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Staré zvyky a obyceje v pivovarstvi

Basatova Gabriela
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

V pivovarstvi se od praddvna udrzovalo mnoho zvykii a obycejii, pfedevSim o
Velikonocich, Vanocich a kolem Nového roku a na svatek Tti krald. Nejvice se slavil
masopust s pohibivanim Bacchuse a s bohatou maskarni veselici. O Véanocich a
Velikonocich se udrzovaly zvyky, jejichZ soucasti byla 1 koleda a vybirani darkl od
vedeni pivovaru (sladka) a odbératelii. Vedouci osobnosti svatecnich setkani, které
vSichni vykazovali uctu, byl slddek pivovaru se svoji rodinou. V ptednaSce jsou
popsany 1 dalS§i zvyky a obyceje uplathované v minulych stoletich v Ceskych a
moravskych pivovarech.
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Tvorba degradaénich produktii iso-alfa-horkych kyselin

Ryparova Alena, Karabin Marcel
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Cilem prezentované prace na téma ,,Tvorba degradacnich produkti iso-a-hotkych
kyselin® bylo zjistit vliv reakénich podminek na rozklad standardu iso-a-hoikych
kyselin za vzniku jejich degradacnich produkti a déle sledovat vliv podminek
skladovani na obsah iso-a-hotkych kyselin, na celkové mnozstvi oxidu sifi¢itého v
pivu a na zmény antioxidac¢niho potencialu piva.

Byly analyzovéany dicyklohexylaminové standardy iso-a-hotkych kyselin, jejichz
rozklad byl sledovan pii pokojové teploté na svétle a bez ptistupu svétla, pii teploté
35°C bez pristupu svétla bez ptidavku a s ptfidavkem antioxidantu. Déle byly
testovany vzorky hotového piva z jedné Sarze, které byly skladovany pii pokojové
teploté na svétle a ve tmée a pii teploté 30°C ve tme po dobu péti mésict.
Nejvyznamnéj$i vliv na rozklad standardu iso-a-hotkych kyselin mé zvySena teplota.
Pridavkem antioxidantu se rozklad iso-a-hotkych kyselin zpomali. Rozkladem
standardu iso-a-hotkych kyselin vznikaji jejich degrada¢ni produkty, jejichz mozné
struktury byly navrZzeny pomoci metody HPLC-NMR. Zavislost mezi rozkladem iso-
a-hotkych kyselin a mezi vznikem jejich degradac¢nich produktii je linearni.
Naméiené vysledky potvrdily, ze pii nevhodném skladovani hotového piva zvlaste
pii zvySené teploté, dochéazi k ibytku obsahu iso-a-hotkych kyselin. V hotovém pivu
byl zjistén vyraznéjsi pokles obsahu trans- isomert iso-a-hotkych kyselin nez jejich
cis- i1somertl.

Béhem skladovani piva dochazi také k vyraznym ztratdm oxidu sifi¢itého a
antioxidacniho potencidlu piva. Zmeény sledovanych analytickych veli¢in byly
nejvyraznéjs$i u vzorkli ulozenych pti 30°C. Nebyl zaznamenan rozdil v rychlosti
ubytku sledovanych analytickych veli¢in béhem skladovani piva pii pokojové teploté
na svétle a pi1 pokojové teploté bez pristupu svétla.
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Sledovani a charakterizace fyziologickych zmén v pivovarskych kvasinkach

Prokop Zden¢k, Fiala Jaromir
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Cilem této prace bylo studium zmén obsahu intracelularnich latek a vlastnosti
bunécné stény béhem propagace a obsahu intracelularnich latek, vlastnosti bunécné
stény a obsahové vyznamnych latek v mladin€ v pribéhu hlavniho kvaseni.
Zkoumany byly tfi provozni kmeny spodnich pivovarskych kvasinek, které prosly
dvéma odliSnymi zplsoby uchovéavani. Prvni populace kvasinek byly uchovavany
klasickym zpiisobem na sladinovém agaru v lednici pii teploté 4 °C po dobu jednoho
roku s pravidelnym pieockovavanim kazdé tf1i mésice a druhé populace byly
uchovavany s ptidavkem ochranné latky v elektrickém mrazicim zafizeni pti teploté -
70 °C po dobu jednoho roku.

Ve stejny moment byla zahajena propagace i1 hlavni kvaSeni u vSech sledovanych
populaci a byly pozorovany odliSnosti v parametrech — nartist biomasy, hydrofobita,
sedimentac¢ni schopnosti, rH, ubytek extraktu, vyuziti sacharidi a aminokyselin,
tvorba vicinalnich diketonli, relativni velikost a granularita bunék a obsah
intracelularnich latek v bunkach kvasinek.

Ziskané vysledky ukézaly, ze kvasinky uchovdvané zptisobem klasickym i novéjsSim
za pouziti teploty -70 °C se od sebe vyznamnéji nelis§i a zachovavaji si vitalitu a
viabilitu na velmi podobné urovni.
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Stanoveni polyfenoli v pivu a pivovarskych surovinach

Zvonik Josef, Dostalek Pavel

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Tato prace se zabyvala vyvojem obsahu fenolovych latek, zejména flavan-3-ola
v prubéhu sladovani a vyroby piva. Pro kvantifikaci téchto latek byla pouzita
vysokoucinna kapalinova chromatografie s detekci diodovym polem i s detekci
hmotnostni.

V pribéhu sladovani byl potvrzen spiSe pokles vSech flavan-3-oli s vyjimkou
katechin-glukosidu. Tato latka v pribéhu sladovani vznika a to zieym& b&hem
namaceni a kliceni. Obsah fenolovych kyselin ziistadva na stejné Urovni nebo se
zvysuje, jelikoz se uvoliuji ze svych vazanych forem.

Bilance latek v priab&hu vyroby piva je velmi obtizna. U velmi riznorodych varek byl
v8ak zjiStén pokles obsahu flavan-3-olli, zejména polymerovanych. Obsah
fenolovych kyselin ziistdva na stejné irovni nebo mirn¢ klesa.

Vysledky prace naznacluji, Ze stabilizacni prostiedek na bazi polyamidu dokaze
stabilizovat s vétSi uCinnosti, nez stabilizator s polyvinylpolypyrrolidonem i pfesto,
ze odstranuje mensi mnozstvi polyfenolt.

Antioxida¢ni kapacita je nejvySsi u mladiny, kde se k fenolovym slouc¢eninam sladu
pridaji vysoce antioxida¢né ucinné latky zchmele. V prabéhu dal$i vyroby piva
antioxidacni kapacita spiSe klesd. Extrakéni postup pouzity na vzorky v této praci
vyraznéji neovliviluje antioxidacni vlastnosti a tedy zfejmé ani profil fenolovych
latek.
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Vliv tanini na obsah a sloZeni polyfenolu bilych vin

’ ’ -1 ’ v2 . 71
Cichova Marie', Urbanek Ales”, Fiala Jaromir

'Ustav kvasné chemie a bioinZenyrstvi, VSCHT Praha
’Bohemia Sekt, a.s.

Rostlinné latky fenolové povahy se ve viné vyskytuyji ve velmi nizkych
koncentracich, proto je nutné tyto latky pied samotnym stanovenim zakoncentrovat.
Vhodnou metodou pro izolaci, purifikaci a zakoncentrovani fenolovych latek ze
slozit¢é matrice je extrakce na pevné fazi (SPE). NejdalezitéjSimi skupinami
fenolickych latek jsou fenolické kyseliny, flavonoidy, flavanoly, anthokyany a
ttisloviny. Tyto latky slouzi jako reduk¢ni €inidla a podobné jako vitamin E a C ¢i
karotenoidy ochraiiuji lidské tkané ptfed oxidaénim stresem, ktery mize byt
doprovodnym jevem mnoha onemocnéni jako napt. rakoviny, koronarnich a
zanétlivych onemocnéni.

Tato prace se zabyva stanovenim celkovych a jednotlivych polyfenolickych latek ve
ving, jejich obsahem a zménami jejich obsahu po pridavku taninii ve dvou riznych
koncentracich. Vina byla pied i po pfidavku tanini podrobena senzorické analyze a
byl sestaven chutovy profil vlivu taninli na senzorické vlastnosti.

Ptidavek taninu do vina mize vyrazné ovlivnit chut’ i vlini vina, jak pozitivné tak
1 negativné. Vysledky ziskané v praci jsou pouZitelné pro optimalizaci piidavku
taninli do vin révy vinné v koncentraci, ktera nejlépe ovliviiuje senzorickou kvalitu
vina. Pro volbu vhodného taninu je nutné piihlédnout k tomu, ze kazd4 vinatska
oblast a vino vni vyrobené, ma rozdilné podminky pro zrani hroznii a jiné
technologické postupy pii vyrob¢ vina..
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Detekce pridavku aromatizujicich preparati do vin

Rajchl A.', Lukesova D.%, Cizkova H.!, Voldtich M.", Panovska Z.2

1l:JstaV konzervace potravin a technologie masa, VSCHT Praha, Technicka 5, 166 28 Praha 6
*Ustav chemie a analyzy potravin, VSCHT Praha, Technickd 5, 166 28 Praha 6

Uvod

Pyraziny patfi mezi senzoricky vyznamné dusikaté heterocyklické latky. Kromé
alkylpyrazinii, které se vyznamnou mérou podileji na chuti a viini vétSiny tepelné
upravenych, pfedev§im pak pecenych a smazenych potravin, patii mezi senzoricky
nejvyznamngjsi alkoxypyraziny. Mezi nejvyznamnéjsi zastupce alkoxypyrazint patii
methoxypyraziny (MP).

Methoxypyraziny se vyskytuji ve zpracovanych potravinach, ale rovnéz v syrové
zelenin€ (v hrasku, fepé€, zelen€ paprice, raj¢atech) a ve vinnych hroznech. MP lze dle
hlediska vzniku zatadit mezi latky aromatické primarni, tedy takoveé, které maji
puvod v hroznech a tvofi odriidovy charakter vina. K této skupin¢ se tadi také
prefermentacni latky, které se tvofi v obdobi mezi sbérem hroznli a zacatkem
alkoholové fermentace.

V odriidach Cabernet sauvignon a Sauvignon je mozn¢é nalézt tfi vyznamné zastupce
MP. Pievladajicim pyrazinem je 3-isobutyl-2-methoxypyrazin (IBMP), ktery se v této
odriidé vina nachazi v koncentracich 5-50 ng/l a jehoz aroma je popisovano jako
»zelené® a po paprice. Dale v odridé Cabernet sauvignon a Sauvignon nalezneme 3-
sec-butyl-2-methoxypyrazin (SBMP) a 2-methoxy-3-isopropylpyrazin (IPMP).
Prahova hodnota detekovatelna ¢ichem pro tyto pyraziny je v rozmezi od 1 ng/l do 42
ng/l a aroma ma charakter Cerstvé posekané travy. Ve stopovych hladinach je
pfitomen 3-ethyl-2-methoxypyrazin (ETMP).

Obsah MP ve vin¢ zavisi hlavné na stupni dozrani hrozni, jejich obsah rapidné klesa
v obdobi, kdy se zacinaji vybarvovat hrozny. Déle obsah zavisi na klimatu, takze vina
z chladnéjSich oblasti obsahuji vice MP nez stejné typy vin z teplejSich oblasti. Vliv
ma také slune¢ni svit, protoze hrozny dozravajici v temnu obsahuji az tfikrat vyssi
koncentraci MP.

Cil prace

Prace byla zaméfena na stanoveni charakteristickych aromatickych profili vina
Sauvignon a identifikaci pfidavku umélého aroma dostupného na trhu v Ceské
republice s pouzitim metody SPME/GC/MS. Metodami senzorické analyzy bylo
zjistovano, zda lze lidskymi smysly rozpoznat ptidavek aromatického preparatu a
v jakém koncentra¢nim rozmezi je ptidavek pro hodnotitele chutové piijemny.

Metoda SPME/GC/MS
V poslednich letech se Casto pouziva izolacni technika mikroextrakce na tuhé fazi
(SPME), kterd dovoluje rychlou a pomérné spolehlivou analyzu aromatickych latek
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ve vin¢é. Kombinace SPME s plynovou chromatografii s hmotnostnim detektorem
nabizi jednoduchy, rychly a citlivy pfistup vhodny pro charakterizaci sloucenin
aroma vina bez slozitého postupu ptipravy vzorku.

Sorpce aromatickych latek byla provadéna za vyuziti vlakna Supelco SPME Fiber
Assembly 100 um Polydimethylsiloxane Coating (PDMS). Veskeré analyzy byly
provadény s ptidavkem soli (NaCl) a za michani 900 otadek/minutu. Cas sorbce &inil
30 minut pii teploté 25 °C. Délka doby desorpce aromatickych latek z SPME vlakna
pii analyze Ccinila 2 minuty. Pro stanoveni celkového profilu aromatickych latek byl
vyuzit teplotni program 1 (vydrz 50 °C / 5 minut, nartst 5 °C/min do teploty 150 °C,
narast 10 °C/min do 220 °C, vydrz pti 220 °C/2 minuty, teplota MS detektoru: 220 °C,
mobilni faze: helium, pratok 1,2 ml/minutu), pro stanoveni methoxypyrazini byl
pouzit zrychleny teplotni program 2 (vydrz 50 °C/5 minut, narast 5 °C/min do teploty
110 °C, nartst 30 °C/min do 220 °C, vydrz pii 220 °C/2 minuty, teplota MS detektoru:
220 °C, mobilni faze helium, pritok 1,2 ml/minutu), ktery umoznil zkraceni analyzy z
35 minut na 20 minut pfi zachovani dobré separace pikli methoxypyrazint.
Kvantifikace byla provedena pomoci standardu IBMP (98%, Sigma Aldrich). Jako
vnitini standard byl pouzit 3-oktanol. Ukdzka chromatogramu standardu IBMP
s vnitinim standardem 3-oktanolem je na obrazku 1.
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Obrazek 1 Ukazkovy chromatogram standardu IBMP s vnitinim standardem
3-oktanolem

Ve vinech typu Sauvignon byl jako charakteristicka latka uréen IBMP jehoz
koncentrace se pohybovala v rozmezi 4,67-17,0 ng/l, primérnd hodnota byla 11,2
ng/l. Byla provedena analyza umé¢lého aroma, Aroma fantasia S (imitujici aroma
Sauvignon), které je bézné dostupné na trhu v CR. Bylo zji§téno, Zze umélé aroma
neobsahuje hlavni pyrazin vina typu Sauvignon 2-methoxy-3-(1-methylpropyl)-
pyrazin, ale jeho isomer 2-methoxy-3-(2-ethylpropyl)-pyrazin, jehoZz senzorické
vlastnosti jsou obdobné, ale chromatografické mirné odlisné (jiné charakteristické
fragmenty a jejich zastoupeni, jiny reten¢ni ¢as). Chromatogram standardu s umélym
aromatizujicim preparatem je na obrazku 2.
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Abundance
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Obrazek 2 Prekryty chromatogram, fialovy chromatogram je standard IBMP o
koncentraci 100 pg/l a zeleny chromatogram je roztok modelového roztoku vina s
pfidavkem umélého aromatizujiciho preparatu. Je patrné dobré chromatografické
déleni obou methoxypyrazinli

Senzoricka analyza

Ve viné Veltlinské zelené nebyla latka IBMP primarné detekovana. Tento druh vina
byl vybrdn pro posouzeni ptidavku jediného aromatizujiciho preparatu na ceském
trhu obsahujictho 2-methoxy-3-(2-methylpropyl)-pyrazin, ktery mé& obdobné
senzorické vlastnosti jako 3-isobutyl-2-methoxypyrazin. Obohaceni umélym
aromatizujicim preparatem bylo testovano ve dvou sadach. V sad¢ oznacené A byly
koncentrace umélého aromatizujiciho preparatu 1, 5, 10 a 50 ng/l, v sad¢ oznacené B
byl ptidavek 5,10, 15 a 20 ng/I1.

Hodnoceni se zucastnilo 23 hodnotitel (19 Zen, 4 muzi) z fad student 4. ro¢niku
FPBT, z fad zaméstnanct a studentii doktorandského studia. Vzorky byly oznaceny
Ctyfmistnym koédem. MnoZstvi podavaného vzorku bylo 25 ml v kddince oznacené
Ctyfmistnym kodem. Piihodnoceni viné byly vzorky podavany ve 100 ml
sklenénych uzavienych prachovnicich, s mnozstvim vzorku 30 ml. Obé sady byly
hodnoceny stejnymi hodnotiteli. Vzorky byly podavany pii teploté 20 °C.
Neutralizatorem chuti byla voda, syr a bilé pecivo.

Vzorky byly posuzovany potfadovou zkouskou (CSN ISO 8587), ktera se uzivéa ke
zjisténi rozdillh mezi vzorky mezi vétSim poctem vzorkl nez dva. Hodnotitel obdrzi
fadu vzorkii v ndhodném potadi a ma za tkol je sefadit podle zkoumaného znaku.
Vyhodnoceni pofadové zkousky se provadi dle metod Kramera, Friedmana a Page,
pii kterych se spocitaji kritéria a porovnavaji se se statistickymi tabulkami. K
zpracovani ziskanych vysledkii byla proto zvolena metoda dle Friedmana. Vysledky
byly zpracovany statistickym programem STATVYD verze 2.0 beta (vypocet souctu
pofadi a hodnoty F, kterd se porovnava s tabelovanou hodnotou) na hlading
pravdépodobnosti 95 %.
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V sadé A byly nalezeny statisticky vyznamné rozdily v celkové piijemnosti chuti.
V tabulce I je uveden soucet potadi (nejvice piijemny vzorek méa nejmensi soucet
potadi), v tabulce II jsou zobrazeny rozdily mezi vzorky. Statisticky vyznamny rozdil
na hladiné¢ pravdépodobnosti 95 % existuje, je-li vypoctena hodnota Friedmanova
kritéria vétsi neZ tabelovana hodnota pro 4 vzorky. Rovnéz pro rozdily souctu poradi
plati, Ze v ptipad¢ prikaznych rozdili na hladiné pravdépodobnosti 95 % je kriticka
hodnota vétsi nez piislusny rozdil souctu potadi.

Tabulka I Soucet poradi — celkova Tabulka II Rozdily souctu potadi —
fijemnost chuti celkova ptijemnost chuti
Koncentrace MP Kriticka
(ng/l) 1510750 hodnota HZ " 10 ng/1 | 50 ng/l
Soucet poradi 4712940 | 54 14,75
F=12,04 1 ng/l 18 7 7
Kritickd hodnota pro Cctyfi vzorky 5 ng/l 11 25
v’=7,81 10 ng/l 14

Podle souctu potadi lze ftici, Ze statisticky prikazné rozdily na hladiné
pravdépodobnosti 95 % jsou mezi vzorky o koncentraci 1 a 5 ng/l a mezi vzorky o
koncentraci 5 a 50 ng/l. Vzorek o koncentraci 5 ng/l byl hodnocen jako chutové
nejprijemnéjsi. Vzorek o koncentraci 50 ng/l byl hodnocen jako chutové nejméné
piijemny.

V sad¢ B byly nalezeny statisticky vyznamné rozdily v intenzité zelené viné mezi
vzorky o koncentraci 10 a 20 ng/l a mezi vzorky o koncentraci 15 a 20 ng/l. Vzorek o
koncentraci 20 ng/l byl vniman jako vzorek s nejvétsi intenzitou zelené viin€é. Mezi
ostatnimi vzorky nebyly pritkazné rozdily. V tabulce III jsou uvedeny soucty potadi a
v tabulce IV rozdily souctu potadi.

Tabulka IITI Soucet pofadi — intenzita 5 ng/l 7 10 9
zelené ving 10 ng/l 3 16
Koncentrace MP 5 10115120 15 ng/l 19
(ng/)
Soucet poradi 46 | 53 | 56 | 37
F=12,79
KritickdA hodnota pro c¢tyfi vzorky
v’=7,81

Tabulka IV Rozdily souctu poradi —
intenzita zelené viné

Kriticka 10 15 20

hodnota
14,75 ng/l ng/l ng/l
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Rozdily byly rovnéz nalezeny v sadé¢ B v intenzité¢ zelené chuti. Podle souctu
potadi lze fici, Ze statisticky prikazné rozdily nebyly shledany pouze mezi
vzorky o koncentraci 5 a 10 ng/l. Hodnotitel¢ byli schopni setfadit vzorky podle
intenzity zelené chuti, 1 kdyZ potfadi koncentraci 5a 10 ng/l neni statisticky
prukazné. V tabulce V jsou uvedeny soucty potadi a v tabulce VI rozdily souctu
poftadi.

Tabulka V Soucet potfadi — intenzita zelené chuti

Koncentrace MP 51101520
(ng/)
Soucet poradi 66 | 58 | 42 | 22
F =29,78
Kritickd hodnota pro Cctyfi vzorky
v’=7,81
Tabulka VI Rozdily souctu potadi — intenzita zelené chuti
Kriticka
hodnota 10 ng/1 | 15 ng/1 | 20 ng/1
14,75
S ng/l 8 24 44
10 ng/l 16 36
15 ng/l 20
Zavér

Ve vinech typu Sauvignon dostupnych na ¢eském trhu byla hlavni sloZka urcena
latka 3-isobutyl-2-methoxypyrazin (IBMP), jehoz koncentrace se pohybovala v
rozmezi 4,67-17,0 ng/l. Na Ceském trhu byl nalezen jediny umély aromatizujici
preparat firmy Zan aroma, u né¢hoz se ukdzalo, ze obsahuje isomer IBMP 2-
methoxy-3-(2-methylpropyl)-pyrazin, ktery méa obdobné senzorické vlastnosti.
Dale bylo zkoumano, zda ptichazi v ivahu falSovat vina umélym aromatickym
prepardtem. Ze zavéri senzorick¢é analyzy bylo zjisténo, Ze pridavek
methoxypyrazini do vina Sauvignon neni potfebny, nebot” byla senzoricky
nejlépe hodnocena koncentrace methoxypyrazini 5-10 ng/l, coz je mnoZstvi,
které se beézné vyskytuje u tohoto typu vina. Vina s vyS$im obsahem
methoxypyrazini jsou ¢ichem i chutovym smyslem povazovany za negativni.
Prace byla uskute¢néna za pomoci vnitiniho grantu ¢. 324/08/0015.
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Tvorba adukti karbonylovych sloucenin oxidem siric¢itym

Ehlova Tereza, Karabin Marcel, Dostalek Pavel
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Prace se zabyva studiem tvorby aduktli karbonylovych sloucenin s oxidem
sifi¢itym v modelovém systému, aplikaci poznatki z modelové studie v analyze
karbonylovych sloucenin metodou SPME-GC/MS a sledovanim tvorby aduktt
béhem hlavniho kvasSeni a dokvaSovani piva.

V experimentdlni Casti je pouzita metoda pritokové chronopotenciometrie
pro stanoveni oxidu sifi¢ittho a metoda SPME-GC/MS pro kvantifikaci
vybranych karbonylovych sloucenin.

Pomoci metody pratokové chronopotenciometrie byla popsana zavislost tvorby
aduktl karbonylovych slou€enin s oxidem sifi¢itym na pH, teploté, koncentraci
reaktantd a struktufe karbonylovych sloucenin v modelovém systému, jehoZz
zéaklad tvoftil acetatovy pufr.

Sledovanim rozpadu adukti v pivu pii teplot¢ 50 °C bylo zjisténo, ze
pii1 zakoncentrovani karbonylovych sloucenin béhem SPME zanika ¢ast aduktii
pfitomnych vpivu a na vlaknu se derivatizuji nejen volné karbonylové
slouceniny, ale 1ty, které pochazeji zrozpadlych aduktii a jsou za béznych
podminek senzoricky neaktivni.

Z hlediska tvorby adukti béhem vyroby piva je vyznamna fadze dokvaSovéani,
kdy se na karbonylové slouceniny védze az 50 % z celkového mnozstvi oxidu
sifi¢itého, ktery byl vytvoren béhem hlavniho kvaSeni.
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Charakterizace lihovarskych vypalki, jejich preiprava a nasledné
biotechnologické zpracovani

Vale§ Martin, Rychtera Mojmir

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Tato prace se zabyva analyzou lihovarskych vypalkil, vlivem pouzitych surovin
a technologického postupu pfipravy na jejich sloZeni, moZnosti pfedupravy a
nasledného biotechnologického zpracovani upravenych i neupravenych vypalki
pomoci anaerobni digesce.

Jako hlavni parametry charakterizace fidkych vypalkli byly zvoleny: CHSK,
obsah suSiny a popelu, koncentrace mineralnich latek a koncentrace glukozy,
etanolu, glycerolu, kyseliny mlétné, jantarové a octové. V pevnych fazich
vypalkl byl analyzovan obsah suSiny, popelu, bilkovin a celulézy. Analyzované
vypalky byly pouzity jako média pro anaerobni digesci.

Bylo provedeno celkem pét experimentil, jedna semikontinualni kultivace, tfi
»batch® kultivace a jedna ,,batch* kultivace s ipravou pH béhem procesu. Pro
vSechny experimenty byla pouzita smésnd termofilni anaerobni bakteridlni
populace ve formé aktivovaného kalu z termofilni ¢istirny odpadnich vod.
Semikontinudlni kultivace méla informovat o chovani pouzivané mikrobni
populace na daném médiu. V ,batch® kultivacich byly jako médium pouZzity
upravené i1 neupravené vypalky. Posledni kultivace s ipravou hodnot pH méla
informovat o vlivu hodnot pH na rychlost a celkovou produktivitu procesu.

Jako metody pfedupravy vypalkl byly pouzity separace a enzymova a kysela
hydrolyza pevnych fazi vypalkd. NejlepSich vysledkii na upravenych
materialech bylo dosaZzeno pii pouziti piidavku enzymové upravené pevné faze
k tidkym vypalkiim. NejvétSiho snizeni organické zatéze vypalkd a nejvyssi
produkce bioplynu bylo dosazeno pii kultivaci s upravou hodnot pH.
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Vyuziti zemédélskych surovin a odpadii pro fermentaéni produkci
rozpousStédel

Teply Jan, Patdkova Petra

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Tato prace se zabyva vyuzitim zemédélskych surovin a odpadl pro fermentacni
produkci rozpoustédel. Tvorba téchto rozpoustédel byla sledovana u Ctyt
bakterii z rodu Clostridium, jmenovité u C. saccharoperbutylacetonicum DSM
14923, C. beijerinckii DSM 6422, C. beijerinckii CCM 6218 a C. beijerinckii
NRRL B-466. Kultivace probihala vsadkové v nemichanych nddobéach, 50 ml
Erlenmeyerovych banikdch nebo 10 ml sklenénych zkumavkach, které byly
opatfeny vatovou zatkou. Tyto nddoby byly pak v anaerobni nadobé& pii 37°C
kultivovany v termostatu. Béhem kultivace bylo vyzkouSeno deset druhii médii,
dvé obsahujici melasu, dvé média zbrambor, jedno =z kukufice, dvé
s lihovarskymi vypalky a tfi s glycerolem.

Obsah organickych rozpoustédel v médiu — acetonu, etanolu a butanolu, stejné
jako obsah organickych kyselin — kyseliny octové a maselné — obsah nékterych
zdrojti uhliku (glukosa a glycerol) byl stanoven pomoci HPLC analyzy.
Koncentrace sacharosy u meédii, kter¢ obsahovaly melasu, byla stanovena
metodou podle Schoorla. Obsah Skrobu v médiich z brambor a kukufice byl
stanoven pomoci enzymatické sady MEGAZYME
AMYLOSE/AMYLOPECTIN. Biomasa ziskand po kultivaci byla stanovena
vazkove.

Médium, které poskytovalo nejvyssi koncentraci butanolu, bylo kukufic¢né
médium, zaoCkované prostiednictvim bunétné bakteridlni kultury. Na tomto
médiu kmen C. beijerinckii CCM 6218 dosahl koncentrace 9,44 g.dm™
butanolu.

Nejvyssi podil butanolu z celkového mnozstvi organickych rozpoustédel byl
dosazen také s pouzitim kmene C. beijerinckii CCM 6218, ktery byl kultivovan
na melasovém médiu typu A ve sklenénych zkumavkach. Podil butanolu ¢inil 75
% vSech rozpoustédel.

Zminovany kmen C. beijerinckii CCM 6218 rovné¢z dosahoval nejvysSich
koncentraci butanolu u vétSiny pouzitych médii.
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Screening kmenii pro fermentacni produkci rozpoustédel

Palkovicova Zlata, Patakova Petra
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Tato prace byla zaméfena na screening kultivaénich podminek pro vybrané 4
kmeny klostridii tvoficich rozpoustédla: C. saccharoperbutylacetonicum DSM
14923 (znaceny jako C3), C. pasteurianum NRRL B-598 (C7), C. beijerinckii
NRRL B-466 (C8) a C. beijerinckii NRRL B-592 (C9).

Nejprve byla prométena pro vSechny kmeny riustova kiivka na TYA médiu, pii
teploté¢ 37°C. Poté byly zjiStovany vlivy riznych kultivaénich podminek na
tvorbu rozpoustédel. Jednalo se o testovani vlivu pocate¢niho pH, kultivacni
teploty, pocatecni koncentrace glukosy a ptidavku octanu amonného v
koncentraci 6 g/l. Vliv poc¢ate¢niho pH ve zkoumaném rozsahu nebyl velky, zato
vliv teploty se ukazal jako zasadni. Pfi zvySeni obsahu glukosy doslo ke zvySeni
tvorby rozpoustédel, ale zbytkovd koncentrace glukosy byla vysokd. I po
pridavku octanu amonného doslo k vyssi produkci rozpoustédel, zarovein se vSak
1 ve vy$si mife tvofila kyselina maselna.

Dale byla provedena kultivace ve dvou stupnich, kdy se druhy stupent zaockoval
kulturou v exponencialni fazi do TYA média s vyssi koncentraci glukosy. Tim
se docilily 1 nejvyssi vysledné koncentrace butanolu.

Jako dalsi testované médium bylo zkouseno GYE médium, a to ve dvou
modifikacich. Pti kultivaci na GYE médiu s vys$si koncentraci zivin se dosdhlo
Nakonec byla provedena izolace DNA kment C2, C3, C5 a C9 pomoci
komer¢niho kitu UltraClean™ Microbial DNA Isolation Kit. Pro ovéfeni
uspésnosti izolace byla poté provedena vizualizace produktii izolace pomoci
elektroforézy. V. Mikrobiologickém tstavu AV pak byla provedena typizace
téchto Ctyf kment na zéklad¢€ srovnani ¢asti sekvence DNA, kodujici 16S rRNA,
s Evropskou databéazi ribosomalni RNA.
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Hydrolyza alternativnich zdroju zkvasitelnych cukru

Horakova Petra, Branyik Tomas

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Kromé tradi¢niho vyuziti ve vyrobé alkoholickych napoji se ethanol stava
nejrychleji rostoucim enegretickym zdrojem soucasnosti. Tradi¢nim substratem
pro vyrobu ethanolu jsou zkvasitelné cukry pochézejici ze zemédélskych plodin
obsahujici Skrob, jako je naptiklad kukufice, pSenice a brambory, nebo
z lignocelulozovych materialti. Nicméné vyroba ethanolu ze Skrobnatych
substratii je v soucasnosti energeticky nevyhodna a vyroba je rentabilni jenom
pomoci statnich dotaci. Do budoucna slibngjsi se zda byt produkce ethanolu
z lignocelulozovych hydrolyzati, avSak jeji energetickd néarocnost a nizsi
vytéznost jesteé nedosahuje zadané irovngé.

Alternativnim zdrojem zkvasitelnych cukri mohou byt jednobunécné fasy
schopné vysoce uc¢inné fixace CO, a akumulace intracelularniho Skrobu. Navic,
kultivace téchto mikroorganismtii na spalindch vznikajicich ve spalovnach
komunalniho odpadu je potencionalni zplisob sniZzeni emisi tohoto sklenikového
plynu a zaroven vyznamné sniZuje ndklady na produkci biomasy s vysokym
odsahem Skrobu (do 70% suSiny). Cilem tohoto projektu je studovat hydrolyzu
Skrobu pochézejiciho z jednobunéénych tas péstovanych na odpadnich spalinach
obsahujicich vysoky podil CO,.

Hydrolyza je chemicky proces, pii kterém v piebytku vody a piisobenim
vhodného katalyzatoru dochazi k rozkladu substratu na jeden nebo vice novych
produkti. Tento proces se uplatiiuje v mnohych pramyslovych odvétvych
(lihovarnictvi, pivovarnictvi, Skrobarenstvi, pekarenstvi, farmaceutickém nebo
textilnim pramyslu).

Hydrolyza Skrobu je dtlezitym krokem v tpravé Skrobovych substrat. Probiha
pfi dostateCném zfedéni substratu a ucinku katalyzatoru, kterym mohou byt
ionty vodiku (kyseld hydrolyza) a nebo amylolytické enzymy (enzymova
hydrolyza). Degradaci Skrobu vznikaji dextriny, oligosacharidy, maltdéza a
glukoza. Pti enzymové hydrolyze vznikaji v menSim pocté reverzni produkty,
coz prispiva k tomu ze ziskdvame podstatné CistéjSi hydrolyzaty. Hydrolyzu
ovlivitluje kvalita a kvantita enzymu, teplota, pH, koncentrace substratu,
produktu a inhibi¢ni latky v prostiedi.
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Enzymové biosenzory pro fermentacni procesy

Vaclavikova Eliska', Kuncova Gabriela®, Branyik Tomas'

'Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha
? Ustav chemickych procesi AV CR

Cilem této prace bylo zvysit stabilitu alkoholoxidasy (AOX) imobilizaci na tyto
nosice: sepabeads EC-EP403 s epoxidovymi skupinami, sepabeads EC-HA403
s hemamethylenaminovymi  skupinami, nanocastice SSG-59  obsahujici
epoxydové skupiny a nanocastice o priméru 35nm a 68,5nm, které obsahovaly
pouze —OH skupiny. Povrch téchto nanocastic byl modifikovan pomoci dvou
¢inidel 3-aminopropyltrimethoxysilanu (APTS)

a 3-(2-aminoethylamino)propyltrimethoxysilanu (AEAPS).

K imobilizaci enzymu byly vyuZivany dva postupy dle Matea a dle Lopez-
Gallegy. Rozdil v jednotlivych postupech je v mnoZstvi pouZitého enzymu,
inkubacnich casech, v mnozstvi pouzit¢ho glycinu a v postupu dle Lopez-
Gallegy se na promyti ¢astic vyuziva 0,025M fosfatovy pufr misto destilované
vody.

U vSech castic s imobilizovanym enzymem byla proméfena tepelna stabilita pfi
zahtivani na 40°C.

V dalsi ¢asti experimentalni prace byly z €astic, které vykazovaly aktivitu po 24
hodinach zahtivani pfipravené Cocky s citlivymi vrstvami a byla proméfena
jejich odezva na piidavky ethanolu pomoci senzoru MATIONES, ktery
monitoruje intenzitu fluorescence rutheniového komplexu v ORMOCER®u
s imobilizovanym enzymem. Intensita fluorescence komplexu je zhaSena
kyslikem, ktery vyuZziva enzym pro oxidaci detekované latky.

Na zavér mé prace byla piipravena cocka s citlivou vrstvou ze sepabeads
s imobilizovanou glukosaoxidasou (GOX) a byl proméfen vliv teploty na
odezvu signalu po piidavku glukosy.
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Rychla kontrola pribéhu kvaseni v CKT pomoci NIR spektrometrie

. 12 " 12 & 2
Broz Adam *, Kosin Petr ~, Savel Jan

'Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha
*Budgjovicky Budvar, n.p., Ceské Bud&jovice

Prezentace
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Optimalizace ATP bioluminiscen¢nich metod v provoznich podminkach

Rou¢ Michal', Koucky Ondtej'?, Fiala Jaromir'

'Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha
’DRINKS UNION, as.

Pro vysokou kvalitu vyrdbéného piva je nezbytna ufinnd mikrobiologicka
kontrola v pivovarech. Kromé¢ tradi¢nich, vétSinou pracnych a ¢asové naro¢nych
metod, se v posledni dobé prosazuji nové, moderni metody, které poskytuji
okamzité informace o znecisténi. Jednou z nich je metoda ATP bioluminiscence,
ktera nachazi stale vice vyuziti v €eskych pivovarech.

Tato prace je zamétena na moznosti vyuziti ATP bioluminiscence ke kontrole
mikrobiologické Cistoty a jeji optimalizaci v pivovarské praxi. Byly testovany
moznosti vyuziti této metody ke kontrole povrchili, kontrole mikrobiologické
Cistoty hotového piva, kontrole oplachovych vod a moZnosti vyuZziti
v kvasnicném hospodaistvi. Nejvice se ATP bioluminiscence osvédcila pii
kontrole povrchti a hotového piva.

Vzhledem k velkému poctu rozdilnych luminometrt komeréné dostupnych na
trhu, je tato prace zaméciena pouze na bioluminometr SystemSURE II od
spolec¢nosti Hygiena.
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Teplotni tolerance vybranych bakterii rodu Carnobacterium

Dvotakova Eva, Dvotédk Milan, McMullen Lynn, Chumchalova Jana

Ustav technologie mléka a tuk®i, VSCHT Praha

Bakterie mlécného kvaSeni jsou Siroce vyuzivany v potravinaiském primyslu
pro jejich schopnost prodlouZzit mikrobialni stabilitu vyrobku diky produkci
mnoha antimikrobidlnich latek, jako jsou organické kyseliny, diacetyl, peroxid
vodiku a bakteriociny.

Carnobacterium spp. patii mezi mikroorganismy pouzivajici se jako protektivni
kultura. Tento druh bakterii mlé¢ného kvasSeni se vyznacuje svoji schopnosti
ristu a tvorby bakteriocinti s antilisteridlnimi u¢inky, zejména pak pii nizkych
teplotach a vysokych koncentracich NaCl. Na rozdil od ostatnich bakteriociny
produkujici bakterii mlécného kvaseni ma Carnobacterium spp. nizkou
schopnost produkce kyselin, proto je vhodna jako protektivni kultura pro masné
vyrobky (napf. uzeniny).

Na zdklad¢ téchto jedineCnych vlastnosti byly doposud kmeny rodu
Carnobacterium spp. aplikovany na povrch masnych vyrobkd. Z divodu
optimalizace vyrobnich procesli se vyzkum zaméfuje na moznost piidavku
kultury pted samotnym tepelny opracovanim piimo do dila.

Cilem prace bylo vybrat nejvhodnéjsi kmen rodu Carnobacterium spp.
s pozadavkem na tepelné oSetfeni pi1 60 °C po dobu 10 min a zlepSit jeho
toleranci osmotickym Sokem, a to pomoci riznych roztoka sacharida (laktézy,
sacharozy, glukozy, maltézy, kukufiéného sirupu akomeréniho vyrobku
obsahujici inulin) a glycerolu.

Nejprve byla vypracovdna metoda zahievu tak, aby se docililo dobré
opakovatelnosti pfi konstantni teplot¢ 60 °C. Daéle byly zkoumdany a
porovnavany jednotlivé kmeny a jejich tolerance k teploté po osmotickém Soku.
Jako nejvhodnégjsi kultura byl vybran kmen C. maltaromaticum UAL 8, ktery
ptezival pti 60 °C po dobu 10 minut v 30% hm. roztoku sacharozy, maltozy,
kukufi¢ného sirupu a glycerolu.
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Uplatnéni membranovych procesi ve vybranych odvétvich potravinarského
primyslu

Moravec Josef, Melzoch Karel

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Membranova separace nabizi Siroké uplatnéni v potravindiském pramyslu.
Membrany se mohou uplatnit jak pii apravé produktu, zhodnoceni vedlejSich
produktl potravinaiského priimyslu, tak pti zpracovani odpadi. Cilem této prace
je piiblizit uplatnéni membran ve vybranych odvétvich potravinaiského
prumyslu pomoci tii samostatnych studii.

Prvni studie je stale ve fazi vyzkumu. Cilem této studie je nahradit klasickou
kiemelinovou filtraci membranovou filtraci. Cena kiemeliny stdle roste, jeji
zasoby jsou omezené a recyklace komplikovand. Skladdkovani kifemeliny je také
komplikované, protoze kiemelina obsahuje kvasnice a proto musi byt
skladkovana podle legislativy o odpadech jako nebezpecny odpad. Nevyhodou
membranové filtrace jsou vysoka pofizovaci cena zafizeni a zména chut'ového
profilu piva.

Dalsi studie popisuje pouziti membranové separace pii ziskdvani staskového
piva zodpadnich kvasnic. Staskové pivo je piidavano k jadrovému pivu
v mnozstvi maximalné 2%, ¢imz se zvySuje efektivita vyroby pivovaru a
zefektiviiuje odpadové hospodarstvi. V této studii byly testovany tifi druhy
keramickych membran o rizné velikosti pora, které jsou vyrdbény riznym
zpusobem. Cilem studie bylo zvolit optimalni velikost pordt membrany a vybrat
druh membrany pro primyslovou aplikaci. Za Uspéch studie je povazovana
stavba zafizeni pro separaci kvasnic v jihoamerickém pivovaru, kde byl pouzit
druh membran vybrany jako optimélni v provedeném vyzkumu.

Posledni studie dokumentuje pouziti membran pii zpracovani odpada tukového
prumyslu. Zpracovani odpadii z vysokym obsahem glycerolu bylo provadéno
termofilnimi bakteriemi v michaném bioreaktoru. Pro dosazeni vysSi rychlosti
zpracovani odpadu byla k reaktoru pfipojena separacni jednotka s keramickymi
membranami. Po optimalizovani koncentraci substratu a esencialnich latek na
syntetickém mediu, bylo pouzito redlné medium. Realné medium bylo
mikroorganismy zpracovano a tim bylo ovéfeno mozné pouZiti v praxi.
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Vyuziti bakterii Zymomonas mobilis pro produkci ethanolu z obilnych
zapar

Fribert Petr, Melzoch Karel

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Zymomonas mobilis je gramnegativni bakterie, ktera se vyznacuje vysokym
teoretickym vytéZkem etanolu béhem fermentace a toleruje koncentraci ethanolu
vmediu az 160 g/l. Vysokd vytéZnost a produktivita ethanolu pozorovana u
Zymomonas mobilis jsou dusledkem jeji unikatni fyziologie. Zymomonas
mobilis k produkci ethanolu nepouziva enzymy glykolyzy, ale Entner-
Doudoroffovy dréhy.

Ackoli je Zymomonas mobilis vybornym producentem ethanolu, neni vhodna
pro konverzi biomasy, protoze zkvasuje pouze glukosu, fruktosu a sacharosu.
Tyto piekazky mohou byt vyfeSeny genetickymi modifikacemi vedoucimi
k rozsiteni spektra substratd, které je Zymomonas mobilis schopna fermentovat.
Tato prace se zabyva fermentaCnimi testy sbirkovych kmenii Zymomonas
mobilis na Sirokém spektru substratii za rozdilnych podminek. Obilné zapary
byly ptipraveny enzymovou hydrolyzou pSeni¢ného Srotu. NejlepSich vysledki
bylo dosazeno piti pouziti metody zcukieni vyuZivajici enzymové preparaty
SPEZYME XTRA, DISTILLASE L-400 a OPTIMASH BG. Pii kultivaci
Zymomonas mobilis na obilné zapaie za anaerobnich podminek bylo dosazeno
vytézku ethanolu 0,39 g/g suSiny obili. Kone¢na koncentrace ethanolu po
anaerobni fermentaci v bioreaktoru Biostat B Cinila 56,7 g/1, coz odpovidalo 96
% teoretické vytéznosti ethanolu.
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Aerobni termofilni stabilizace odpadnich kali z Cistirny primyslovych a
zemédélskych odpadi

Cerny Vaclav, Rychtera Mojmir
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Tato prace se zabyva pouzitim aerobnich termofilnich mikroorganismi
v Cistirenské praxi. Tato technologie ve srovnani s konvenén& pouZzivanym
procesem anaerobni digesce piinasi nékteré vyhody, které se v ekonomice
procesu projevuji niz§imi investicnimi naklady, ale také nevyhody promitnutymi
do nékladii provoznich. Pribéh kultivaci byl hodnocen z analyz CHSK-media,
CHSK-supernatantu, suSiny odvodnéného  kalu, celkového  dusiku
v supernatantu  a  vybranych chemickych individui na kapalinovém
chromatografu.

Vlastni experimenty byly zaméfeny na degradaci kukufi¢nych lihovarskych
vypalkli bez pevné faze a s pevnou fazi, jako modelového media vznikajiciho
pramyslovym zpracovanim zemeédélskych komodit. Vysledkem je rychlost
degradace, ktera je zavisla na velikosti vneseného znegisténi. Cisténi probihalo
do hodnoty CHSK cca 10 kg O, . m”™.

V dalsi ¢asti této prace bylo provadéno ptitokovani odpadniho kalu ziskaného
z komunalni cistirny odpadnich vod. Vysledek vSak nedokézal, ale ani
nevyvratil argumenty uvadéné v literatufe vyzdvihujici  vyhody aerobni
termofilni stabilizace.
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Stanoveni stari bunécné populace pomoci priitokové cytometrie

Baszczyiniski Martin, Branyik Tomas
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Pivovarské kvasinky Saccharomyces cerevisiae maji limitovanou replikativni
delkuzivota. Mohou béhem svého zivota prodélat pouze omezeny pocet déleni
(10- 30 déleni). Béhem starnuti prodé€laji fadu morfologickych a fyziologickych
zmén. Builka roste, postupné se sniZuje Zivotaschopnost, bunécny povrch se
zvrasiiuje, prodluzuje se generacni doba, zvySuje se pocet jizev a sniZuje se
metabolickd aktivita. Poté vstoupi do nereplikativniho stavu nazyvaného faze
»senescence®. Nasleduje smrt a autolyza.

Zestarlé kvasinky vykazuji odlisné flokulacni charakteristiky a schopnosti
fermentace. Predpokladd se, ze vlastnosti spodné kvasicich kmenil zacinaji
degenerovat po desatém znovunasazeni. Otdzka starnuti kvasinek je velmi
dilezitd u procestt kontinualni fermentace, se zvySenym rizikem starnuti
imobilizovanych bunék, zvIasté¢ pokud je kvasinka imobilizovana delsi dobu (az
n¢kolik mésict).

Jak ovliviiyje starnuti imobilizovanych kvasinek v pribéhu kontinualni kultivace
kvalitu produktu je zatim nejasné. Z tohoto divodu je studium vlivu starnuti
kvasinek na Zivotaschopnost a fermentac¢ni kapacitu diilezité.

Existuje mnoho metod na stanoveni stati bunék. Avsak tradi¢ni metody zaloZené
na kultivatnich technikdch neumoznuji sledovani fyziologickych zmén
v zavislosti na Case.

Proto byla vyvinuta rychld metoda stanoveni replikativniho stafi kvasinek
zaloZzend na fluorescencnim barveni jizev selektované populace bunék a
nasledném meéfeni primérné intenzity fluorescence téchto bunék pritokovou
cytometrii. Jako vhodné korelace se ukézala kalibra¢ni kiivka, kde jednotlivym
bodim ki#ivky odpovidala primérna intenzita fluorescence bunécné populace
s riznym primérnym poctem jizev. Tato metoda byla pouzita na urceni starnuti
biomasy v kontinualnim air-lift reaktoru a k urceni replikativniho stafi v riznych
zonach sedimentu v nddobé s konickym dnem.
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Kontinualni kvaseni nealkoholického piva

Novék Pavel, Branyik Tomas

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

V soucasné dobé se pro vyrobu nealkoholického piva vyuzZivaji dva odliSné
postupy. Prvni je zaloZen na Setrném odstranéni alkoholu z hotového piva a
druhy na omezené tvorbé ethanolu Gpravou technologického postupu. Tato prace
se zabyva alternativnim zpusobem vyroby nealkoholického piva v kontinualné
pracujicim, prito¢ném reaktoru. K experimentu byl pouzit gas-lift reaktor
s vnitini cirkulaci o pracovnim objemu 2,9 litrii a imobilizovanym biofilmem
kvasinek na upraveném mlaté. Teplota fermentace byla 8 °C a ziedovaci
rychlost okolo 0,28 h™.

Cilem prace bylo sledovani obsahu senzoricky aktivnich latek nealkoholického
piva v zavislosti na intenzité aerace a nasledna senzorickd analyza téchto piv.
Hodnoty pritoku vzduchu byly zvoleny 0 a 200 ml.min"".

Pted vlastnim experimentem bylo nutné urcit jednu z provoznich charakteristik
daného reaktoru a to mnozstvi tékavych latek vystripovanych do pracovniho
plynu. Za pracovnich podminek nebyl ubytek u vétSiny sledovanych tékavych
latek procesem stripovani vyssi nez 20 % piivodni koncentrace.

Vliv aerace na rychlost odbouravani aldehydii nebyl prokédzan. Nezavisle na
aeraci poklesl jejich obsah kvaSenim na ptiblizn€ 10 % z plivodni koncentrace.
Tvorba vysSich alkoholl také nezavisela na intenzité aerace a jejich obsah v
obou vzorcich byl srovnatelny s komeréné vyrabénymi nealkoholickymi pivy. U
esterit byl potvrzen trend jejich klesajici tvorby s vys$Sim piisunem kysliku.
V pivu ptipraveném pii nulové aeraci se obsah esterti blizil hodnotam obsahti v
komer¢né vyrabénych nealkoholickych pivech, coz mélo také pozitivni vliv na
pomér A/E.

Senzoricka analyza nizkoalkoholickych piv z kontinudlniho systému nepotvrdila
vysledky instrumentalni analyzy. Nizkoalkoholické pivo vyrobené v aerovaném
systému piedcilo jedno z komeréné vyrabénych nealkoholickych piv. Bohuzel
pivo ptfipravené v neaerovaném kontinualnim systému propadlo a umistilo se na
poslednim (patém) misté. Lze se domnivat, Ze pficina byla v nekvalitni vstupni
suroving (praskovy mladinovy koncentrat).
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Povrchové vlastnosti pivovarskych kvasinek a jejich vliv na imobilizaci
adhezi na ¢astice mlata v gas-lift reaktoru

Kufec Michal, Branyik Tomas
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Schopnost mikroorganismll ulpivat na pevné povrchy nebo vzijemné mezi
sebou ma znacny vyznam nejen v klasickém pivovarském procesu (flokulace)
ale 1 pfi tvorbé biofilmu a imobilizaci bun¢k na pevné ¢astice (mlato, celulézni
materialy). Podstatny vliv na buné€nou adhezi a flokulaci mohou mit fyzikalné-
chemické povrchové vlastnosti kvasinek (hydrofobicita a povrchovy néaboj).
Utinnost adheze mize byt predpovézena pomoci DLVO teorie a mezifazovych
volnych energii a to z experimentalné naméfenych parametrii (kontaktni thly
kapalin na vrstvé bunék, zetapotencidl). V této praci byly pro rizné kmeny
Saccharomyces cerevisiae (spodné kvasici ¢. 96 a svrchné kvasici ¢.75 a 128
sbirky VUPS, neflokulujici kmen CCMI890) sledovany jejich povrchové
vlastnosti a schopnost adheze na Castice mlata béhem kontinuédlni fermentace
v gas-lift reaktoru. Pomoci vyse uvedenych ptistupli bylo pak mozné vypocitat
vysledné interakéni energie v systémech builka-buiika a bunika-nosi¢ a tyto
teoretické predpoklady byly srovnany s realnou imobilizaci.

Zatimco svrchné kvasici kmeny neulpivaly na Castice mlata béhem kontinualni
fermentace vilbec, bunky spodn€ kvasiciho kmene stejné jako bunky
neflokulujiciho kmene CCMI890 vykazovaly znacnou adhezi k povrchu nosice.
Povrchové vlastnosti neflokulujiciho kmene CCMI890 byly ale spiSe podobné
svrchné kvasicim kmeniim a odlisné od spodné kvasiciho kmene ¢. 96, u néhoz
byla navic pozorovdna vysoka schopnost flokulace bunék béhem kontinualni
fermentace. Vypocitané interakéni energie také vykazovaly rozpor s redlnou
imobilizaci. Tento rozpor pravdépodobné ukazuje na vyznamny piispévek
specifickych biochemickych interakci na adhezi bun€k na pevné ¢astice.

Jedna z moznych uplatnénych specifickych interakci muze byt zalozena na
principu flokulace, tyto interakce jsou kodovany tzv. FLO geny. Podle n€kolika
nedavnych védeckych publikaci je gen FLOI1 zodpovédny za schopnost
kvasinek ulpivat na pevné povrchy. Pfitomnost tohoto genu byla proto
sledovéana a potvrzena u vSech studovanych kmenil. Pro vysvétleni a potvrzeni
vlivu FLO11 genu na adhezi kvasinek na ¢astice mlata bude tedy nutné sledovat
jeho expresi u jednotlivych kment.
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Faktory ovliviiujici cytometrické stanoveni bunécéné viability u kvasinky
Pichia pastoris

Linhova Michaela, Branska Barbora
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Cilem této prace bylo analyzovat faktory ovliviiujici znaceni fluorescenénimi
sondami s naslednou detekci pritokovou cytometrii s ohledem na stanoveni
bunécné viability a pozdéji 1 dalSich parametri fyziologického stavu kvasinky
Pichia pastoris. K tomuto studiu byly uskute¢nény kultivace na tfepanych
bankach a pro srovnani slouzily vzorky odebirané z kontinudlni kultivace.
V kultivacich byl pouzit rekombinantni kmen Mut+ kvasinky P. pastoris, ktery
po indukci methanolem produkuje extracelularné trypsinogen, dale kmen
geneticky modifikovany pro intracelularni produkci f-galaktosidasy a geneticky
neupravovany kmen.

V praci byly sledovany zmény poctu znaenych mikroorganismti v populaci P.
pastoris v zavislosti na rozdilnych postupech znaceni fluorescen¢nimi sondami
(propidium jodid, ethidium bromid, sytox green, fluorescein diacetat,
karboxyfluorescein diacetat, dihydroethidium, dichlorodihydrofluorescein
diacetat, 3,3’-diethyloxakarbokyanin jodid, Rhodamin 123, bis-oxonol) a
operacich s buinikami. Byly testovany: vliv reak¢niho prostfedi (fosfatového
pufru, HBS pufru, H,O a BMGY média), rtiznych teplotnich podminek (10
minut pi1 0°C, 10 minut pii 25°C, 10 minut pii 0°C s nasledujicimi 10 minutami
pii1 25 °C, 10 minut pii 25 °C s nasledujicimi 10 minutami pii 0°C, 10 minut pii
40°C) a piidavku depolariza¢nich (CCCP, azid sodny) a permeabiliza¢nich
(triton, ethanol) ¢inidel. Na zaklad¢ provedenych experimentl bylo zjisténo, ze
vliv reakéniho prostfedi na znaceni byl zanedbatelny, z teplotnich reziml byl
zaznamendn nejvetsi posun intenzity fluorescence pii 40°C a dasledky
depolarizace a permeabilizace bun€k byly vniméany riznymi sondami odlisné.
Vybran¢ metody poté byly aplikovany na sledovani fyziologickych zmén pti
kultivaci na tfepanych bankach a kontinudlnich kultivacich ve fermentoru
v uspofadani chemostat, kde byly porovnavany razné kultivacni substraty a
kmeny Pichia pastoris. Predpokladany negativni vliv methanolu jako zdroje
uhliku a energie na produkci ROS se nepotvrdil pro zadny zkoumany kmen P.
pastoris, ale byl zji§tén negativni vliv akumulace nespotiebovaného methanolu
v médiu na fyziologicky stav kvasinky.

Jako referenc¢ni test ke stanoveni viability pomoci priitokové cytometrie byly
pouzity klasické metody urCovani Zivotaschopnosti bunék: barveni
methylenovou modii a kultivaéni stanoveni. Bylo zjisténo, Ze barveni
methylenovou modii dobie koreluje s vysledky ziskanymi priatokovou
cytometrii, naopak u kultivacniho stanoveni dochazelo k vyraznému
podhodnoceni zplisobenému nejspise pritomnosti vicebunéénych struktur.
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Vyuziti riznych substrati pri expresi proteini kvasinkou Pichia pastoris

Marek Jan, Paulova Leona

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Cilem této prace bylo zmapovat rist geneticky modifikovaného kmene kvasinky
Pichia pastoris Mut+ a kinetiku tvorby produktu, kterym je veptovy trypsinogen
na riznych substratech. Exprese heterologniho genu je vloZena pod kontrolu
AOX promotoru a indukovana v ptitomnosti methanolu.

Pfi kontinudlnich kultivacich v uspotadani chemostatu byly proméfovany
ustalené¢ stavy a tranzientni stavy na rlznych jednoduchych a smésnych
substratech. Rustové charakteristiky byly zjiStovany na substratech, které
obsahovaly jako zdroj uhliku a energie methanol, glycerol, glukosu, sorbitol a
nebo jejich smés s methanolem v poméru obsahu uhliku ve smési 1:1. Byly
ur¢eny maximalni ristové rychlosti produkéniho kmene na jednoduchych
substratech, sorbitolu (0,03 h'l), methanolu (0,11 h'l), glukose (0,20 h'l),
glycerolu (0,25 h'") a smé&snych substratech glycerolu s methanolem (0,20 h™') a
glukosy a methanolu (0,26 h™") pomoci vyplavovacich experimenti.

Pti rGstu kultury na glukosovém ¢i glycerolovém médiu nebyla detekovana
tvorba produktu, nebot’ tyto substraty plsobi represivné na AOX promotor.
Naproti tomu pii rastu na sorbitolu byla zaznamendna exprese nizké hladiny
produktu 1 bez pfitomnosti methanolu. Na smésnych substratech, které
obsahovaly glukosu, glycerol nebo sorbitol v kombinaci s methanolem byla
v tranzientnich stavech po indukci methanolem sledovana kinetika tvorby
trypsinogenu. Tvorba produktu byla zaznamenana vzdy bezprostiedné po
indukci methanolem, v Zddném piipadé nebyla zaznamenana jakakoli lag faze
v tvorbé produktu. V pribéhu kontinudlnich kultivaci se s vyjimkou ristu na
smeésném substratu sorbitol/methanol nepodafilo dosdhnout ustdleného stavu
vzhledem k tvorbé produktu. Koncentrace produktu dosahla vzdy maximalni
hodnoty mezi 4. az 8. hodinou od indukce a nésledné méla klesajici trend.
Nejlepsich vysledkl bylo dosazeno na smésném substratu, kdy zdrojem uhliku a
energie byl sorbitol, spolecné s methanolem v poméru uhlikti 1:1. Pfi zfted’ ovaci
rychlosti 0,03 h' bylo po 7 hodinach od indukce dosazeno maximalni
koncentrace trypsinogenu 203 mg.I". V tomto piipadé bylo dosazeno ustéleni
tvorby produktu na praiméré koncentraci 170 mg.1™.
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Mykotoxiny ve sladarstvi a pivovarstvi

Bryzgal Tomas, Brazina Michael, Rou¢ Michal, Knytl Martin, Fiala Jaromir
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Mykotoxiny jsou jako toxické sekundarni metabolity nékterych rodl
mikroskopickych vlaknitych hub (plisni), pii jejich parazitickém ristu, znadmy
uz fadu let. Siroce se zkoumal a zkouma jejich vliv na zdravi &lovéka. U
nekterych druht mykotoxinii byla zjiSténa karcinogenita, mutagenita nebo
nefrotoxicita. Z téchto divodi je Zadouci sledovat mnozstvi mykotoxinil
vyskytujicich se v lidské dieté.

Zvysené koncentrace mykotoxini byly zjistény u polnich plodin, mezi které
fadime 1 jeCmen, jakozto surovinu pro vyrobu sladu respektive piva. Na
koncentraci mykotoxind v jeCmeni maji pfedevSim vliv klimatické podminky
béhem vegetacniho obdobi, ale 1 podminky pii uskladnéni jiz sklizeného
jeCmene. V idedlnim piipadé by mély byt vSechny podminky takoveé, aby
dochézelo k minimalnimu nérstu a rozmnozovani plisni.

Z je¢mene kontaminovaného mykotoxiny ptfechazeji dale mykotoxiny do
sladatského a pivovarského procesu a jejich konecnych produktl. Béhem
vyrobniho procesu sladu respektive piva mize dochazet ke zménam koncentrace
mykotoxinli, coZ do jist¢ miry mlze zéaviset na zvoleném technologickém
postupu.

V soucasné dobé nejvice sledované a studované mykotoxiny jsou tzv. Fusariové
mykotoxiny, kam se fadi pfevazné mykotoxiny ze skupiny trichothecénti
(deoxynivalenol, deoxynivalenol-3-glukosid, nivalenol, T-2 toxin, HT-2 toxin) a
dale naptiklad zearalenon.



RYCHLA KONTROLA PRUBEHU
KVASENI V CKT POMOCI NIR
SPEKTROMETRIE

Broz Adam "2, Kosin Petr "2, Savel Jan 2

1 Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, Vysoka $kola chemicko-technologicka v Praze

2 Budgjovicky Budvar, n.p., Ceské Budgjovice

SOUCASNE POUZIVANI NIR

0 Rozbor nakupovaného sladu (extrakt, bilkoviny,
rozpustny dusik, Kolbachovo €islo, RE 45 °C,
vlhkost; dosazitelné prokvaseni, viskozita sladiny,
B-glukany)

0 Rychlé stanoveni obsahu a- a 3-horkych kyselin
ve chmelu

O Stanoveni alkoholu, relativni hustoty, extraktu a
prokvaseni v pivu Ci kvasici mladiné




KONTROLA HLAVNIHO KVASENI

1 Sacharometr

O Automatické analyzatory
— Alcolyzer (Anton Paar)

— SCABA (Foss)

O NIR spektrometrie

INTERPRETACE SPEKTRA

Near Infrared Band
Assignment Table

T enr



NASTAVENI FT-NIR SPEKTROMETRU

FT-NIR MPA (Multi Purpose Analyzer) - Bruker Optics, Nemecko
- méreni proslého svetla - transmise

- opticka délka 1 mm

- sonda s optickym-viaknem - Liquid Probe

- rozliseni 8 cm™!

- spektralni rozsah 12 800 - 4 000 cm'!

- zdroj - halogenova zarovka

- déli¢ paprsku - quartz

- detektor TE-InGaAs

- software OPUS 5.5 QUANT, Bruker, metoda PLS

SESTAVENi A OVERENi MODELU

O Vice nez 800 vzorkl kvasici mladiny z CKT v
riznych fazich kvaseni (méfeno po dni)

O Miadiny 10%, 12%, 16%

L Referencni analyza SCABA 5600

O Ovéfeno test set validaci, kdy %2 vzorkl byla
vyuZzita jako kalibracni soubor a %2 byla testovaci,
robustnost ovérena zameénou kalibracnich a
testovacich vzorku




POUZITE REGIONY SPEKTRA

12010-10110 9650-7700 5950 -5460
First derivative

10300- 9020 8420-7700 7280-5460
Straight line subtraction

10300-8420 7750-5940 5470-4000
No spectral data pre-processing

9650- 9020 8420-7700 7280-5460
Constant offset elimination

Zdanlivé prokvaseni (%) [12010-10110 9650-9020 8420-7 700
5950 - 5460 4500-4 000

Second derivative

Skuteéné prokvaseni (%) |12010-10110 9100-8420 7 280 -5 460
Constant offset elimination

ALKOHOL HMOTNOSTNI

Prediction vs True / alcohol [% (w/w}] / Test Set Validation

X

15 2 25 3 35 4 45 5
Rank: 4  R*=93.78 RMZEF =0.0685




RELATIVNI HUSTOTA

Prediction vs True / rel. gravity / Test Set Validation

1.01 1.02 1.03 1.04
Rank: &  R#=199.81 RMSEP = 0.000557

EXTRAKT, PROKVASENI

Prediction vs True / apparent extract [% {wiwj] / Test Set Validation Prediction vs True / real extract [ fw/w)] / Test Set Validation
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4 45 5585 5885 9.5 10.5
99,69 RMZEP =0.182 Rank:3  R*=9379 RMSEP =012

Prediction vs True / apparent ferm. [%] / Test Set Validation Prediction vs True / real ferm. [%] / Test Set Validation
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5 10 15 20 25 3 5 40 45 &0 & M0 15 20 25 30 35 40 &
Rank:7 R?=9372 RMSEP=293 Rank: 10 R®=93.95 RMSEP =214




PRESNOST METODY

Znak / Metoda Sacharometr | Alcolyzer | SCABA | MPA FT-NIR
(RMSEP)

moaww |- [ oo [ | oo
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sty || - | | w8
) R I I I

POROVNANI METOD

Znak / Metoda AIconzer SCABA
FT-NIR

Pfiprava vzorku [Filtrace pfes kiemelinu a papir, vytfepani
CO,, doba 5+10 min.

DalSi pouziti slad,
chmel




ZAVER

Q Vyhody NIR

O nejrychlej$i a nejsnadnéjsi stanoveni

O potfeba malého mnozstvi vzorku

Q) dal$i pouziti pristroje — slad, chmel

0 moznost sestaveni modelu pro jakykoli znak

0 Nevyhody NIR
Q) vysoka cena pfistroje
O horsi pfesnost zavisla na referenéni metodé
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