,51 126 1:49200/0,00203 %
0,86 55 1:112730/0,0008 %

1,1 17 1:364700/0,00027 %
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Obr. 2 Narust kolonii na Petriho miskéach se ztuzenym selektivnim médiem
obsahujicim 0,51 mM (vlevo), 0,86 mM (uprostied) a 1,1 mM (vpravo)
koncentraci 5,5,5-trifluor-DL-leucinu.

Produkce estern

Produkce esterti ethylacetatu, ethylbutyratu, sumy 2-methylbutylacetitu a 3-
methylbutylacetdtu (isoamylacetat) a 2-fenylethylacetatu u vzorkli vzniklych
kvasenim syntetického minerdlniho média za pomoci pivodniho kmene 2 a
deseti mutantnich kment od né¢ho odvozenych byla zjistovana prostfednictvim
HS-SPME GC/MS. Zjisténé mnozstvi esterii v jednotlivych vzorcich bylo
nasledné vyjadieno relativné v procentech (Tab. II) vztazenim na mnozstvi
jednotlivych esteri u vzorku kvaseném pivodnim kmenem 2. Tento vzorek tedy
nabyva pro jednotlivé estery hodnoty sto procent.

Tab. II. Relativni vyjadfeni obsahu zjistovanych estert a celkové sumy estert
v procentech vztazenim hodnot pro jednotlivé vzorky ke vzorku kvaseném
puvodnim kmenem 2.
110- 110- 110- 110- 110- 110- 110- 110- 086- 086-
A B C D E F G H A B

ethylacetat 100 30 44 80 59 120 124 56 154 75 143
ethylbutyrat 100 31 43 85 41 77 98 50 114 66 145

methylbutylacetaty 100 109 235 69 35 69 146 129 132 194 258
2-fenylethylacetat 100 38 30 76 43 96 113 38 95 29 &7

suma estert 100 40 53 72 43 80 109 61 209 123 234

2

Vysledné hodnoty ukézaly, ze zhlediska obsahu methylbutylacetati sedm
z deseti mutantnich kmen@ vyprodukovalo vice methylbutylacetati nez ptivodni
kmen 2. Jednoznacné nejvice methylbutylacetath pifi porovnani s kmenem
ptivodnim vyprodukoval kmen 110-B a kmeny 086-A a 086-B, ackoliv tyto dva
kmeny byly ziskany izolaci pfi niz§i koncentraci TFL oproti zbylym osmi
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zkoumanym mutantnim kmeniim. Ze zbylé¢ trojice zjiStovanych estert nepiesahl
jejich obsah u mutantnich kmeni kmen plvodni u vice jak Ctyf vzorka s
vyraznéjSimi vykyvy oproti piivodnimu kmenu 2 smérem dolli u vzorka 110-A,
110-B, 110-D a 110-G. Nejvyrazng€jsi zménou produkce jak jednotlivych esteri
tak jejich sumy oproti kmenu ptivodnimu vynikal mutantni kmen 086-B, ktery
mél nizsi produkei pouze pro ester 2-fenylethylacetat.

Riistové vlastnosti

Z hlediska vyroby nealkoholického piva je vyhodné, aby produkcéni kmen tvofil
co nejméné ethanolu, pfipadné vykazoval nizkou rychlost kvaseni umozujici
ucinnou kontrolu a ftizeni procesu. V pfipadé¢ kmena kvasicich mladinu nizsi
rychlosti lze kvasny proces zastavit tésné¢ pod legislativné¢ urenou hranici
obsahu ethanolu 0,5% obj. PiekroCeni této hranice totiz vyzaduje tedéni
upravenou vodou (dalsi financni naklady), zatimco pii niz§im obsahu ethanolu
produktu chybi tékavé latky, jejichZ tvorba souvisi s alkoholovym kvaSenim.
Mutantni kmeny 086-A, 086-B, 110-F byly spolecné s plivodnim kmenem 2
vybrany pro proméfeni rustové kiivky (Obr. 3) a zkoumani ristové rychlosti
v syntetickém minerdlnim médiu pii 8 °C. Pivodni kmen 2 a mutantni kmeny
086-A a 086-B vykazovaly specifickou riistovou rychlost 0,04 h', zatimco
mutantni kmen 110-F vykazoval nizsi specifickou rstovou rychlost a to 0,03 h°
'. SniZenou rychlost kvaseni u mutantl se zménénou zpétnovazebnou regulaci
syntézy leucinu ziskanych pomoci analogu této aminokyseliny (TFL)
Casalone a kol., 1997). Ziskané ristové kiivky by také mohly poukazovat na
niz$i vytéznost biomasy na jednotku substratu.

| ¢ 2 original = 086-A - 086-B @ 110-H
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Obr. 3 Ruastova kiivka piivodniho kmene 2 a vybranych mutantnich kment
v syntetickém mineralnim médiu pti 8 °C.
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Zaver

Cilem prace bylo ziskat spontanné vznikly mutantni kmen pivovarské kvasinky
Saccharomyces carlsbergensis vyznacujici se nadprodukci isoamylalkoholu a
1soamylacetatu. s moznosti jeho dalSiho vyuziti pro vyrobu nealkoholického
piva. Izolace bunék resistentnich k zpétnovazebné inhibici a-isopropylmalat
syntasy v pfitomnosti rtiznych koncentraci 5,5,5-trifluor-DL-leucinu probéhla
uspésné. Nahodné vybrané kolonie byly nasledné testovany z hlediska produkce
isoamylacetatu. Ziskané vysledky poukazovaly na skuteCnost, ze sedm z deseti
vybranych kolonii mutantnich kmenti produkovalo vice isoamylacetatu nez
ptvodni kmen. Byly také zjiStény mirné odliSnosti pfi zkoumani ristovych
vlastnosti vybranych mutantnich kmeni a kmene piivodniho.
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Studium vlivu sladovani na obsahy vybranych polyfenolovych latek
jeCmene

Halama S., Jelinek L., Karabin M.
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Polyfenoly v disledku svych antioxida¢nich a dalSich fyzikéaln&-chemickych
vlastnosti mohou znacn€ ovlivnit organoleptické vlastnosti piva zejména
s ohledem na jeho senzorickou a koloidni stabilitu.

Tato prace se zabyva aplikaci modifikovanych a dfive pouzivanych metod
1zolace a analyzy polyfenola pro kvantitativni a kvalitativni stanoveni volnych,
esterifikovanych a vazanych polyfenoli vjeCmeni a sladu s vyuZitim
vysokoucinné kapalinové chromatografie s detektorem diodového pole (HPLC-
DAD). Pomoci této metody byly nalezeny rozdily v zastoupeni volnych,
vazanych a esterifikovanych polyfenol je¢mene s ohledem na odrtidu, ro¢nik
sklizné a péstebni oblast. Dale byly srovnany zmeény v obsazich polyfenola
béhem sladovani v zavislosti na pouZzité technologii.
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Aplikace polyamidovych sorbentii pro zvySeni koloidni stability piva

ZeniSek V., Jelinek L., Dostalek P.

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Polyfenoly jsou schopny interagovat s polypeptidy za vzniku koloidniho zékalu,
ktery je spotiebiteli vnimadn jako negativni aspekt senzorického profilu piva.
Polyvinylpolypyrrolidon (PVPP) a polyamid 6 jsou polymerni sorbenty b&zné
vyuzivané v pivovarstvi k odstranéni fenolovych latek, které jsou povazovany za
hlavni prekurzory koloidniho zékalu.

Cilem prace bylo objasnéni schopnosti jednotlivych sorbentli vdzat na sviij
aktivni povrch tyto fenolové latky. Pivo je velice slozitd matrice a tak je pomoci
modelovych roztokl analyzovédna povaha a sila interakce polyfenola s ptipravky
bez interference ostatnich latek. Byly vytvofeny soubory dat, na jejichZz zéklad¢
se dale zkoumala doporucend davkovani téchto ptipravkll v svétlém
nestabilizovaném lezaku.

Béhem procesu stabilizace prichazi pivo do kontaktu s fadou dalSich pevnych
castic (kfemelina, silikagely), které mohou mit zna¢ny vliv na hodnotu sorpce.
Proto byly provedeny testy zkoumajici sorpéni UCinky téchto piipravkll na
polyfenoly.
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Netradi¢ni zpusoby stabilizace piva

Kotlikova B., Jelinek L., Dostalek P.
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Pivo je celosvétové oblibeny napoj a od doby, kdy je velka ¢ast vystavu urcena
na export, se zvySuji naroky i na jeho koloidni stabilitu a trvanlivost. Pojmem
koloidni stabilita piva se v pivovarské technologii rozumi rovnovaha mezi
zékalotvornymi bilkovinami a polyfenoly. Tyto latky maji schopnost tvofit
spole¢né¢ komplexy, které se zpiva vylucuji ve formé¢ jemného zakalu
(Bamforth, 1999). To je spotiebitelem vnimano jako vada, protoze bé&zny
zdkaznik oCekava pivo dokonale ¢iré, coz je pro néj zaruka Cerstvosti.

Tvorba zédkalu je urychlovdna pfedevsim ptitomnosti kysliku, ale také vlivem
plusobeni vysSich teplot, svétla nebo pfiliSnymi pohyby piva. Jsou rozliSovany
dva hlavni typy zékalu, chladovy a trvaly. Chladovy se zpiva vylucuje pfi
ochlazeni na 0 °C, ovSem pfi opétovném zahiati na 20 °C se znovu rozpusti.
Trvaly zakal vznikd oxidaci slozek chladového zakalu a je jevem starnuti. Od
chladového zékalu se lisi predevSim svou neschopnosti rozpustit se pii 20 °C
(Stewart, 20006).

Vznik zékalu je mozZné omezit pouzivanim kvalitnich vstupnich surovin,
ovéfené¢ho technologického postupu, vhodnym skladovanim, ale ptedevSim
odstranénim jednoho nebo obou hlavnich zakalotvornych prekurzort (bilkoviny,
polyfenoly) (Siebert a kol., 1996). Tento krok se nazyvéa stabilizace piva a na
trhu je dnes celd fada tzv. stabiliza¢nich prostiedk, které jsou bézné pouzivany
v raznych fazich vyroby piva. NejCastéji probiha béhem konecnych uprav piva
na varné nebo v lezackém sklepé a z piva se odstrani bud’ sedimentaci, nebo pii
jiz zminéné filtraci (Basafova a kol., 2012, Freeman, 2006). Enzymy uz se
v modernim pivovarstvi pfili§ nepouzivaji, protoZze neni mozné odstranit je
z piva ani filtraci. Jedinou moznosti, jak je inaktivovat, je pasterace (Briggs a
kol., 2004). Proto se staly mnohem oblibenéjSimi stabilizacnimi prostiedky tzv.
adsorp¢ni prosttedky dusikatych a polyfenolovych latek. Tyto ptipravky jsou
kompletné odstranitelné filtraci a pouzivaji se bud’ kiemicité gely pro odstranéni
zékalotvornych bilkovin, nebo piipravky na bazi PVPP pro odstranéni
polyfenolii. Nevyhodou téchto stabilizatorii je jejich pomérné vysoka cena,
protoze s vyS§imi naroky na trvanlivost piva pfirozené roste jejich spotifeba
(Siebert a Lynn, 1997).

Bilkoviny a polyfenoly vSak také pomérné vyznamné ovliviiuji senzoricky profil
piva, a proto se v dnes$ni dobé zvySuje zdjem o jiné, fyzikalni metody (vyuziti
dochlazovace, ultrazvuku, tlakovych razl), kterymi by se dala zvysit koloidni
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stabilita, aniz by tyto senzoricky vyznamné latky byly z piva odstranény. Dale
by se tim vyfesil problém s otdzkami, zda neni na zdvadu vystavovat pivo
kontaktu s cizimi, chemickymi latkami a dalsi velkou vyhodou by bylo i snizeni
nakladi spojenych s ndkupem stabiliza¢nich prostfedki a redukce odpadii
vznikajicich po stabilizaci, protoze vétSina adsorpénich prostiedkii neni
regenerovatelnd (Broderick, 2006).

Fyzikalni metody funguji na principu zrychlené tvorby chladového zdkalu a jeho
nasledném odstranéni pomoci filtrace, ¢imz se snizi ndklady na stabilizacni
prosttedky a zlepSi se koloidni stabilita. Jednou z moznosti je pouziti
dochlazovace. Toto zafizeni (deskovy chladi€¢) slouzi k ochlazeni piva na
pozadovanou teplotu (nejcastéji teploty blizké 0 °C) a je umisténé pred filtrem.
Byly provedeny provozni testy, kdy vstupujici pivo mélo max. 5 °C a bylo
mozné ho ochladit na max. -1 °C. Chladici kapalinou byla solanka. Na obr. 1
jsou znazornény 3 kiivky, které zobrazuji vyvoj zdkalu u piv vystavenym
teplotam -0,5 °C, 0 °C a 0,5 °C (Kotlikova, 2011).

Tvorba zakalu

2,5 1

Zakal [j.EBC]
P
1

[N
I

0,5

0 1 2 3 4

Pocet teplotnich Soku

Obr. 1: Tvorba zakalu béhem Sokovych testl

Dalsi moZnosti je vyuziti ultrazvuku. Jeho vlivem dochéazi k tvorbé kavit,
nasledné k denaturaci bilkovin a k tvorb& vazeb mezi bilkovinami a polyfenoly,
coZ se projevi vznikem zdkalu. Laboratorni testy byly provadény s kmitoctem 30
kHz a vysledky jsou zndzornény na obr. 2 (Jelinek L., soukromé sdéleni).
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Obr. 2: Zavislost vzniku zakalu na zvySujici se délce pisobeni ultrazvuku

Déle je mozné pouzit ke zlepSeni koloidni stability tlakové razy. Ty také
zpusobuji zrychlené vylucovani zékalotvornych prekurzort piva a tim urychlu;ji
tvorbu zakalu. Aplikovat je 1ze bud’ na mladé pivo béhem sudovani, nebo na
hotové pivo behem filtrace. V obou ptipadech dojde k vysrdzeni zdkalotvornych
Castic, které se odstrani béhem filtrace. Laboratorné jiz bylo v minulosti toto
rdzovani zkoumano, pti¢emz byly zkouSeny tlaky o rtizné sile. Nejucinnéjsi byly
tlaky vrozmezi 6 — 10 MPa a nejvyssi tvorby zdkalu bylo dosazeno pii 10
pulsech a dobé¢ ptisobeni 15 — 80 s (Karel V, 1980).

Téma moZnosti stabilizace piva fyzikdlnimi metodami neni doposud tadné
probadané a skryva mnoho mozZnosti, jak oSettit pivo bez ptridavku chemickych
latek a zaroven mu vyznamné prodlouzit trvanlivost. OvSem zatim nebylo
dosazeno uspokojivych vysledki ani s pouzitim dochlazovace ¢i ultrazvuku, a to
predevsim proto, ze této problematice nebyla vénovéana dostate¢nd pozornost. |
kdyz testy s dochlazovacem byly provadény v provoznim meéfitku, nebylo
dosazeno ocekdvanych vysledkl, k cemuz piispélo 1 to, Ze rozdily mezi
zkouSenymi nastavenymi teplotami byly pfili§ nizké, a tudiz se vyrazné
neprojevilo zvySeni koloidni stability. Co se tyCe tlakovych raza, l1ze pomoci
ziskanych vysledkt 1épe urcit vhodny zpusob stabilizace piva, ovSem zatim
nebylo prokazano, ze by samotné tlakové razy dosahovaly takové ti¢innosti jako
adsorp¢ni stabilizacni prosttedky.

Pokud by bylo dal§imi testy prokdzdno vyznamné zlepSeni koloidni stability u
piv, oSetfenych fyzikdlnimi metodami stabilizace piva, pfistoupilo by se dale k
posouzeni moznosti uspor nakladi na stabilizani prostfedky pifi vyuziti
fyzikalnich metod spolu s ekonomickou bilanci ,,ndklady spojené s fyzikalnimi
metodami : spory ndkladi na stabilizacni prostredky.
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Financovano z ucelové podpory na specificky vysokoskolsky vyzkum (MSMT
¢.21/2012).
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Mikroskopické techniky sledovani adheze bunék a tvorby biofilmu

Pospisilova D., Masak J.
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Adheze bun€k je slozity proces, ktery je ovlivnén celou tadou faktord,
vychézejicich z vlastnosti jak biologického Cc¢initele, tak wvnéjSiho prostredi.
Adheze je prvnim krokem pfi vytvaieni biofilmu- organizovaného spolecenstva
mikroorganismil. Schopnost mikroorganismu tvofit biofilm a odliSné vlastnosti
téchto bun¢k mohou mit a maji dopad na ¢lovéka v negativnim 1 pozitivnim
slova smyslu. Negativnim dopadem je napt. zvySena rezistence bun¢k biofilmu
k antibiotikim. Na druhou stranu vét§i odolnosti bunék mulzeme vyuzit
v environmentalnich biotechnologiich pti odbourdvani polutant napt. pti ¢iSténi
odpadnich vod. Z téchto diivoda je zkouméani procesu adheze a tvorby biofilmu
potencialné velmi pfinosné.

Obsahem této prednasky je seznameni s mikroskopickymi technikami zkoumani
adheze a tvorby biofilmu se zaméfenim na vyuziti pratocnych cel a analyzy
obrazu. Spojeni téchto technik umoznuje nedestruktivni sledovani adheze a
tvorby biofilmu v €ase a ptinds$i moznost U€inng sledovat vliv riznych vnéjsSich
podminek.
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Studium vlivu antibiotik na tvorbu a stabilitu biofilmu

Holfeldova J., PospiSilova D., Masék J.

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

V této praci byl zkouman vliv péti antimikrobnich latek, jmenovité bacitracinu,
cefalosporinu C, chlorhexidinu, polymyxinu B a erytromycinu, na tvorbu a
stabilitu biofilmu bakterii Pseudomonas fluorescens CCM 2115 a Rhodococcus
erythropolis CCM 2595. Pro pouzité antimikrobni latky byly experimentalné
stanoveny subinhibi¢ni koncentrace. Byl sledovan vliv antimikrobnich latek na
pocate¢ni adhezi, na chovani bunék adherovanych v pfitomnosti antimikrobnich
latek a vliv antimikrobnich latek na adherované buinky. Biofilm byl sledovan
v pruto¢nych celach za pomoci svételné mikroskopie a data byla vyhodnocovana
analyzou obrazu. Zmény ve struktufe biofilmu byly stanovovany pomoci
velikosti osidlené plochy a poctem a velikosti jednotlivych kolonii bakterii
Pseudomonas fluorescens CCM 2115 a Rhodococcus erythropolis CCM 2595.
Bylo zjisténo, ze jednotlivé antimikrobni latky plisobi v riznych fazich vyvoje
biofilmu odlisné, nékteré podporuji kolonizaci povrchu nosice, zatimco jiné
tvorbu biofilmu potlacuji. Experimenty dale prokazaly, ze buiiky v pocatecnich
fazich tvorby biofilmu jsou vice nachylné vici plisobeni antimikrobnich latek
nez buiiky ve zralém biofilmu.
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Modulace podminek vnéjSiho prostfedi umoziujici posileni produkce
rhamnolipidii u vybranych bakteridlnich kmeni

Jezdik R., Hoskova M., Masak J.
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Pisobenim ¢loveéka je zivotni prostiedi kontaminovano mnoZstvim polutantd,
které maji velmi casto hydrofobni charakter. Problémem pfi biodegradaci téchto
latek je jejich nizkd rozpustnost ve vodé€, coz zplisobuje Spatnou dostupnost pro
mikroorganismy. Biodostupnost hydrofobnich latek je moZzné zvysit aplikaci
povrchové aktivnich latek (surfaktantd), avSak tyto latky mohou mit negativni
vliv na dany ekosystém. Pouziti biosurfaktanti na bazi rhamnolipidi je
vhodnéj$i alternativou, jelikoZ bisurfaktanty jsou méné toxické nez chemickeé
surfaktanty a omezuje se tak dal§i zatéZovani zneliSténého prostiedi.
Rhamnolipidy maji amfifilni molekulu slozenou z hydrofobni a hydrofilni ¢asti,
které jsou spojené glykosidovou vazbou (Soberon-Chavéz a kol., 2005).
Hydrofobni cast obsahuje mastné kyseliny (f-hydroxydekanovou kyselinu)
(Banat a Desai, 1997) a hydrofilni ¢ast je slozena z jedné nebo dvou molekul
rhamnosy (Soberon-Chavéz a kol., 2005).

Produkce rhamnolipidi je charakteristickou vlastnosti bakterie Pseudomonas
aeruginosa (Soberon-Chavéz a kol., 2005). AvSak biosyntéza rhamnolipidi neni
vyhradni vlastnosti bakterie Pseudomonas aeruginosa. Rhamnolipidy jsou
produkovany mnoha jinymi bakteriemi zahrnujici Pseudomonas putida,
(Soberon-Chavéz a kol., 2005), Acinetobacter calcoaceticus, Enterobacter
asburiae, Enterobacter hormaechei, Nocardioides sp. a Pseudoxanthomonas sp.
Tyto bakteridlni druhy jsou moznymi adepty pro produkci rhamnolipidii, hlavné
Enterobacter asburiae, ktery ve srovnani s Pseudomonas aeruginosa, neni
patogenni (Nitschke a kol., 2011).

Produkce rhamnolipidi zavisi na zdroji uhliku kompozici ostatnich slozek
média, piedev§$im na zdrojich dusiku a multivalentnich iont. Nejcastéji se pro
produkci rhamnolipidu vyuziva kultivace pii limitaci ristu jednim nebo vice
komponenty kultivaéniho média (Al-Tahnan a kol., 2000; Contiero a kol.,
2005).

Materidaly a metody

PouZité mikroorganismy

Pfi  sledovani produkce rhamnolipidu pouzity kmeny Acinetobacter
calcoaceticus B-59190, Enterobacter asburiae B-59189 a Pseudomonas
aeruginosa B59188, ziskané ze sbirky: ARS Culture Collection, Bacterial
Foodborne Pathogens and Mycology Research Unit, National Center for
Agricultural Utilization Research, USA.
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Sledovani produkce rhamnolipidu

Pro stanoveni rhamnolipidu v kultivaéni smési bylo pouzito vyjadieni
koncentrace rhamnosy, ktera je pfimo umérna koncentrace rhamnolipidu, které
1ze ptepocitat dle koeficientu, ktery se 1iSi na zaklad¢ slozeni rhamnolipidové
sm¢si.

Rhamnosa byla stanovena fenol-sirovou metodou pro stanoveni sacharidu, ktera
je zaloZzena na barevné kondenzaci sacharidii s fenolem za pfitomnosti
koncentrované kyseliny sirové. Vysledné zabarveni smési bylo méfeno pomoci
spektrofotometru, zavislost hodnoty absorbance je linearni v rozmezi 0 - 80 mg/1
sacharidu.

Izolace rhamnolipidu

Smés rhamnolipidli byla izolovana srdzenim v kyselém prosttedi pH 2 —
rhamnolipidy se stdvaji nerozpustnymi (Abdel-Mawgoud a kol., 2009). Po
ukonceni kultivace byla bunécna suspenze odstfedéna. Supernatant byl po
separaci ochlazen na 4 °C a nasledné okyselen kyselinou chlorovodikovou na
pH 2, pfi kterém se vysrdzela smés produkovanych rhamnolipidia. Okyseleny
roztok se ponechal v klidu a chladu 12 hodin, poté byl odstfedén. Sedlina, ktera
obsahovala smés rhamnolipidi, byla lyofilizovana.

Stanoveni kritické micelarni koncentrace

Rhamnolipidy snizuji povrchové napéti. V oblasti koncentraci pod KMK je
pokles povrchového napéti nepifimo Umérny koncentraci rhamnolipidu
v roztoku. Pokud rhamnolipid dosdhne KMK, nastane zlom, za¢nou se tvofit
micely a povrchové napéti prestane klesat, respektive se snizi trend poklesu.
Kontaktni thel kapaliny s podlozkou je imérny povrchovému napéti.

Kritickd micelarni koncentrace (KMK) byla stanovena z grafického vyjadfent,
zavislosti kontaktniho tthlu na koncentraci rhamnosy. Pro toto stanoveni byla
pouzita metoda stanoveni kontaktniho thlu roztoku rhamnolipidu s povrchem
teflonové desticky. Pro odhad kritické micelarni koncentrace byly pouzity tidaje
z literatury  (Abdel-Mawgoud a kol.,, 2009, Kosova, 2011). Preparaty
rhamnolipidu byly rozpu$tény v minimalnim médiu M7. Redénim bylo
vytvoreno vice riznych koncentraci, ¢ast roztokl v koncentraci pod KMK a ¢ast
roztokli nad KMK.

Jednotlivé roztoky rhamnolipidu byly kapany na termostatovanou teflonovou
desticku (30 °C). Kapka roztoku na povrchu desticky byla vyfotografovana a
ziskany obraz nasledn¢ vyhodnocen v programu FTA 32. Z namé&fenych hodnot
kontaktniho thlu (Obr. 9) jednotlivych roztoka byl sestrojen graf, majici dvé
¢asti, oblast pod KMK a nad KMK, ob¢ ¢asti byly prolozeny s vyuzitim linearni
regrese a v pruseCiku piimek byla odectena KMK.

Vysledky a diskuze

Produkce rhamnolipidii jednotlivymi bakterialnimi kmeny

Vzhledem k predpokladu, ze zdroj uhliku je jednim ze zakladnich faktort
ovlivilyjicich biosyntézu rhamnolipidii (Nitsche a kol., 2005) a v navaznosti na
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predchozi praci (Kosova, 2011), bylo provedeno méfeni rlstovych kiivek a
tvorby rhamnolipidl jednotlivymi bakteridlnimi kmeny do média na vybranych
zdrojich uhliku.
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Obr. 1. Rust Acinetobacter calcoaceticus B-59190 a produkce rhamnolipida
v zavislosti na pouzitém zdroji uhliku. Rastové kiivky (#), koncentrace
rhamnosy ve vodném médiu (+) médium M1; zdroj uhliku citrat sodny 20 g/l
(A), citrat sodny 20 g/l + hexadekan 4 mg/l (B), Slune¢nicovy olej 20 g/1 (C),
glycerol 5 g/l (D).

Z grafického vyjadieni (Obr. 1) je ziejmé, Ze tato bakterie jako zdroj uhliku a
energie pro rust preferuje citrat sodny a slunecnicovy olej. Jako nejlepsi zdroj
uhliku z hlediska mnozstvi vyprodukovaného rhamnolipidu se jevi citrat sodny.
Po ptidavku kosubstratu hexadekanu, ktery dle ptedpokladu mulze slouzit jako
prekurzor pro syntézu rhamnolipidu, bylo zaznamendno mirné zvyseni produkce
rhamnolipidu, nicméné toto zvySeni oproti pouziti ¢istého citratu sodného bylo
nevyznamné. V ptipad¢ pouziti slune¢nicového oleje bylo v kultivaénim médiu
detekovano pouze malé mnozZstvi rhamnosy, coz mize byt zapii¢inéno nizkou
produkci rhamnolipidu, nebo navdzadnim rhamnolipidu na fazové rozhrani olej-
voda.

Produkce rhamnolipidu je zaznamenéna na konci exponencialni faze, kdy buiiky
vytvoii pfiblizné¢ polovinu maximélniho produkovaného mnozstvi. V prubéhu
stacionarni faze je nartist koncentrace rhamnolipidu mirnéjsi. Na konci
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stacionarni faze rapidné stoupa koncentrace rhamnolipidu az na maximalni
produkované mnozstvi. Tento nartst byl zaznamenan ptiblizn€¢ 130 hodin od
pocatku kultivace. Pfiblizné pti 180 hodinach kultivace dosahuje koncentrace
rhamnolipidu maxima.

S ohledem na mnozstvi vyprodukované rhamnolipidu a na izolaci preparatu
rhamnolipidu byl pro produkci rhamnolipidu vybran citrat sodny jako zdroj
uhliku, jelikoz hexadekan neindukoval vyraznou zménu v produkci rhamnosy a
mohl by tvofit komplikace pfi izolaci a purifikaci rhamnolipidu.

Obdobné vysledky byly naméfeny 1 pro zbyvajici dva bakteridlni kmeny,
vSechny ti1 produkcéni kmeny se pii kultivaci za totoznych podminek chovaji
velice podobné. Produkce rhamnolipidu do vodného prostiedi je nejvyraznéjsi
pii kultivaci na citratu sodném popiipad¢ citratu sodném s piidavkem
hexadekanu, jako jediném zdroji uhliku.

Srovndni produkce rhamnolipidu jednotlivymi bakterialnimi kmeny

Po porovnani produkce rhamnolipidu uvaddénymi mikroorganismy byl zvolen
citrat sodny jako nejvhodnéjsi zdroj uhliku pro produkci rhamnolipidu. Pfidavek
hexadekanu neindukoval vyznamné zmény v produkci u zddného z testovanych
mikroorganismii a mohl by tvofit komplikace pfi izolaci a zeyména pii purifikaci
rhamnolipidu.

Koncentrace rhamnosy [g/1]

Y il

Obr. 2. Srovnani produkce rhamnolipidu jednotlivych bakteridlnich kmenti.
Srovnani produkce rhamnolipidu (vyjadieno jako rhamnosa) do extracelularniho
prosttedi bakteriemi Acinetobacter calcoaceticus B-59190 (@), Enterobacter
asburiae B-59189 (m)a Pseudomonas aeruginosa B-59188 (+); médium MI,
zdroj uhliku citrat sodny 20 g/1.

Cas kultivace [hod]

Obr. 2 shrnuje produkci rhamnolipidu bakteriemi v prostifedi M1 se zdrojem
uhliku citratem sodnym. Z grafického vyjadfeni je zfejmé, Ze pii stejnych
kultivaénich podminkach bakterie Pseudomonas aeruginosa B-59188
produkuje vétsi mnozstvi rhamnolipidu (cca 0,35 g/l) do vodného média, nez
bakterie Acinetobacter calcoaceticus B-59190 (0,3 g/l) a Enterobacter asburiae
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B-59189 (0,25 g/l). Casova zavislost produkce rhamnolipidu jednotlivych
mikroorganismll je velice podobna, pouze Enterobacter asburiae B-59189
dosahuje maximalni produkce rhamnolipidu pozdé&;i.

Stanoveni kritické micelarni koncentrace

SloZzeni rhamnolipidovych smési se 1iSi dle produkéniho mikroorganismu.
Zastoupeni jednotlivych typt rhamnolipidii ovliviiuje vlastnosti smési jako
naptiklad kritickou micelarni koncentraci (KMK). Kritickd micelarni
koncentrace je dilezitou vlastnosti povrchové aktivnich latek a je jakousi mirou
ucinnosti této latky. Pro dosazeni maximalniho sniZzeni povrchového napéti je
dostacujici niz8i koncentrace rhamnolipidu, ktera odpovida kritické micelarni
koncentraci (Benincasa a kol., 2010).

Tab. 1. Kritické micelarni koncentrace rhamnolipidovych smési stanovené
omoci méfeni konstantniho uhlu.

KMK
Produk¢ni mikroorganismus | [mg/1]

Acinetobacter calcooaceticus 7

B-59190

Enterobacter asburiae B- 10
59189

Pseudomonas aeruginosa B- 26
59188

Z vysledkl stanoveni KMK (Tab. I) miZeme konstatovat, Zze smés rhamnolipidii
produkovand bakterii Acinetobacter calcooaceticus B-59190 obsahuje
procentudlné nejvyssi podil rhamnolipidovych kongenert s vice dekanovymi
kyselinami, ktery vykazuji niz§i KMK neZz rhamnolipidy s jednou dekanovou
kyselinou.

Zaver

Pro produkci rhamnolipidu byl zvolen Cisty citrdt sodny jako zdroj uhliku,
jelikoz ptidavek hexadekanu nejevil vyznamné zmény v produkei a zaroven by
mohl tvofit potize pii nasledné izolaci rhamnolipidu. Nejvétsi produkce
dosahovala bakteri Pseudomonas aeruginosa. Smés rhamnolipidii produkovana
bakterii Acinetobacter calcoaceticus dosahuje nejnizsi KMK, z ¢ehoz mizeme
predpokléadat, Ze tato smés obsahuje procentualné vice kongeneri rhamnolipidu
s vice dekanovymi kyselinami.
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Interakce nanocastic Zeleza s prokaryotni a eukaryotni buiikou

Padrova K., Schreiberova O., Cejkové A.

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

Nanocastice Zeleza nulové valence disponuji znaénym redukénim potencidlem,
kterého lze UspéSné vyuzit v oblasti remediaci kontaminovanych vod a pud.
Pomérné velka reaktivita nanocastic Zeleza je vSak pti¢inou vzniku oxidativniho
stresu, ktery je dasledkem vysoké toxicity tohoto materidlu. Jejich pfitomnost
v prostiedi by mohla negativné naruSovat autochtonni mikrofloru. Prvni ¢ast
piedloZzené prace se zabyva ovlivnénim rastu modelovych mikroorganismii,
zastupujicich prokaryotni a eukaryotni bunku, které jsou vystaveny pusobeni
nanocastic nulamocného Zeleza preparatu NANOFER 25. Vliv nanocastic zeleza
byl zkouman u gramnegativni bakterie Pseudomonas fluorescens, grampozitivni
bakterie Rhodococcus erythropolis a kvasinky Trichosporon cutaneum.
Vzhledem k zna¢né cytotoxicit¢ nanocastic a moznostem jejich uplatnéni, je
druhd cast prace zaméfena na hledani latek, které by exponované
mikroorganismy pifed letdlnimi UCinky nanocastic ochranily. Potencidlni
protektivni charakter byl sledovan u vybranych huminovych latek, které jsou
znamé svou schopnosti interakce s mikroorganismy a schopnosti ochrany bunék
pied stresovym prosttedim. Inhibi¢ni uCinek nanocastic Zeleza byl porovnan
s ucinky modelovych latek, které jsou zndmymi poskytovateli reaktivnich forem
kysliku (peroxid vodiku a menadion). Podil zivotaschopnych bunék po expozici
nanocastic elementarniho Zeleza v pfitomnosti huminovych latek byl porovnan
s mnozstvim bun€k se zachovanou reprodukcni aktivitou populace vystavené
pouze uCinklim nanocastic.

Uvod

Nanotechnologie jsou zalozeny na pouzivani ¢astic o poloméru v rozmezi 1 nm
az 100 nm. Nanocéstice Casto disponuji odlisSnymi chemickymi a fyzikélnimi
vlastnostmi, nez Castice stejnych materialti, ale vétSich rozmért. V poslednich
letech se vyzkum v oblasti remediaci soustfedi pfedev§im na nanocastice Zeleza
nulové valence (elementarni nanocastice) (nZVI) (Li H. a kol., 2009).
Vyznamnou vlastnosti nZVI je jejich vysokd reaktivita, kterd je zaroven
pri¢inou znacné cytotoxicity nanocastic a omezuje jejich pouziti k zefektivnéni
bioremediacnich procesii. Pravdépodobné hlavni pfiinou toxicity nanocastic
elementarniho Zeleza je schopnost vyvolat vznik oxidativniho stresu (Keenan
Ch.R. a kol., 2009). Oxidace nZVI vede ke sledu reakci, jejichz produkty jsou
reaktivni formy kysliku (superoxidy, peroxidy a volné radikdly). Reaktivni
formy kysliku maji schopnost dale oxidovat, a tak poskozovat, biologické
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makromolekuly, coZ mlze mit aZ letdlni G¢inky na exponované organismy
(Keenan Ch.R. a kol, 2009, Touati D., 2000). Mechanismy jakymi nZVI
negativn€ pisobi na zivé mikroorganismy zatim nejsou presné znamé, ale zda
se, ze z hlediska toxicity je rovnéZ vyznamna jejich interakce s buiikou. Tuto
skute¢nost do jisté miry potvrzuje aplikace huminovych latek, které jsou
v posledni dobé zkoumany jako mozna protek¢éni cinidla chranici
mikroorganismy vic¢i uCinkiim nanocastic. Huminové latky jsou soucdsti
pfirozené organické hmoty a maji schopnost se adsorbovat na povrch bunck i
nanocastic, ¢imz brani jejich vzajemnému fyzickému kontaktu. Nanocastice se
pak nemohou adsorbovat na buné¢ny povrch a pronikat do cytosolu, kde jsou
oxidovany intraceluldrnim kyslikem (Chen J. a kol., 2011).

Metody

Sledovani ucinku nanocdstic nulamocného Zeleza

Vliv nZVI byl sledovan na vybranych mikroorganismech, gramnegativni
bakterie Pseudomonas fluorescens (CCM 2115), grampozitivni bakterie
Rhodococcus erythropolis (CCM 2595) a kvasinky Trichosporon cutaneum
(CCY 30.5.10). V praci byly pouzity nanocastice komeréné dostupného vyrobku
NANOFE 25. Jedné se o dlouhodobé stabilni vodnou suspenzi nZVI, ktera je
stabilizovana pouze anorganickym modifikatorem. Stfedni velikost nanocastic je
50 nm. Castice jsou dodavany firmou Nano Iron, s.r.0. CR. Byl sledovan vliv
dvou rtiznych koncentraci nZVI 1 g/l a 5 g/l. Tyto koncentrace byly ureny na
zaklad€ uvodniho experimentu, kdy na zaklad¢ dostupné literatury byly vybrany
Ctyfi riizné koncentrace elementarnich nanocastic (1 g/l, 2 g/l, 5 g/l a 10 g/),
jejichz ucinek byl zkoumdn. Vzhledem k silnému cytotoxickému uc¢inku nZVI
byly nasledné vybrany koncentrace 1 g/l a 5 g/l. Uéinek nZVI byl porovnan
s u¢inkem dvou zndmych prooxidantii peroxidu vodiku (500 uM) a menadionu
(100 uM) (Winterbourn Ch. C. a kol., 1979). Vlivu studovanych stresovych
latek byly mikroorganismy vystaveny v pozdni fazi exponencidlniho ristu,
protoZze bylo na$i laboratofi diive zjiSt€no, ze mikroorganismy nachazejici se
v tomto fyziologickém stavu jsou vuc¢i u€inkim nZVI nejcitlivéj§i. Na tvod
experimentu bylo proto nutné nejprve proméfit ruastové kiivky studovanych
mikroorganismii. Po nartstu bunécné populace na pozadovanou optickou
denzitu byly bufiky separovany centrifugaci (9000 g, 10 min, 10°C) a promyty
v 10 ml 0.15 M fosfatového pufru. Odstiedéné bunky byly resuspendovéany v 5
ml 0.15 M fosfatového pufru. Ziskanou bunécnou suspenzi byly inokulovany
ptfipravené roztoky (10 ml 0.15 M fosfatového pufru) studovanych latek na
optickou denzitu 0,200 £ 0,005. Behem prabchu pokusu byly odebirany vzorky
v intervalech 5, 10, 15, a 30 minut. Uinky latek byly vyhodnoceny oproti
kontrolni bunétné populaci a stanoveny na zakladé¢ hodnot ziskanych pomoci
metody KTJ (kolonie tvofici jednotky) na vrstvé Zivného agaru.
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Vliv huminovych ldatek na sniZeni toxicity nanocdstic nulamocného Zeleza
Huminové latky (HL), jejichZz potencialni protekéni uc€inky byly v préci
zkouméany, byly pfipraveny ze surovin pochazejicich z lomti v Ceské republice.
Distributorem je Vyzkumny tstav anorganické chemie (VUANCh), a.s. Usti nad
Labem. Zkoumanymi latkami byl humat sodny PAB 32 a huminové kyseliny
VO00A1, SMO1A1, SJ02b/OA, SD11A2 (Madronova L. a kol., 2010), u kterych
nebyl prokdzan negativni UCinek na bunécny riist. Nasim tkolem bylo najit
huminové latky, které by mohly ucinné ochréanit buiiky pied toxicitou nZVI.
Pouzitd koncentrace u vSech vybranych typt huminovych latek byla 0,3 g/l.
Tato koncentrace byla vybrana na zdklad¢ piredchozich pokusii nasi laboratofe,
kdy byl zkoumén vliv riznych koncentraci na rlst suspenzni populace
vybranych bakterii. Metodika sledovani vlivu huminovych latek na snizeni
toxicity nZVI, byla stejnd jako v pfipadé sledovani jejich toxickych ucinki.
Protektivni charakter huminovych latek byl porovnan s u€inkem studovanych
koncentraci nZVI na vybrané mikroorganismy bez ptitomnosti huminové latky.

Vysledky a diskuze

Expozice ucinkiim nanocdstic nulamocného Zeleza

Studované mikroorganismy reagovaly na piitomnost stejnych koncentraci
nanocastic odliSné. Na obrdzcich 1 ab,c jsou dokumentoviany prub¢hy
zavislosti ubytku KTJ na c¢ase vdisledku expozice studovanych
mikroorganismi stresovym latkam.
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Obr. 1a,b,c. Expozice bakterie Pseudomonas fluorescens (a), Rhodococcus
erythropolis (b) a kvasinkové populace Trichosporon cutaneum (c) u€inkim
prooxidantli (peroxid vodiku 500 puM, menadion 100 pM) a vybranych
koncentraci nanocastic elementarniho zeleza (nanoFe 1 g/l a 5 g/l).

Na zdkladé¢ provedenych experimenti bylo zjiSténo, Ze nejcitlivéjSim
mikroorganismem vic¢i ufinkim sledovanych koncentraci nZVI je bakterie
Pseudomonas fluorescens. Obrazek la ilustruje, Ze jiz po 5 minutdch inkubace
bakterie v pritomnosti 1 g/l nZVI doslo k ubytku KTJ o 90 %. Vliv peroxidu
vodiku mél na studovanou bunécnou populaci podobny ucinek, pocet KTJ klesl
0o 94 %. Naproti tomu negativni plisobeni menadionu na Zzivotaschopnost
bakterialni populace bylo pozvolné a k vyraznému poklesu reprodukéni aktivity
dochézelo az po 15 minutach. V ptipad¢ grampozitivni bakterie Rhodococcus
erythropolis (viz obr. 1b) bylo zjisténo, Ze je vici u€inkiim obou sledovanych
koncentraci nZVI odoln€j$i nez P. fluorescens. Ob¢ studované koncentrace
nZVI, které byly zkoumany v ptedloZzené praci, nemély na bunécnou populaci
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bakterie R. erythropolis v daném ¢asovém intervalu letalni G¢inky. K podobnym
zavérim dospéla 1 prace kolektivu Barnes R.J. a kol, 2010. V jejich praci bylo
zjisténo, ze diky rigidnéj§i bun&tné sténé jsou grampozitivni bakterie odolnéjsi
vuci uCinkim nZVI. Béhem prvnich 5 minut expozice bun¢k koncentraci 1 g/l
poklesl pocet KTJ o 80 % a béhem nasledné¢ho pozorovani jiz dal§i vyznamny
pokles reprodukcni aktivity nenastal. V piipad¢ vyssi koncentrace byl prub¢h
podobny, srozdilem, ze pocet KTJ po 5 minutich inkubace klesl o 88 %.
Uginek menadionu mél na bunénou populaci rodokoka letalni ti¢inek na rozdil
od peroxidu vodiku, ktery se choval podobné jako nZVI. U populace kvasinky
Trichosporon cutaneum (viz obr. 1c) se letalni ucinky nZVI se projevily az po
15 minutach puasobeni. Jeho odolnost vic¢i ucinkim nZVI je v porovnani
s rodokokem niz$i. V ptipad¢ kvasinky byl nejvyznamnéjsi rozdil zaznamenan
v reakci na ptitomnost peroxidu vodiku. Kvasinka je vii¢i jeho €¢inkiim vyrazné
odolngjsi, nez zkoumané bakterie.

Ze skuteCnosti, ze se toxicita nZVI u studovanych mikroorganismi vzdy
neprojevila stejnym procentudlnim poklesem hodnoty KTJ je moZné usoudit, Ze
rychlost néastupu letalnich Gc¢inkii nanocastic u exponovanych mikroorganismui
bude zaviset na vice faktorech a aktualnim fyziologickém stavu
mikroorganismii. Trendy zavislosti Ubytku hodnoty KTJ na cCase vSak
jednoznac¢né dokumentuji silné cytotoxické ucinky nZVI u vsech studovanych
mikroorganismi.

VIiv huminovych latek na sniZeni toxicity nanocdstic Zeleza nulové valence
Obrazek 2 a,b ilustruje, jak se projevila ptitomnost huminové latky SMOA1 na
snizeni toxicity u bakterie R. erythropolis a kvasinky T. cutaneum.
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Obr. 2 a,b. Vliv huminové kyseliny SMOIA (HL) o koncentraci 0,3 g/l na
protekci bakterialni populace Rhodococcus erythropolis (a) a kvasinkové
populace Trichosporon cutaneum (b) pied toxickymi uc€inky nanocastic
elementarniho zeleza (nanoFe 1 g/l a 5 g/l).

U bakterie Rhodococcus erythropolis (viz obr. 2a) byly prokdzany pozitivni
protektivni U€inky predev§im u huminové kyseliny SMO1A. Interference 0,3 g/l
huminové kyseliny SMOA1 s1 g/l nZVI vedla k plnému omezeni toxicity
nanocastic a v prub&hu pokusu nedoslo k zadnému poklesu reprodukéni aktivity
u exponovanych buné€k. Huminova kyselina SMOA1 mé u populace kvasinky T.
cutaneum (viz obr. 2b) na omezeni toxicity stejné koncentrace nZVI opacny
vliv. Vtomto pfipadé huminova kyselina jen CasteCné omezila cytotoxické
plisobeni nanocastic. Na obrdzku 3 a, b je dokumentovana opacna situace, ktera
nastala po aplikaci huminové kyseliny SJO2b/oA na populaci vybranych
mikroorganismi.
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Obr. 3 a, b. Vliv huminové kyseliny SJ02b/oA (HL) o koncentraci 0,3 g/l na
protekci bakteridlni populace Rhodococcus erythropolis (a) a kvasinkové
populace Trichosporon cutaneum (b) pied toxickymi uc¢inky nanocastic
elementarniho zeleza (nanoFe 1 g/l a 5 g/l).

Z obrazku 3a je patrné, ze v ptipad¢ R. erythropolis se ptitomnost huminové
kyseliny SJ02b/oA neprojevila vliv na omezeni toxicity nZVI na rozdil od
kvasinkové populace (viz obr. 3b), kde doslo k vyraznému snizeni letalnich
ucinkt 1 g/l nZVI. V ptipad¢ bakteridlni i kvasinkové populace byla prokazana
schopnost omezit toxicitu koncentrace nZVI 1 g/l také u huminové kyseliny
VOOA1. Naopak kyselina SD11A2 neprojevila vyrazny vliv na ochranu obou
exponovanych mikroorganismui. Protektivni charakter huminovych latek se
nejméné projevil v pripadé bunécné populace P. fluorescens, kdy nedoslo
k Zadnému vyznamnému omezeni cytotoxickych u¢inkti nZVI. Tato skutecnost
rovnéz  potvrzuje  rozdilnou afinitu  huminovych latek  k riznym
mikroorganismim. Efektivita protekce mikroorganismii huminovymi kyselinami
zavisi nejen na typu huminové latky, ale také pouzité koncentraci (Chen J. a
kol., 2011).

U bunécné populace bakterie R. erythropolis a kvasinky T. cutaneum byl rovnéz
vyzkousen vliv dvou riznych koncentraci humétu sodného PAB 32 (0,01 g/l a
0,3 g/1). Jednotlivé prabehy jsou ilustrovany na obrazku 4 a, b, ¢, d.
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Obr. 4 a, b,c, d. Vliv dvou rliznych koncentraci humatu sodného PAB 32 (HL)
na protekci bakteriadlni poluce Rhodococcus erythropolis, a) 0,01 g/l, b) 0,3 g/l
PAB 32, a kvasinkové populace Trichosporon cutaneum, c) 0,01 g/1, d) 0,3 g/l

PAB 32, pted toxickymi G€inky nanocastic elementarniho Zeleza (nanoFe 1 g/l a
5¢g/l).

Z vyse uvedeného obr. 4 je patrné, ze v ptipad¢ bakteriadlni populace (viz obr.
4a, b) méla nizsi studovand koncentrace humatu sodného vyrazngjsi protekéni
ucinek, nez koncentrace vyssi. Tato skute€nost naznacuje mozny cytotoxicky
ucinek vyssi aplikované koncentrace humatu sodného PAB 32 vici bakterii R.
erythropolis. U kvasinky T. cutaneum (viz obr. 4c¢, d) byl zaznamenéan opacny
prabéh. V tomto piipad¢ niz8i studovana koncentrace humatu sodného (0,01 g/1)
neprokazala, na rozdil od vyssi koncentrace (0,3 g/l), zddny vliv na omezeni
toxicity nZVIL.
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PtedloZzena prace dokumentuje prvni vysledky naznacujici pozitivni vliv
nékterych studovanych huminovych latek na snizeni nebo uplné omezeni
cytotoxicity nZVI. Ve vyzkumu v této oblasti vSak bude nezbytné nadile
pokracovat s cilem objasnit mechanismy, kterymi huminové latky na snizeni
toxicity nZVI piisobi.
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Stanoveni metabolickych intermediati mikrobialni degradace dinitrofenolu

Karlova P., Halecky M., Paca J.

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Mikroorganismy jsou schopné odbouravat nitrofenoly oxida¢ni nebo redukéni
cestou za vzniku fady metaboliti. Pfi nevhodné volbé podminek biodegradace
se mohou nékteré metabolity hromadit v médiu; jako obtiZzné odbouratelné se
jevi zejména aminoderivaty vzniklé redukci nitrofenolil, které navic mohou
vykazovat vys$i toxicitu nez vychozi latky. Pro uspéSné fizeni bioprocesu
vedouci k aplné detoxikaci nitrofenolli je tedy schopnost detekovat ptipadné
intermediaty klicova.

Cilem provadéného méfeni bylo vyvinout metodiku identifikace intermediath
degradace dinitrofenoltl z kapalnych vzorkt pomoci GC/MS a jejich
kvantifikace na HPLC/DAD. Komplexni povaha kapalnych vzorkl
z bioreaktorti vyZadovala jejich Gpravu pied vlastni analyzou. Za timto Gcelem
byla testovana Uc€innost extrakce standardi pifedpokladanych intermediati
dvéma organickymi rozpoustédly (diethylether, dichlormethan) a jejich
derivatizace tfemi riaznymi Cinidly. Jako nejicinnéj$i metoda upravy vzorkl pro
GC/MS se ukazala extrakce do diethyletheru a silylace fenolii pomoci BSTFA +
TMCS (N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid + trimethylchlorosilan).

Financovano z ticelové podpory na specificky vysokoskolsky vyzkum (MSMT ¢.
21/2012)
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Separace mikroskopickych Fas pomoci magnetickych ¢astic

Podolova N., Prochdzkova G., Branyik T.

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Mikroskopické fasy jsou v dnes vyuzivany k variabilnim ucelim - od vyroby
dopliikli stravy, krmiv pro hospodaiska zvifata ¢i akvakultury, ptfes kosmetické
produkty az k biopaliviim. Separace mikroskopickych tas z jejich kultiva¢niho
prostiedi ma vyuziti ve sklizni téchto mikroorganismil, a protoZze konvencni
metody separace biomasy (napi. centrifugace, mikrofiltrace) predstavu;ji
ekonomicky néaro¢né procesy, je tieba vyvinout levnéjsi alternativy. Mozné
feSeni pfedstavuji magnetické separace, v soucasnosti pouzivané v mnohych
biotechnologickych odvétvich. Predmétem piedlozené prace bylo studium
adheze mikroskopické sladkovodni tasy Chlorella vulgaris P12 na tii typy
superparamagnetickych mikro¢astic SiMAG-ionex (Chemicell), nesoucich
diethylaminoethylové (SiMAG-DEAE), polyethyleniminové (SiMAG-PEI)
anebo (2-hydroxypropyl)trimethylamonium chloridové (SIMAG-Q) funkc¢ni
skupiny, s cilem stanovit, zda je mozné vyuzit magnetickych agens k tispésné
separaci fasové biomasy. Nejprve byly charakterizovany povrchové vlastnosti
bun¢k C. vulgaris a magnetickych Castic méfenim zeta potenciall (v roztocich
10 mmol.dm™ KCI, pH 2-12), na jejichz zakladé byly uréeny podminky, za
kterych vykazuji buiikky a magnetické Castice opacny elektrokineticky potencial
(10 mmol.dm™ KCI, pH 4). Po experimentalnim stanoveni doby separace (30
min) pii laboratorni teploté byla sledovéna zavislost i€innosti separace biomasy
na poméru hmotnostnich koncentraci pfidanych magnetickych ¢astic k biomase.
U¢inné separace fasové biomasy, tj. nad 90 %, bylo dosaZeno pii poméru
hmotnostnich koncentraci 0,1 v piipadé ¢astic SIMAG-PEI a SiIMAG-Q. Castice
SiIMAG-DEAE vykazovaly niz8i schopnost separace bungk, jelikoz bylo tfeba
ptidat téméf dvojnasobnou hmotnost ¢astic. Magnetizace zivé fasové biomasy
za modelovych podminek byla uspéSnd. V navazujici praci budou v ramci
optimalizaci metody testovany 1 odlisné experimentalni podminky.
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Vliv resveratrolu a jeho analogii na adhezivni schopnosti bakteridlnich
bunék

Kienkova J., Kolouchova I.

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Stilbeny jsou pfirodni fenolické slouceniny rostlin, které plisobi jako ochranné
latky pro buiiky vystavené stresovym podminkdm (UV zafeni, teplota, napadeni
mikroorganismy). Stilbeny fadime mezi fytoalexiny - sekundarni metabolity,
mezi jejichz zastupce patii napt.: resveratrol, pinosylvin a dalSi. Ve stresovych
podminkéch, v pfitomnosti nékterych stilbenti, nedochazi k nartistu bakteridlnich
bunék. Toto zjisténi se vSak tyka jen nékterych stilbentl, pfedevs§im resveratrolu
a pinosylvinu. Biofilm studujeme diky schopnosti buné¢k adorovat na povrch.
Biofilm je vrstva organismil na povrchu (jakykoliv material, na kterém je dany
organismus schopen adheze, napf..nemocni¢ni materidl, sliznice, povrchy ve
vodnim prostfedi). Biofilm je schopen odolavat riznym fyzikdlnim a
chemickym vliviim. V této préaci studujeme vliv stilbend na tvorbu a stabilitu
biofilmu u bakterii rodu: Rhodococcus erythropolis, bakterie gram- atypicky
pozitivni; Pseudomonas aeruginosa, bakterie gram - negativni a Micrococcus
luteus, bakterie gram - negativni.
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Biologicka degradace acetonu a styrenu v probublavaném submersnim
reaktoru

Vanék T., Halecky M., Paca J.

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Tato prace se zabyva biologickou degradaci par acetonu a styrenu
v probublavaném submersnim reaktoru. B&hem tohoto experimentu byla
sledovana schopnost probubldvaného submersniho reaktoru u¢inné degradovat
smés par acetonu a styrenu. Soucasné byla sledovana tvorba a hromadéni
biodegradac¢nich intermetabolitti v médiu.

Reaktor se skladdal ze sklenéné kolony (ID = 75 mm a H = 620 mm), pracovni
objem reaktoru byl 1,5 L a vyska kapaliny v reaktoru 320 mm. Reaktor byl
provozovan v ,upflow uspofddani, homogenizaci vsadky zajiStoval proud
vzduchu. Reaktor byl inokulovan smésnou mikrobialni populaci izolovanou
z biofiltru, ktery byl dlouhodobé zatézovan smési par acetonu a styrenu
za konstantniho pratoku vzduchu (V, = 1 L.min"). Bé¢hem experimentu byly
sledovany nésledujici provozni parametry: vstupni a vystupni koncentrace
acetonu a styrenu ve vzduchu, koncentrace acetonu v kapaling, koncentrace
rozpusténého kysliku v kapaling, teplota, pH, pritok vzduchu a suSina biomasy
v médiu.

Byla zjiSténa schopnost probublavaného submersniho reaktoru ucinné
degradovat pary acetonu a styrenu ve smési. Reaktor vykazoval nestabilitu a
citlivost na zmény organické zatéze. V ptipadé¢ zatizeni reaktoru celkovou
organickou zatézi nad 50 g.m”.h"' doslo k poklesu koncentrace rozpusténého
kysliku v médiu, tim byla limitovdna ucinnost degradace a byla sledovana
tvorba intermediatti degradace acetonu a styrenu.



