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Posterova sekce

Diskuse v prostorach Ustavu kvasné chemie a bioinzenyrstvi

Moznost navitévy vybranych laboratofi a technologické haly UKCHB

Sraz ucastnikl 9:00 hodin pted knihovnou UKCHB, VSCHT Praha - budova A, Technicka 5,
Praha 6, 1. patro
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Nejnovéjsi knizni publikace z pivovarstvi

Basarova Gabriela

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

V tomto piispévku je uveden piehled soucasné dostupnych kniZznich publikaci ze
sladafstvi a pivovarstvi. Je pfedstavena piipravovana publikace Pivovarstvi -
Teorie, technologie a zafizeni vyroby piva autorského kolektivu Basatova,
Savel, Basaf a Lejsek.
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VyuZziti stanoveni obsahu jednotlivych polyfenolii pro urceni odridy chmele

Jelinek Lukas, Dostalek Pavel, Karabin Marcel

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Hlavnim cilem této prace bylo navrhnuti postupu identifikace chmelovych odrid
na zakladé specifickych identifika¢nich znak, ziskanych stanovenim obsahu a
relativniho zastoupeni 19 jednoduchych polyfenolovych slou¢enin u 22
tuzemskych a zahrani¢nich odrid.

Na zaklad¢ téchto stanoveni byla nalezena fada specifickych markerti, pomoci
kterych byl navrzen postup, umoznujici pro dany soubor vzorkil jednozna¢nou
identifikaci 17 z 22 sledovanych odrad, pfi¢emz byla pomoci metod shlukové
analyzy potvrzena odlisnost Zateckého poloraného &ervenidku a dalgich
tuzemskych odrtd.

V dalsi casti prace byl sledovan vliv vybranych parametrii (granulacni postup,
misto péstovani) na tyto polyfenolové znaky. Nebyl prokazan jednoznaény trend
ve zménach obsahii polyfenold v pribéhu granulacniho procesu, na druhou
stranu vSak byly zjiStény vyznamné rozdily v profilu polyfenolovych slouc¢enin
v zavislosti na péstitelské oblasti.
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Zjistovani autenticity odrid chmele podle obsahu chmelovych silic a
pryskyric

Sneberger Michal, Dostalek Pavel, Karabin Marcel

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Cilem prace bylo identifikovat vybrané tuzemské a zahrani¢ni chmelové odriady
na zéklad€ obsahu chmelovych pryskyfic a silic a zjistit, zda na zaklad¢ analyzy
iso-a-hotkych kyselin ve vzorcich odebranych béhem vyroby piva lze urcit
pouzitou chmelovou odridu.

Na zaklad¢ stanoveni obsaht a relativniho zastoupeni jednotlivych chmelovych
silic a pryskyfic ve vzorcich chmele 7 tuzemskych a 13 zahrani¢nich odrud byla
urcena fada vyznamnych identifika¢nich znakl charakteristickych pro jednotlivé
odridy. Dale byl zkouman mozny vliv vybranych parametrii (granulace, misto
pestovani) na obsah chmelovych pryskyfic a silic. Rozdily v obsazich a
zastoupeni chmelovych silic a pryskyfic mezi hlavkovymi a granulovanymi
chmely téZe odriidy byly velmi nizké. Naproti tomu byly zjistény diléi rozdily
vyplyvajici z rozdilnych péstebnich lokalit. Na zéklad¢ ziskanych dat byla
navrzena metoda identifikace odrid, ktera umoziuje v daném spektru vzorkl
identifikovat 15 z 20 stanovovanych odrad.
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Stanoveni vitality pivovarskych kvasinek pomoci intracelulirni zmény
NAD(P)H

Bednaf Petr', Savel Jan®, Branyik Tomas'

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

Vitalita pivovarskych kvasinek zasadnim zplisobem ovliviiuje délku kvaSeni,
tvorbu vedlejSich produkti kvaSeni a schopnost redukce nezadoucich senzoricky
aktivnich latek. Tim se vitalita vyznamnou mérou podili na kvalit¢ hotového
produktu. V této praci je presentovana novd metoda pro stanoveni vitality
pivovarskych  kvasinek zaloZzend na méfeni intenzity fluorescence
intracelularniho NAD(P)H béhem ptechodu suspenze kvasinek z anaerobidzy do
aerobidzy. Tato metoda je citlivd pro builky o vysoké viabilité, pfi poctu méné
nez 10 % mrtvych bunck. V této praci je testovan novy fluorimetr,
specializovany pro méteni intenzity fluorescence NAD(P)H, jehoZ konstrukce je
velmi jednoducha a tudiz relativné levna. Vysledky jsou porovnavany s
viceuCelovym fluorescenénim spektrometrem, na kterém byly provadény
piredchozi pokusy. I pfes podstatné zjednoduseni poskytuje novy fluorimetr
srovnatelné vysledky s pivodnim fluorescencnim spektrometrem. Zaroven byl
testovan zjednoduseny postup méteni, vyuZzivajici H202 pro navozeni aerobnich
podminek, pro lepsi aplikaci do provozniho métitka. Aplikace této metody do
provoznich podminek by méla byt jednoduchd a levna.
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Molekularni interakce pri imobilizaci kvasinek adhezi

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

Diilezitou vlastnosti bunécné stény kvasinek je jeji schopnost ulpivat, zachytavat
se na pevné povrchy nebo vzijemné mezi sebou. Tato vlastnost kvasinek je
zodpovédna za technologicky dulezity jev jako je flokulace na konci kvaseni
piva nebo za bunétnou adhezi na pevné nosie, jako je mlato, DEAE-celuloza.
V této praci byla pro 4 pivovarské kmeny Saccharomyces cerevisiae sledovana
jejich adheze na cCastice mlata v kontinualnim gas-lift reaktoru. Fyzikalné-
chemické vlastnosti bunééného povrchu, jako hydrofobicita a povrchovy naboj,
maji vyznamny vliv na bunéénou adhezi, proto byly tyto parametry béhem
experimentu sledovany a nasledné byly pouzity pro vypocet interakénich energii
mezi buntkami a nosiCem. Vzhledem k ponékud rozpornym vysledkim, byla
také studovana dulezitost specifickych biochemickych interakci, konkrétné role
flokulacnich gent na bunéfnou adhezi. Relativni exprese téchto genti byla
sledovana pomoci metody PCR v rliznych fazich kontinudlni fermentace a tyto
vysledky pak byly srovnany s redlnou adhezi.
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Oxidativni stres a apoptoza u kvasinky Pichia pastoris

Skalicky Jan, Linhova Michaela, Branska Barbora

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Cilem této prace bylo ovéfeni a optimalizace metodik detekce reaktivnich
kyslikovych ¢astic (ROS) a sledovani apoptézy u kvasinky Pichia pastoris s
vyuzitim selektivniho fluorescen¢niho znaceni a nasledné mikroskopické a
cytometrické analyzy.

Prvni Cast prace byla zaméfena na nalezeni podminek oxidativniho stresu a
zavedeni metodik detekce ROS pomoci vybranych fluorescen¢nich sond (2°,7°-
dichlorodihydrofluorescein diacetatu, dihydroethidia a dihydrorhodaminu 123).
Oxidativni stres byl u bunék vyvolavan piidavkem riznych koncentraci
peroxidu vodiku. Nejprve byly nalezeny podminky u¢inn€ vyvolavajici
oxidativni stres bez usmrceni bunék (0,1 mol.l-1 H202 pisobici na bunky
v exponencidlni fazi ristu po dobu 1 hodiny), které byly nésledné pouzity
k prométeni zavislosti fluorescenéni odezvy na case inkubace a koncentraci
ptidanych sond. Na zdklad€ ziskanych dat byl stanoven interval znaceni na 15
minut a koncentrace pfidaného barviva 10 pg.ml-1 pro vSechny testované
fluorescencni sondy.

Ve druhé ¢asti byla sledovana akumulace ROS v priibéhu kultivaci na riznych
uhlikatych substratech; konkrétné glukose, glycerolu a methanolu. Zatimco v
exponencidlni fazi ristu byly na jednotlivych substratech naméfené rozdily v
intraceluldrni koncentraci reaktivnich kyslikovych ¢astic nevyznamné, ve
stacionarni fazi rastu bylo mozné pozorovat zvySeni fluorescencni odezvy
zejména u bunck rostoucich na methanolu.

Tteti Cast prace byla vénovédna detekci apoptozy, kdy byly apoptické bunky
znaceny annexinem V-FITC na zéklad¢ externalizace fosfatidylserinu na vnéjsi
stranu cytoplazmatické membrany, zatimco nekrotické buiniky s poruSenymi
membranami  byly znadeny propidium jodidem. Ke zpfistupnéni
cytoplazmatické membrany musely byt nejprve pfipraveny protoplasty
enzymatickym odstranénim bunééné stény pomoci lytikasy. Optimalizace
mnozstvi lytikasy a doby jejiho plisobeni byla provedena na zakladé¢
spektrofotometrické a mikroskopické kontroly.

V zavéru byly zavedené metodiky vyuzity ke sledovani akumulace ROS a jejich
vlivu na indukci apoptéozy v pribéhu vsadkovych kultivaci, pfiCemz byl
potvrzen vliv starnuti populace na akumulaci ROS a indukci apoptdzy.
Akumulaci ROS bylo mozné sledovat od 2 tydne kultivace, prvni buiiky znacené
annexinem V-FITC byly pozorovany u 3 tydny staré kultury.
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Physiology and metabolism of genetically enginered Pichia pastoris yeast
grown on different substrates and their mixtures

Kiiciikturan Ipek, Marek Jan, Paulova Leona
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Influence of cultivation conditions (mainly type of substrate) and
overproduction of recombinant protein on a physiology of Pichia pastoris
Mut strain cultivated in chemostat cultures at dilution rate 0.03 h™” was studied
using flow cytometry together with fluorescent staining of selected cellular
functions (membrane integrity — staining with propidium iodide (PI) and
membrane polarization — staining with bis-(1,3,dibarbituric acid) trimethyl
oxonol (BOX)). Product expression was not achieved during the growth of host
strain on single glucose and glycerol due to their repressive effect on AOX
promoter; on the other hand, low trypsinogen production (43 + 1.6 mg.L") was
observed in cultures grown on sole sorbitol even when methanol was not
present. In cultures cultivated on mixed substrates containing methanol plus
other substrate (glycerol, glucose or sorbitol), trypsinogen formation was
initiated shortly after the induction and reached the steady values exceeding 100
mgL™". Viability of cell culture was improved by using mixed feeding strategy
(~3% cells with compromised membrane and ~10% of depolarized cells)
compared to growth on sole methanol (~8% of cells stained with PI and ~20%
cells stained with BOX).
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Geneticka a fyziologicka charakterizace solventogennich bakterii rodu
Clostridium

Pieckova Lucie, Linhova Michaela, Patakova Petra

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Cilem této prace bylo porovnani vlastnosti a piibuznosti 11 kmend rodu
Clostridium  schopnych  produkce rozpoustédel, zahrnujicich  druhy
C. acetobutylicum,  C. saccharoperbutylacetonium,  C. saccharobutylicum,
C. beijerinckii, C. pasteurianum a C. tetanomorphum. Srovnani fenotypovych
vlastnosti probihalo piedevsim prostiednictvim biochemickych testli. Zjistovana
byla schopnost fermentovat osm druht sacharidi (laktosu, sacharosu, celobiosu,
arabinosy, galaktosu, manosu, xylosu a glukosu) v bezcukerném TYA mediu
s ptidavkem diagnostického disku napusténého roztokem pftislusné¢ho cukru.
Dale byla testovdna ptitomnost katalasy, utilizace Skrobu, hydrolyza kaseinu,
ztekuceni Zzelatiny a tvorba slizovych pouzder. Ke zjisténi ptibuznosti byla
vyuzita srovnavaci sekvenéni analyza c¢asti genu kodujiciho 16S rRNA.
Sekvenace byla provedena od pozice 359 do 1521, ¢islovano podle E. coli. Po
porovnani ziskanych sekvenci s dvéma mezindrodnimi databazemi byla zjiSténa
100 % shoda v danych sekvencich u péti kment. Kviili znaéné mite ptibuznosti
16S rRNA sekvenci se tak ptikrocilo k analyze tisekl tzv. mezerniku jehoz geny
lezi mezi useky kodujicimi 16S a 23S rRNA. Tento postup vSak bude tieba
jesté optimalizovat.
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Purifikace monoklonalnich protilitek pro stanoveni prolamini jemene a
jejich aplikace

Kaluza Petr, Dostalek Pavel

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Prolaminy jsou bilkovinna frakce obilovin (rodu Triticeae) rozpustné ve
ziedénych roztocich ethanolu. Tyto proteiny jsou charakteristické vysokym
obsahem prolinu a glutaminu. Proto byvaji prekurzory vzniku zékald v pivu.

Je znadma také alergenita prolaminli vii€i osobam postizenym celiakii. AvSak
role piva jako potenciondlniho alergenu nebyla dosud dostate¢né prokézana.
Panel monoklondlnich protilatek ziskany imunizaci myS$i proti prolaminiim
obilovin byl purifikovan, rozdélen a testovan. Po charakterizaci téchto protilatek
byly nékteré vybrany a testovany ELISA systémem v nepiimém kompetitivnim
uspotfadani. Byly ur€eny detekéni limity monoklondlnich protildtek a jedna
protilatka byla vybrana pro nésledujici analyzy, zvIasté pro stanoveni jejich
kiiZzovych reakci s prolaminovymi frakcemi riznych ceredlii a vzorkem piva.
Kviali komplexnosti a mnozstvi interferujicich sloucenin byly prolaminy
charakterizovany pomoci jednorozmérné i dvourozmérné elektroforesy. Tyto
elektroforetické postupy byly optimalizovany pro stanoveni prolaminové frakce
proteinll obilovin.
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Fyzikalné-chemicka a biochemicka uprava lignocelulosovych materiali pro
fermentac¢ni ucely

Jaisamut Kitipong, Lipovsky Jakub, Rychtera Mojmir
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Cilem této prace bylo testovat jeden z mnoha lignocelulosovych odpadi —
kukufi€nou sldamu — s pouzitim jednoduchych chemickych a biochemickych
metod pro dal$i aplikaci pro produkci biopaliv. Kukuficna slama byla nejprve
charakterizovana z hlediska obsahu hlavnich slozek a potom podrobena jak
hydrolyze slabymi kyselinami tak i1 hydroxidy za relativné mirnych podminek.
Redukujici latky v obsahu 5 az 9 g/l obsahovala pouze kapalna faze po kyselé
hydrolyze. Promyty material z kazdé hydrolyzy byl podroben enzymové
hydrolyze spouzitim enzym od vyrobcli Novozymes A/S (Novozymes
Biomass Kits) a Genencore International B.V. (AcceleraseTM 1000). Enzymova
hydrolyza vykézala lepsi vysledky na pevném materialu z alkalické hydrolyzy.
Avsak inhibice kone¢nym produktem zpomalila proces a proto byla pouzita
metoda SSF (paralelni zcukieni a fermentace) ke zlepSeni procesu a k dosazeni
lepsich vysledkti. SSF proces (aceton—butanol-etanolova fermentace s kmenem
C.pasteurianum NRRL B-598) realizovany na pevném fazi ziskané po alkalické
hydrolyze s pouzitim enzymi Novozymes Biomass Kits pii teploté¢ 37 °C
poskytl relativné dobré vysledky; ze 100 kg kukuti¢ného odpadu by bylo mozno
ziskat 7 kg rozpoustédel obsahujicich az 5 kg butanolu.
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Optimalizace podminek fermentace butanolu

Foftova Jana, Lipovsky Jakub, Melzoch Karel

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Tato prace je zaméfena na optimalizaci fermentacniho média pro anaerobni
bakterie rodu Clostridium, které se vyuzivaji pro produkci butanolu. VétSina
kultivaci byla provadéna s kmenem Clostridium pasteurianum NRRL B-598.
K optimalizaci média slouzily vsadkové kultivace v baiikach provadéné za
striktn€ anaerobnich podminek s glukosou o koncentraci 60 a 80 g.1-1, se zdroji
organického dusiku a zivin v podobé kvasni¢ného autolyzatu, tryptonu a
syrovatkového proteinu, zdroji anorganického dusiku (chlorid amonny,
fosforeCcnan amonny a octan amonny) a dal$imi komponentami. Byl rovnéz
sledovan efekt ptfidavku butanolu do média na zacatku kultivace. Ptitokované
kultivace byly provadény v bioreaktoru za pouziti médii o riizné koncentraci
glukosy. Ta byla pfitokovana podle aktudlni koncentrace glukosy tak, aby se
zamezilo jak limitaci tak inhibici substratem.

Slibnym se ukéazalo vyuziti syrovatkového proteinu, ktery by mohl byt vhodnym
a cenov¢ zajimavym zdrojem Zivin. Bylo dosaZeno koncentrace butanolu az 8,5
g.l-1. Nahrada chloridu amonného jinym zdrojem anorganického dusiku se
neosveédcila. Pii vSech pfitokovanych kultivacich v bioreaktoru bylo dosazeno
koncentrace butanolu kolem 8 g.I-1 a to bez ohledu na prib¢h kultivace.
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Produkce biobutanolu bakteriemi rodu Clostridium

Lipovsky Jakub, Patdkova Petra, Rychtera Mojmir, Melzoch Karel

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Poptavka po biopalivech druhé generace zpiisobila obnoveni z4jmu o aceton —
butanol — etanolovou (ABE) fermentaci. Hlavni produkt - butanol vykazuje
nekteré vyhodné vlastnosti oproti etanolu (vyssi obsah energie, niZsi tékavost,
niz8i korozivita). Dals§i prednost ABE fermentace oproti ,klasicke® produkci
etanolu kvasinkami spo¢ivd v moznosti vyuziti Siroké Skaly substratti (napf.
pentosovych sacharidl, laktosy, Skrobu a inulinu) bez predchazejici ipravy. Pro
ekonomicky rentabilni produkci butanolu je vSak potieba nalézt vhodny a
dostatecné levny substrat, ktery by primarné nebyl potravindiskou surovinou, a
proto je snaha o vyuziti odpadnich surovin jako je naptiklad obilna slama,
dievni Stépka, ¢i organické odpady z domdcnosti. Pouziti lignocelulosovych
surovin pro aceton-butanolové kvaSeni narazi na nutnost hydrolytické
ptedupravy (kyselé, alkalické nebo enzymové hydrolyzy, parni exploze nebo
jejich kombinace) z diivodu nefunkéniho klostrididlniho enzymového aparatu
pro Stépeni celulosy. DalSim uskalim je pomérné nizka tolerance produkénich
kment k butanolu. Popsané nedostatky je mozné cCaste¢né eliminovat
uspotadanim celého procesu, jako je napiiklad soucasné zcukieni pti fermentaci
(SSF), on-line separace produktu, ¢i nalezenim produkcénich kmenil s lepSimi
produkénimi vlastnostmi, poptipadé genetickou modifikaci kment stavajicich.
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Separacni techniky pfi vyrobé biobutanolu kvasnou cestou

Fribert Petr, Patdkova Petra, Rychtera Mojmir, Melzoch Karel

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Mikrobni produkce 1-butanolu z odpadnich sacharidickych substratl je jednou
Z mozZnosti vyroby tzv. biopaliv druhé generace. AvSak tolerance k 1-butanolu je
kritickym faktorem ovliviiujicim schopnost mikroorganismi produkovat 1-
butanol v ekonomicky pfijatelnych koncentracich.  Nyn¢&jsi kmeny rodu
Clostridium nejsou schopny rist pii koncentracich 1-butanolu vysSich nez 2 %,
a proto jsou v soucasné¢ dob& vyvijeny moderni zplsoby vyroby, spojujici
produkci a separaci 1-butanolu v jednom systému, které mohou zlepsSit
ekonomickou bilanci produkce.

Tradicni metodou separace organickych rozpoustédel produkovanych pfi
aceton-butanol-ethanolové (ABE) fermentaci bakteriemi rodu Clostridium je
destilace. Tato metoda je energeticky a financné naroc¢na, nebot’ 1-butanol ma
vys$§i bod varu nez voda a koncentrace vSech zminénych rozpoustédel
v kultivatnim médiu je nizkd. Ve snaze snizit energetické naroky produkce 1-
butanolu jsou vyvijeny alternativni zplisoby separace produktiit ABE fermentace.
Mezi preferované metody separace patii stripovani plynem, extrakce, adsorpce a
membranoveé metody, jako pervaporace, pertrakce a reverzni osmoza.

V na$i praci se zabyvame optimalizaci metody stripovani plynem pii separaci
produkti ABE fermentace amoznosti pfipojeni stripovaciho zafizeni
k laboratornimu fermentoru, coz by umoznilo in situ separaci ABE rozpoustédel
bchem fermentace.
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Izolace butanolu z medii po ABE fermentaci, integrované systémy

Pohludkova Pavlina, Fribert Petr, Melzoch Karel

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Aceton butanol ethanolova (ABE) fermentace rodu Clostridium se v sou¢asné
dobé& dostava do poptedi diky mozZnosti vyuZziti butanolu jako alternativniho
paliva.

Mezi nejvétsi problémy ABE fermentace patii inhibice ristu a mnoZeni bunck
vznikajicimi rozpoustédly, kterd vyznamné snizuje jejich finalni koncentraci a
celkovou produktivitu systému. Jako feSeni se nabizi vyuziti in situ separace
vznikajicich rozpoustédel v pribéhu fermentace v integrovanych systémech.

V této praci byly k separaci rozpoustédel z modelovych smési a redlnych médii
po fermentaci pouzivany metody stripovani plynem a extrakce do organickych
rozpoustédel. Cilem prace bylo vyvinout optimalni metodu téchto separacnich
technik, kterou by bylo mozné pouzit v integraci s ABE fermentaci.

V ptipadé metody stripovani plynem byla jako optimalni zvolena metoda
srecyklem plynu srychlosti pritoku plynu 1,5 VVM a dobou stripovani
minimalné 24 h. V pfipad€ extrakce rozpoustédel je optimalnim extrakénim
¢inidlem oleylalkohol s vytéznosti extrakce butanolu 85 %.
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Application of polyamide sorbents for improvement of beer colloidal
stability

Khac Tran Diep, Sitistova Lucie, Dostalek Pavel

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Insoluble polyamides were first used by Harriss and Ricketts in the late 1950s
for beer stabilisation. These investigators showed that Nylon 66 effectively
removes anthocyanidins from beer. However, practical use of nylons as a
colloidal stability treatment agent has essentially been eliminated, because they
cost too much. Therefore in 1960s nylon was replaced by cheaper PVPP. PVPP,
which is an insoluble crosslinked form of PVP, represents the most frequently
used stabiliser for removal of polyphenols nowadays. In 1980s the research of
polyamides for brewing application was done at the Institute of Chemical
Technology Prague, where several polyamide sorbents with excellent sorption
activity were developed. Nowadays a new polyamide (PA) sorbent was
developed. This sorbent is kieselguhr covered by a thin layer of poly-6-
caprolactame. The sorbent is prepared by in solution polymerisation in the
presence of kieselguhr. PVPP and PA were compared due to their sorption
capacity for polyphenols in beer. Sorption capacity was also measured in model
solutions (catechin in acetate buffer) and industrial scale. There was no principal
difference in sorption capacity between PVPP and PA. However combination
effect of PA and silicagel gave better colloidal stability than combination effect
of PVPP and silicagel. Stabilized beers had longer real shelf-life while
antioxidant power was preserved.
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Vliv kysliku na analytické parametry révovych vin

Petric¢ek Jan, Cichova Marie, Fiala Jaromir
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Vino je sloZzeno z mnoha chemickych latek. Mezi nejvyznamnéjsi slozky ve viné
patii polyfenoly. Jejich mnozstvi a charakter je ovlivnén zpracovanim hroznu a
samotnou odriidou. Béhem zrani a starnuti vina dochazi ke znaénym zménam s
ohledem na sloZeni polyfenold, které ovliviiuji chut’ a barvu vina. Vyznamné
jsou takeé jejich antioxidacni vlastnosti, které v pritbéhu vyroby vino chrani pied
negativnim vlivem kysliku.

M¢teni sledovalo vliv odkalovaci technologie na koncentraci polyfenolt ve
vin€é. Dale byl sledovan rozdil koncentrace polyfenold mezi vinem v tanku
na sklep¢ a vinem v lahvi, které béhem vyroby pfijalo ur¢ité mnozstvi kysliku.
Stanoveni obsahu celkovych polyfenolt bylo provedeno spektrofotometrickou
metodou s Folin-Ciocalteuovym cinidlem. Pro lepsi stanoveni jednotlivych
polyfenolt bylo pouzito SPE k jejich zakoncentrovani. Déle byly jednotlivé
polyfenoly kvantifikoviny metodou HPLC sDAD detekci. Hodnoty
rozpusténého kysliku byly stanoveny pomoci méfi¢e kysliku a teploty TYP
MKT 44A.

Z naméfenych vysledka vyplyva, Ze pfi zméné odkaleni ze sedimentace na
flotaci koncentrace polyfenolli dosahuje vysSSich hodnot. Ziskané sloZeni
polyfenolii se dale vyviji poklesem hodnot béhem vyroby a zrani vina diky
piijmu kysliku.
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Fyzikalni podstata pivni pény

Novak Pavel', Branyik Tomas', Ruzicka Marek?

'Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha
*Ustav chemickych procestt AV CR

Z fyzikalné-chemického hlediska je pivni péna disperze plynu (CO,, N,
vzduchu) v kapaliné. Jednd se o polydisperzni systém pro jehoz popis se
pouzivaji pojmy jako pénivost, pfilnavost, stabilita, hustota, pénivy objem,
struktura, barva, chut’ atd. Péna se tvofi z bublin, které maji primér od 0,1 do 3
mm. Tyto bubliny vznikaji nejCastéji desaturaci plynu zpiva procesem
homogenni nebo heterogenni nukleace.

Po naliti piva do sklenice se nejprve tvoii vlhka péna, kterd obsahuje bubliny
kulovitého tvaru oddélené vétsim mnoZzstvim kapaliny. Obsah plynné faze se
pohubuje okolo 75 % obj. Vlivem gravitace prechdzi vlhka péna na stabilng;si
suchou pénu, ktera je tvofena mnohostény oddélené tenkym filmem disperzniho
prostfedi. Na styku tfi stén mnohosténi pény, které sviraji uhel 120° se tvofi tzv.
Gibbsovy-Plateauovy kanalky.

Péna je dynamicky systém, proces tvorby a rozpadu probihd soucasné, coZz
komplikuje studium dil¢ich d&ji. Mezi zékladni typy d&jh patii vzestup bublin k
hladiné tvofice tak na ni vrstvu pény, interakce bublin s hladinou, koalescence
bublin, vzajemnd deformace bublin (vznik mnohosténil), odvodiiovani pény
(drainage) a izotermicky pfevod plynu z drobnych bublin do bublin vétSich
(disproporcionace). Tyto d€je probihaji do znacné miry soucasné a navzajem se
ovliviiuji. Napftiklad difize plynu z mensi bubliny do vétsi a odvodiovani lamel
odd¢lujicich bubliny podporuji koalescenci.

V piednésce jsou uvedeny vybrané fyzikalni procesy ovliviiujici tvorbu a rozpad
pivni pény. Ve své disertacni praci se budu vénovat mimo jiné hlubSimu studiu
téchto jevu, predevSim vzestupu bubliny k hladin€, interakci bublin s hladinou a
koalescenci bublin.
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Pivni péna jako vicefazovy systém

Baszczytiski Martin', Novak Pavel', Branyik Tomas', Razicka Marek?

'Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha
*Ustav chemickych procestt AV CR

Cilem tohoto projektu je vyzkum a zisk poznatkl z oblasti chemie vicefazovych
reaktorti a hydrodynamiky, koloidni a povrchové chemie a jejich kombinaci s
poznatky z potravinaiské chemie vytvofit komplexni ndhled na pénivé systémy.
Pivni péna je tvofena z bublinek CO2, které vznikaji homogenni nebo
heterogenni nukleaci v objemu ptesycené kapaliny. Ve vytvorenych bublinach
dochézi k jeviim, které ovliviiuji stabilitu pivni pény.

Pivo, jakozto komplexni roztok soli, ethanolu a vice nez 800 organickych
slou¢enin neni vhodné pro studium téchto fundamentalnich jevi. Zakladni
méfeni jsou provedena na modelovém systému voda,vzduch + chemicky
definovana latka (jednoduché povrchové aktivni latky).

Z 'mikroskopického' hlediska jsou studovany tyto jevy na trovni jednotlivych
bublin: tvorba izolované bubliny, vzestup bubliny v kapalin€, néraz na hladinu,
odrazy od hladiny a koalescence s hladinou. Totéz pak pro ptipad dvou bublin,
abychom zjistili jejich parové interakce. Pochopeni téchto dil¢ich procest
pomuze ziskat lepsi nahled na podstatu celého slozitého problému chovani pivni
pény v Case.

Z 'makroskopického' hlediska je studovana péna jako celek. S vyuZzitim méfici
cely s moznosti okamzitého zapnuti/vypnuti pfivodu plynu, a na rdznych
modelovych systémech je pfiblizen vliv surfaktanti na stabilitu pény. Jako
zakladni model je pouzit systém voda+vzduch+dodecyl sulfat sodny na dlouho
trvajici pénu (fadoveé minuty), systém voda+vzduch+terpinol jako model pény se
stabilitou fadové v sekundach a model vodatvzduch+dekanol na pény
s trvanlivosti desetin sekundy. Dynamika pény bude popsdna cCasovym
prubéhem hodnot vySky vrstvy pény. Rychlost jejiho poklesu po vypnuti
piivodu plynu pak bude odrazet miru jeji stability.

Za timto ucelem jsme vyvinuli vizualizacni systém vyuzivajici rychlobéznych
kamer a software pro analyzu obrazu.
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Prakticky pristup k pivni péné

W e 1 2 oS 2 A 1 2
Kosin Petr *, Savel Jan",Broz Adam

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

Stabilita pivni pény je vedle sensorické stability jednim z nejstudovanéjSich
témat soucasného pivovarského vyzkumu. Obvykly ptistup ke zlepSeni pivni
pény je najit slozky piva pozitivné ovliviiujici stabilitu pény, popsat je,
vypracovat test na jejich kvantifikaci a porovnat pivovarské suroviny v jejich
obsahu. Ackoliv vysledky tohoto redukcionistického pfistupu jsou velice
zajimavé, jejich skutecné vyuziti je limitované. Jednak jednou z hlavnich priorit
vétSiny sladka zlstdva zachovani tradicni skladby surovin pro danou znacku
piva, navic tyto vysledy velice t€Zko popisuji skute¢nou stabilitu pivni pény ve
sklenici spotfebitele. Stabilita pivni pény je totiz jen tézko srozumitelny a
popsatelny boj mezi pozitivné a negativné pusobicimi sloZkami piva. Negativné
plisobici slozky vyhravaji v cesté k pivni péné i piesto, Ze je v pivu pozitivnich
slozek prebytek. Lepsi ptistup nez analytické stanoveni jednotlivych slozek piva
je studium pé€ny metodou pénivé schopnosti matrice a piimé pozorovani stability
vlastni pény.
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Adheze zelenych Fas Chlorella vulgaris na sklo
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Sirmerova Marcela’, MarSalkova Barbora', Kovacova Renata®, Lopes Fabio”,
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Branyik Tomas

'Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha
*Ustav technologie mléka a tukt, VSCHT Praha
3Centro de Engenharia Biolégica, Universidade do Minho, 4710-057 Braga, Portugal
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Cilem tohoto vyzkumu je identifikovat a kvantifikovat faktory prosttedi, které
ovliviluji a fidi adhezi tas, konkrétné priimysloveé vyuzivané fasy (Chlorella sp.),
na pevné povrchy urCenim povrchovych vlastnosti (povrchové napéti,
povrchovy naboj) interagujicich ploch tj. bunéénych stén a pevnych inertnich
substratl. Za timto ucelem byly vypracované a optimalizované metody méieni.
Vysledky naznacuji, Ze sloZeni kultivaéniho média ovliviiuje povrchové napéti
bunéénych stén jednobunénych fas. SniZzovani obsahu Zelezitych ionti
v kultivacnim médiu zplsobilo mirné¢ zvySeni celkového povrchového napéti
povrchu bunék, coz podle termodynamického modelu usnadiiuje jejich adhezi na
pevné povrchy. Obecné lze fici, ze termodynamicky model interakce koloidnich
Castic aplikovany pro mikrobidlni bunky umoziiuje selekci vhodnych
konstruk¢nich materiall pro fotobioreaktory ¢i materidli pro imobilizaci
jednobunéénych fas.

UvVOD

Zelené tasy maji Siroké spektrum vyuziti v potravinaiském, farmaceutickém a
chemickém primyslu. Nékteré druhy fas hraji vyznamnou roli v souvislosti
s biodegrada¢nimi technologiemi. Diky tomuto Sirokému spektru vyuZziti
v biotechnologiich jsou fasy primyslové péstovany ve fotobioreaktorech, kde
jeden z faktor ovlivilujici rst biomasy je distribuce svétla do celého objemu
reaktoru. A pravé adheze fas na sténdch reaktoru (zaristani stén reaktoru)
zabrafiuje prasvitu stén fotobioreaktoru a negativné ovliviiuje rtistovou rychlost
ras.

Dnes je béZzné vyuzivani ptirozenych biologickych procest v biotechnologiich a
intenzifikace produktivity pomoci biokatalyzatori je mozno dosdhnot také
imobilizaci bun¢k na nosnou matici, kde jsou bunky v piimém kontaktu
s okolnim prostfedi. Hlavni nevyhodou imobilizace a tvorby biofilmu jsou
relativné slabé interak¢i vazby mezi bunéénym nosic¢em a buiikou a nésledkem
toho citlivost biofilmu na fyzikalni nebo mechanicky stres. Buiiky zelenych ftas
jsou také mnohdy jedna ze slozek biofilmu, ktery se tvofi na povrchu riznych
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technologickych zatizeni (vodovodni trubky, zasobni tanky, chladici systémy) a
zpusobuji jejich poskozeni.

Povrchové vlastnosti a interakéni energie mezi povrchy jsou zavislé na druhu
fasy a druhu povrchu (zivy, inertni). Povrchové vlastnost fas a pevnych
povrchil, na které fasy usedaji, jak ve vodnim, tak ve vzdusném prostiedi, byly a
jsou studovany. Pfesto je stdle malo zndmo o adhezi mikroorganizmi, jejim
mechanizmu, jejich fidicich déjich a moznostech jejiho vyuziti jako napf.
zamezeni nebo prevence nezadoucé adheze pii technologickych procesech, nebo
vyvolani imobilizace pfi primyslovém vyuziti monokultury fas v biodegradaci.
Studium mechanizmu adheze komeréné a primyslové dilezitych fas je proto
vyznamné pro jejich vyuziti pfi riznych technologickych aplikacich. Cilem této
prace bylo sledovat vliv kultiva¢nich podminek, zejména obsahu zeleza
v ristovém médiu, na povrchové vlastnosti fas a na zdklad¢ téchto dat
predpovédét termodynamickou stabilizu adheze ftas na sklo, jako bézny
konstruk¢ni material fotobioreaktort.

EXPERIMENT

Material a metody. Kultura tfasy Chlorella vulgaris, kmen P12 ma relativné
vysokou riistovou specifickou rychlost (0,25 h™ pii optiméalnich podminkach) a
jsou schopné ristu pii vysoké koncentraci CO,. Tento bunécny kmen pod
ozna¢enim CCAP 211/1 je skladovan v botanickém institutu Akademie véd
v Ceské republice.

Podminky péstovani kultury Fas. Rasy jsou péstovany v objemu 300 ml media
ve sklenénych valcich, které jsou probublavany smési plynia CO, a O, (2%
CO,) a tento pomér vhanénych plynti je kontinudlné méfen. Valce jsou umistény
v termostatické vodni lazni, kde je teplota udrzovana pii 30°C a v prabéhu cel¢
kultivace byly ozatfovany stejnou intenzitou svétla z fluorescencnich zativek
(Obr. 1). Kompozice zdkladniho ristového média (médium 1) je zaloZena na
slozeni biomasy fas a ma nasledujici obsah (mg.l'): 1100 (NH,)2CO; 237
KH2PO4; 204 MgSO47H20, 88 CﬁClz; 4 C10H1208N2N3F€; 0,83 H3BO3 0.95
CUSO45H20, 3,3 MDC124H20, 0,17(NH4)6M07024‘4H20; 2,7 ZHSO47H20, 0,6
CoSO47H,0; 0,014 NH,VO; v destilované vodé. Pii péstovani tas bylo
zménéno slozeni média a byly pozorovany zmény v povrchovych vlastnostech
bunck. Zména slozeni média spocivala ve sniZzeni obsahu slozky média
predstavujici zdroj Zezitych iontd (C1oH;,OsN,NaFe) na 2 mg.l" (médium 2) a
na nulu (médium 3). Hodnota pH vSech médii byla béhem celé kultivace
udrzovana na hodnot¢ 7.
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Obr. 1. Laboratorni fotobioreaktor [1].

Cisténi skla pro méfeni povrchového napéti. Podlozna skli¢ka o velikosti 7,6
x 2,6 x 0.1 cm byla umisténa do 1dzné¢ 10% H,SO,4 na 4 hodiny pii 80°C. Déle
byla zchlazena na pokojovou teplotu a oplachnuta destilovanou vodou na
neutralniho pH a posléze umisténa do ultrazvukové 1azn¢ v destilované vodé na
2x3 min. Nakonec byla sklicka oplachnuta deionizovanou vodou a ususena.
Piiprava vrstev Fas na sklo. Suspenze fas ve staciondrni fazi riistové kiivky
byla odstiedéna pii 4000 ot/min po dobu 5 min a promyta destilovanou vodou.
Tento proces byl opakovan tiikrat. Pak byla suspenze rozmychana v 50% obj.
ethanolu a fasy byly nafedény na poZadovanou koncentraci pro tvorbu vrstev.
Takto pfipravena suspenze (2 ml) byla napipetovana na podlozné sklicko a
ponechana na rovné podloZzce pii pokojové teploté po dobu 12 hodin susit.

Meéreni kontaktnich uhli. Kontaktni hly byly méfeny pfistrojem na méfeni
kontaktnich uhlt CAM200 (KSV, Finsko). Jako testovaci kapaliny byly
zvoleny: voda, formamid, a-bromonaftalen. Z namétfenych hodnot kontaktnich
uhla, kterou tvoii kapka (5 ul) testovanym povrchem (vrstva bunék, nebo sklo)
bylo vypocteno celkové povrchové napéti (ytot) a jeho dil¢i slozky (yLW, YAB,
ytot) pro buiiky a sklo. Hodnoty volné interak¢ni energie mezi buiikami ve vodé
a buikami a nosi¢em byly vypocitany podle van Oss a kol. [2].

Meéreni zeta potencialu bunék. Povrchovy naboj tfas péstovanych v médiu
s riznym obsahem zelizitych iontli byl stanoven pfistrojem Zetasizer Nano-ZS
(Particle Sizer, Malvern, UK) v 5mM KNO; (pH7) jenz svou iontovou silou
odpovida kultivaénimu médiu.
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VYSLEDKY A DISKUZE

Casova kfivka zmény hodnoty kontaktniho uhlu ukazuje po&atecni rychly
pokles s nasledujicim konstantnim klesanim hodnoty kontaktniho thlu. To mtize
byt hypoteticky zplisobeno pocateénim zvlhéenim bunécéné vrstvy (rehydratace
biomakromolekul) a vodni evaporaci. Po rehydrataci bun¢k kapkou jsou
hodntoty ustaleny. Dalsi postupny pokles objemu kapky, ptiblizné po 40 vt. je
Jiz zpiisoben pouze evaporaci vody. Tento trend byl pozorovan i pii testovani
povrchu skla. Kone¢nd hodnota kontaktniho thlu je spocitana extrapolaci kiivky
poklesu zptsobeného odpafovanim do casu t=0 [3]. V ptipad€ dalSich dvou
testovacich kapalin (formamid, bromnaftalen), jenz maji vyssi bod varu, je jejich
evaporace zanedbatelnd a dosahuji ustaleni hodnot kontaktniho thlu za kratsi
dobu.

30.0 +
26.0 |
20.0 ]
15.0 -
10.0 ]

Primérmy kontaktni thel

5.0

0-0 T T T T T T T T T T T T
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X[mg/cm2]

Obr. 2. Zavislost velikosti primérného kontaktniho tthlu vody (°) na mocnosti

vrstvy fas (p€stované na médiul) nanesené na podlozni sklicko (X mg biomasy
2

na 1 cm”).

Pro méteni kontaktnich uhld je potfebné disponovat dostatecné velkou a rovnou
plochou, na kterou bude umisténa kapka testovaci kapaliny a zaroven by tato
plocha neméla okamzit€¢ absorbovat kapku testovaci kapaliny. M¢éteni
kontaktnich thli je tedy na skle diky jeho vlastnostem povrchu bezproblémovy,
Hodnoty kontaktnich thlu se liSi pfi riznych mocnostech bunéénych vrstev a
bylo potieba stanovit optimalni koncentraci nanesené suspenze (tloustku vrstvy
bunék) pro vSechna nasledujici méteni z dlivodu objektivity naméfenych hodnot.
Zaroven byla sledovéna i zména objemu vytvoiené kapky testovaci kapaliny na
povrchu vrstvy fasovych bunék. Z nasledujiciho grafu (Obr. 2) je patrné, Ze
tloustka bunétné vrstvy ovliviluje primérnou hodnotu kontaktniho uwhlu
zejména pii nizké koncentraci bun€k na jednotku povrchu. Ptiblizn€ od hodnoty
0,3 mg sufiny bunék na cm’ se hodnota kontaktnicho uhlu vody vyznamng
neméni. Optimalni koncentrace bun€k nanesena na povrch podloznich skli¢ek
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by méla byt od 0,3 do 0,6 mg.cm™. Mé&feni povrchovych vlastnosti bungk bylo
proto provadéno na vrstvach bunék s koncentraci 0,3+0,2 mg.cm™.

Tabulka 1 Primérné hodnoty kontaktnich 0hla vSech testovacich kapalin na
povrchu cCistého skla a na vrstvach fas vypéstovanych v médiich o rGzném
slozeni.

Kontaktni ihel (°)

Typ povrchu Voda Formamid o-Bromonaftalen
Sklo 36,0 30,9 32,3

Rasy

(médium1) 15,6 25,6 47,8

Rasy

(médium2) 16,6 223 59,5

Rasy

(médium3) 26,8 14,9 58,2

M¢éfeni provedend na ftasdch pestovanych v médiich sriznym obsahem
zelezitych iontd naznacuji, Ze absence tohoto prvku v médiu zplsobuje zménu
jejich povrchovych vlastnosti. Snizovanim obsahu zeleza v médiu doSlo ke
zmén¢ kontaktnich 0hld kapalin (Tab. 1) a v ptfipaé¢ média3 taky ke zvySeni
negativniho naboje povchu bunék limitovanych Zelezem (Tab. 2).

Tabulka 2 Primérné hodnoty zeta potenciala (5 mM KNO;, pH7) pro bunky tas
vypéstované v médiich o riizném slozeni.

Zeta potencial

(mV)
gﬁ:ﬁﬁiuml) 13,1
mediumz) 130
x%ium) -16,3

Z naméfenych hodnot kontaktnich whli bylo pomoci Youngovy rovnice
spocitano celkové a dil¢i povrchové napéti (ytot, YLW, yAB) a hodnoty
interak¢ni energie pro rizné interagujici soustavy (buiika- voda — buiika, buitka
— voda — sklo) byly spocitany dle teorie van Osse [2]. Na zakladé vypoctu
bilanci volné energie v interagujicich systémech je mozné predikovat, zda v této
soustavé dojde k termodynamicky stabilni adhezi ¢i nikoli. Kladné hodnoty
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celkové volné energie (AG™) pro oba systémy naznacuji, Zze buiiky péstované
v médiich srliznym obsahem zelezitych iontl, nebudou mit tendenci se
vzajemn¢ shlukovat, ¢i adherovat na povrchh skla. Energeticka nevyhodnost
interakce bunék s povrchem jiné bunky, nebo skla se ovSem snizuje s ubytkem
zeleza v médiu (Tab. 3). Energeticky nevyhodou interak¢ni bilanci bun€k se
sklem lze snadno posunout do negativnich hodnot AG' bilancovdnim adheze
fas napt. na polystyren. Kontakt téchto dvou povrchli by mél vyvolavat relativné
stabilni ulpivéni fas (Tab. 3). Pomoci termodynamického modelu lze proto
dosahnout vhodné volby konstruk¢nich ¢i imobiliza¢nich materialti proto dany
cil. Dalsim krokem ve vyzkumu adheze fas na pevné povrchy bude
experimentalni ovéfeni predpovédi termodynamického modelu pomoci
adheznich testd.

Dalsi uptesnéni piedpovédi adheze ziejmé poskytne rozsifend DLVO teorie,
kterd bude aplikovéna pro kvantifikaci interakce. Kromé toho nelze v ptipadé
interakce Zzivych bunék zanedbat ani specifické biochemické mechanismy
adheze. Jejich charakteristickym rysem je, Ze pfi nich dochazi k lokalizovanym
a vysoce specifickym molekularnim interakcim, které nelze jiz zminénymi
fyzikalné-chemickymi metodami méfeni (méfeni kontaktniho uhlu a zeta
potencidlu) zcela spolehlivé kvantifikovat.

Tabulka 3 Vypoctené hodnoty povrchového napéti bunék tas vypéstované
v médiich o riizném sloZeni a hodnoty volné interak¢ni energie pro interakci
dvou bunék ve vodnim prostiedi a buiiky s povrchem skla ve vodnim prostiedi.

Povrchové napéti a volna interakéni energie
(mJ .m'z)

Buriky (interagujici

Lw AB tot
system) yLW  yAB  ytot AG AG AG

Médiuml
Rasy (buiika -voda-sklo) -2,7 314 28,7
Rasy (bunika-voda-bunikka) 31,0 21,3 52,4 -1,6 37,1 35,5

Médium?2
Rasy (butika -voda-sklo) 1,1 274 263
Rasy (buiika-voda-buitka) 25,2 31,1 564 -03 271 269

Médium3

Rasy (buiika -voda-sklo) -1,2 192 18,0
Rasy (buiika-voda-buiika) 25,9 31,1 57,7 -0,3 15,0 14,7
Rasy (buiika-voda-polystyren*) -1,7 -4,5 -6,2

*[4]



6. seminaf — Pivovarstvi a kvasné technologie 2009, 2.-3.4.2009, UKCHB, VSCHT Praha

ZAVER

Ptedmétem této prace je studium adheze zelenych fas na pevné povrchy. Bylo
zjiSténo, ze obsah Zzelezitych iontl kultivaéniho média ovliviiuje fyzikalné-
chemické vlastnosti bunécnych stén tas. Buiikky narostlé za podminek limitace
zelezem mély nejvySsi povrchové napéti a podle termodynamického modelu
vykazovaly energeticky nejméné¢ nejvyhodnou interakci s povrchem skla.
V piipadé¢ hypotetické interakce buné s hydrofobnéjsSim polystyrenem
predpovédel termodynamicky model jiz relativné stabilni adhezi.
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ZvysSeni obsahu §krobu v biomase zelenych rFas a jeho nasledna konverze na
zkvasitelné cukry
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Kromé¢ tradi¢niho vyuziti ve vyrobé alkoholickych napoji se ethanol stava
nejrychleji rostoucim enegretickym zdrojem soucasnosti. Tradicnim substratem
pro vyrobu ethanolu jsou zkvasitelné cukry pochazejici ze zeméd¢€lskych plodin
obsahujicich Skrob. AvSak alternativnim zdrojem zkvasitelnych cukrii mohou
byt jednobunétné tasy (Chlorella sp.) schopné vysoce uc¢inné fixace CO, a
akumulace intracelularniho Skrobu (do 65 % suSiny). Navic, kultivace téchto
mikroorganismil na spalinach vznikajicich ve spalovnach komunélniho odpadu
je potencionalni zpisob snizeni emisi tohoto sklenikového plynu a zaroven
vyznamné sniZzuje naklady na produkci biomasy s vysokym odsahem Skrobu.
Cilem této prace bylo studovat enzymovou hydrolyzu Skrobu pochazejiciho
z jednobunécnych tas péstovanych na odpadnich spalinach obsahujicich vysoky
podil CO, a vliv zpiisobu desintegrace na vytéznost hydrolyzy.

UvVOD

ZtencCovani celosvétovych zasob fosilnich paliv a zvysujici se koncentrace oxidu
uhli¢itého v atmosféfe nuti zejména vyspélé zemé k intenzivnimu hleddni
alternativ ke klasickym paliviim, zejména takovych, které by umoznovaly tzv.
uzavieny kolobé&h uhliku. Pozornost se proto zaméftila na biopaliva. [1-3]

V posledni dobé nabyva na vyznamu vyuziti jednobunéénych fas jako suroviny
pro vyrobu biopaliv. Tyto fotoautotrofni mikroorganismy maji totiZ schopnost
fadoveé rychlejSiho rstu nez vyssi rostliny, niz8i naroky na spotiebu vody a
hnojeni, vytvofend biomasa mize byt spotfebovdna kompletné, bez vzniku
vyznamnych odpada a v neposledni fadé mohou byt fotobioreaktory umistény na
uzemich, ktera nejsou vhodna k zemédélskému vyuziti [4-7].

Casto se mluvi o riznych druzich mikroskopickych fas jako o potencialnim
zdroji lipidl pro vyrobu biodieselu [7, 8], nicméné tato technologie zatim narazi
na principialni problémy. Rasy s vysoky obsahem lipidi v biomase se vyznaéuji
nizkou rastovou rychlosti a vysokou sensitivitou vii€i stfiznym silam.

Pokud se nenajde novy vhodny druh mikroorganismu ¢i nevySlechti nova
genetickd modifikace, nebudou vysledné energetické, ekologické a socialni
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efekty dostatecné pozitivni a zamér vyuziti mikroskopickych fas k produkci
biodieselu tak nebude obhajitelny [7].

Vyskytuji se ovSem 1 rostouci odolné jednobunécné zelené tasy, jejichz hlavni
zasobni latkou je Skrob.

V souvislosti s vyuzitim fasové biomasy pro produkci bioetanolu byl pro
experimenty pouZzit rychle rostouci produkéni kmen autotrofni zelené
chlorokokalni fasy Chlorella vulgaris. Mezi jeji nejvyznamnéjsi vlastnosti patii
velmi vysokd ristova rychlost, rezistence vici stfiznym sildm a relativni
nenarocnost péstovani biomasy ve velkoobjemovych kultivacich. Produkce
biomasy pii nich mize dosdhnout 1 vice jak 100 tun suché biomasy na hektar za
rok. Obsah Skrobu v biomase je pak siln¢ zavisly na mnozstvi kultiva¢nich
podminek a muize se pohybovat vrozmezi 0 az 65% suSiny. Pii
velkoobjemovych kultivacich provedenych za optimdlnich podminek bylo
v suché biomase zji§téno 20% Skrobu.

Prvni provedené pokusy byly zamétené na zvySeni obsahu Skrobu v biomase.
Kultivovany byly za podminek limitace ttemi hlavnimi makronutrienty (N, S, P)
a potlaCeni proteosyntézy specifickymi inhibitory. U bunek vystavenych
specifickym stresovym kultivacnim podminkdm vzrostl obsah Skrobu az na 65%
suché vahy. Takto vypéstované fasy se da vyuzit jako surovina pro vyrobu
biopaliv, zejména bioetanolu. Piedbézné vysledky nasledné enzymatické
konverze Skrobu z fas na fermentovatelné cukry jsou pak presentovan v tomto
¢lanku.

EXPERIMENT

Material a metody. Biomasa fas pouZitd pii experimentech byla vypéstovana v
Mikrobiologickém tstavu Akademie véd CR v TfeboniKultivace byla
provedena za limitace zdrojem siry [9] ve venkovnich velkoobjemovych
solarnich jednotkach s tenkou vrstvou suspense na naklonéném povrchu [5, 10].
Prvnim stupném pii enzymatické hydrolyze, byla desintegrace bunek
produkéniho mikroorganismu a uvolnéni intraceluldrniho Skrobu pomoci
balotibnového mlynu Dyno-Mill KDL-Pilot A (Willy A. Bachofen AG
Maschinenfabrik, Basel, Switzerland). Optimdlni velikost sklenénych balotin
byla 0,3-0,5 mm. Uspé&snost homogenizace rozemletim buiek byla 95 % [10].

Anylyza obsahu intracelularniho Skrobu byla provedena v nésledujicich
krocich. Biomasa byla sklizena odstfedénim kultivované tasové suspenze po
dobu 5 minut pii 5000 rpm a zmrazena pii teplot¢ — 20 °C. Nasledné byla
separovana biomasa desintegrovana. Pied hydrolyzou Skrobi (30% HCIO,, 15
min, 25°C) bylo nutné vyextrahovat pigmenty (80% EtOH, 15 min., 68°C,
tiikrat). Vznikla glukoza reagovala s anthronem (72% H,SO4, 8 min, 100°C) za
vzniku barevného produktu, ktery byl méfen spektrofotometricky.
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Strukturni anylyza Skrobu pochazejiciho z biomasy Fas. Pomér
Amylosa/Amylopectin byl zjiStovan za pouziti komeréniho kitu (K-
AMYL/04/06 Kit, Megazyme, Ireland). Skrob obsaZeny ve vzorcich fasové
biomasy byl kompletné dispergovan zahfivanim v dimetyl sulfoxidu (DMSO).
Lipidy byly odstranény vysrazenim Skrobu, ktery byl ndsledné regenerovan. Po
roziedéni vysrdzenych vzorkt v acetdto/solném rozpoustédle byl amylopectin
vysrazen ptidavkem Con A (lecitin concavalin A) a odstranén centrifugaci.
Amylosa obsazena beze zbytku v supernatantu byla enzymaticky
hydrolyzovana na D-glukézu. Ta byla analysovana glukéza -
oxidaza/peroxidazovym reagentem. Celkovy Skrob byl zjisStovan obdobnym
zpisobem z acetdto/solnych vzorkd a méfen kolorimetricky glukoza -
oxidaza/peroxidazou. Koncentrace amylozy ve vzorcich Skrobu byla vyjadiena
jako pomér absorbance (méteno pii 510 nm) supernatantu Con A z vysrazenych
vzorki k absorbanci celkového mnozstvi Skrobu ve vzorcich [11, 12].

Konverze Skrobu z Fas na fermentovaltelné cukry. Na hydrolyzu Skrobu byly
pouzity  termostabilni = amyldzy  vyvynuté  spoleCnosti  Genencor
(www.genencor.com). Shrnuti optimélnich podminek je uvedeno v Tabulce 1.
Hydrolyza Skrobu probihala v nasledujicich krocich. Na zacatku se pfipravila
suspenze z desintegrované¢ho materidlu a destilované vody (0.5 L). Koncentrace
suspenze byla 22 g suSiny L-1 a jeji pH bylo upraveno na hodnotu 6.0. Dale byla
suspenze v termostatické ldzni za stdlého michani (primér magnetického
michadla 4.5 cm, 250 rpm) zahtivana na teplotu 85°C. Nasledn¢ bylo ptfidano
8.80 uL termostabilni Skrob zkapalilujici vysoce uinné alfa-amylazy
(Spezyme® XTRA, Genencor, Danemark). Teplota byla po dobu 30 minut
udrzovdna na 85°C. Enzymaticky proces zcukifovani pokracoval zchlazenim
suspenze na teplotu 65°C a upravenim pH na hodnotu 4.0 (HCL). Poté bylo
pifidano 8.80 uL zcukiujici glukoamyldzy (Distillase® L-400, Genencor,
Danemark) a 0.55 pL beta-glukanaza/xylanazového komplexu (Optimash™ BG,
Genencor, Danemark). Tento krok byl provadén za stdlého michdni suspenze po
dobu 30 minut pfi teploté 65°C. Odebrané vzorky byly zchlazeny na pokojovou
teplotu, filtrovany pfes mikrofiltry (Cellulose Nitrate Membrane Filters,
Whatman GmbH, Germany) o velikosti poért 0.2 pm, odplynény a
neutralizovany (pH=7). Druhy a mnozstvi cukrl pak byly stanovoviny pomoci
vysoko-uc¢inné kapalinové chromatografie HPLC (Agilent 1100) a separovany
na ionexové koloné¢ s predkolonou Ag+ (Phenomenex Rezex RSO
Oligosaccharides 200x10 mm) pfi teplot¢ 80°C. Pouzita byla mobilni faze
obsahujici odplynénou demineralizovanou vodu o objemové pritokové rychlosti
0.4 mL.min-1. Cukry jsou nasledn¢ analyzovany méfenim indexu lomu svétla
refraktometrickym detektorem (Agilent 1100 RID). Data byla zpracovavéana v
softwaru Agilent Chemstation
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Tabulka 1 Pouzité termostabilni amylolytické enzymy a jejich optimalni
podminky

Doporucené
. Optimalni  Optimalni ~ MnoZstvi
Amylaz Enzym 0
Y Y ymy tep|0ta ( C) pH (kg enzymu 1:-1suchého

ékrobu)

Spezyme® a-amylaza 85 5,0-6,7 0,4-0,8

XTRA

Distillase® L- amyloglukosidaz  58-65 3,0-5,0 0,6-0,8

400 a

Optimash™ BG glukanaza/xylana 60-70 4,0-5,0 0,025-0,05

za
VYSLEDKY A DISKUZE

Vhodnost Skrobu pro specifické konecné vyuZziti zavisi na jeho vlastnostech.
Faktorem urcujicim vlastnosti Skrobu je pomér amylosa/amylopektin. Na
zéklad¢ strukturni analyzy Skrobu zjiStujeme stabilitu a odolnost, rozpustnost,
bobtnavost, mazovaténi a Zelirujici vlastnosti Skrobu. Ty ovliviiuji dil¢i kroky
hydrolyzy (mazovaténi, ztekuceni, zcukfeni) s cilem optimalizovat vytéZnost
procesu. Zjisténi mnozstvi amylozy ve Skrobu je tak velmi dilezity parametr pro
vybér a aplikaci vhodnych amylolytickych enzymi (zejména termostabilni
amylazy) [13, 14]. Obsah amylézy ve Skrobu z fas modifikovany pomoci Con A
je presentovan v tabulce 2. Z vysledki je vidét, ze obsah amylézy ve Skrobu
z fas je srovnatelny s obsahem amylézy ve skrobu v rostlinach slouzicich jako
Skrobarenskd surovina. Tudiz miizeme pfedpokladat, Ze Skrobové bohata
biomasa z fas nebude vyzadovat Zadna zvlastni opatieni oproti Skrobarenskym
surovinam.
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Tabulka 2 Srovnani obsahu amyl6zy v hlavnich rostlinnych zdrojich Skrobu
s obsahem amylézy v biomase Chlorelly vulgaris kultivované za limitace
zdrojem siry.

Zdroje $krobu S')bsah amylézy (% celkového
Skrobu)

Mikroskopické rasy — 34-38

Chlorella sp.

JeCmen* 21-24

PSenice* 25-29

Kukufice* 25-28

Brambory* 18-21

Hrach* 33-36

* [13]

Pro optimalizaci vytéZnosti procesu enzymatick¢é hydrolyzy realného
Skrobového substratu z fas byly studovany podminky (teplota, doba enzymaticke
degradace) dil¢ich krokii hydrolyzy (mazovaténi, ztekuceni, zcukieni) [13, 14].
Tento proces vyzadoval uziti termostabilnich a-amylaz. Pokusy byly provedeny
ve vsadkovém uspofddani za regulovanych podminek (pfidavek enzymi,
teplotni profil, michani).

V prvnim stupni hydrolyzy Skrobu na vysocekoncentrovany glukézovy sirup se
uvoliiuji procesem ztekuceni Skrobu kratké molekulové fetézce — dextriny a
olygosacharidy. V druhém stupni sacharifikace se tyto dale $tépi procesem
zcuktovani az na monosacharidy — glukozu, vyznacujici se lehkou
zkvasitelnosti. To je dano hydrolytickym §tépenim a-1-4 glykosidovych vazeb z
neredukovatelného konce vazby, ¢imz dojde k rozsté€peni na mensi sacharidové
slozky [15].

= Nondisintegrated
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O Disintegrated
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N

o
@
=)
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(=}
2
(=}

o
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i
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Graf 1 Koncentrace cukri uvolnénych do vody béhem extrakce 22,00 g L™
biomasy fas.
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Biomasa fas pouzivana béhem vSech experimentd byla kultivovana ve
venkovnich velkoobjemovych nadrzich za limitace zdrojem siry. Bylo tak
dosazeno 34,0 = 1,2 objemovych % Skrobu. V grafu 1 je zobrazena koncentrace
do vody vyextrahovanych cukrii po 60 minutdch macerace 11g biomasy v
500mL destilované vody pii 45°C. Bylo tak dokdzéno, Ze nedesintagrovana
biomasa obsahovala 0,067 g extrahovatelnych cukrii na gram suSiny. Po
provedeni desintegrace se koncentrace extrahovatelnych cukrti zvysila na 0,098
g ¢ suginy.

Tabulka 3 Koncentrace cukrii pied a po enzymatické hydrolyze 22,00 g L™
biomasy fas.

Koncentrace cukru Koncentrace cukru
Celkovy pfirGstek
Cukr pfed hydrolyzou po hydrolyze
cukru (a/l)
(9/l) (9/l)

MALTOZA 0,98 0,29 - 0,69

GLUKOZA 1,05 7,60 6,55

FRUKTOZA 0,14 0,00 -0,14

SUMA 2,17 7,89 5,72

Na zacatku enzymové hydrolyzy Skrobu z fasové biomasy obsahovalo 22,00 g
suSiny pfiblizn¢ 7,50 g Skrobu. Analyzou sacharidl reak¢éni smésy po hydrolyze
(Tab. 3) bylo zjisténo, ze Skrob byl konvertovan na zkvasitelné cukry s
vytéznosti 68%. B&hem hydrolyzy vzrostlo celkové mnoZzstvi zkvasitelnych
cukri 0 5,72 g L' na koneénou hodnotu 7,89 g L™ (Tab. 3). VytéZnost
hydrolyzy Skrobu (68%) je pon¢kud niz$i nez se ocCekavalo. To muze byt
zpusobeno prozatimni nedokonalou optimalizaci procesu nebo absenci enzymu
schopnych uéiné degradovat amylopektin v blizkosti mist vétveni. V budoucnu
bude prace zaméfena na zvyseni vytéZznosti enzymove hydrolyzy Skrobu z fas.

ZAVER

V této praci byla studovana dvoustupiiova enzymaticka hydrolyza Skrobu z tas
za pouziti komeréné dostupnych enzymu (alfa-amyldza, glukoamyldza). K
hydrolyze byly nastaveny podminky (koncentrace substratu a enzymt, cas
potifebny k piisobeni enzymi) doporucené vyrobcem termostabilnich enzymd.
Béhem experimentu byl Skrob hydrolyzovan z 68% na zkvasitelné cukry. To
potvrzuje moznost pouZiti tohoto zdroje Skrobu k produkci bioetanolu.
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Nicméné, pro zvySeni ekonomické efektivity provozni aplikace je nutné
produkéni proces déle optimalizovat.

Podékovani
Tento vyzkum je podporovan Mlnisterstvem Skolstvi, mladeze a télovychovy
CR prostiednictvim projektu  EUREKA (OE09025-ALGANOL) a MSM
6046137305.
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Plisiiova kontaminace ve sladarstvi a pivovarstvi

Knytl Martin, Fiala Jaromir

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Plisn€é mohou zasadnim zplisobem ovliviiovat vyslednou kvalitu sladu a posléze
piva. Prace ukazuje piehled napadajicich plisni, jejich metabolitli a vlivu na slad
a pivo.

Dale piehled metod kontroly plisiové kontaminace a vlastni stanoveni celkové
plisnové kontaminace a kontaminace plisnémi rodu Fusarium na vybranych
sladech pomoci metody dle EBC. Vysledky zjisténé kontaminace jsou
porovnany s obsahem mykotoxint.
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Vliv podminek kvaSeni na obsah mykotoxinii

Bryzgal Tomas, Knytl Martin, Kovackova Miloslava, Fiala Jaromir

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Mykotoxiny jsou sekundarni metabolity nékterych rodi plisni, pfedev§im rodl
Fusarium, Aspergillus, Penicillium a Alternaria. Je prokazan jejich Casty vyskyt
v obilovindch. Z nich se pies zpracovatelské technologie mohou mykotoxiny
dostat az do kone¢nych produktl, které jsou soucasti lidské diety. Jednim
z mnoha téchto produkti je 1 pivo.

Mykotoxiny DON a DON-3-G jsou mykotoxiny nejcastéji se vyskytujici
v pivovarstvi. Tato prace je zaméfena na posuzovani vlivu podminek kvaseni na
jejich obsah. Byl sledovan vliv teploty hlavniho kvaseni a pouZzitého kmene
pivovarskych kvasinek. Pfi posuzovéani vlivu teploty hlavniho kvaSeni byly
porovnavany Ctyii teploty (7,5 °C, 9 °C, 15 °C a 20 °C). Jen pii teploté 9 °C
doslo k vyznamnéj$imu poklesu koncentrace sledovanych mykotoxini.

Vliv pouzitého kmene kvasinek byl sledovan u dvou pracovnich kment
Saccharomyces pastorianus a kvasinek Saccharomycodes ludwigii. Ukézalo se,
ze vliv pouZitého kmene kvasinek nebyl nikterak vyrazny a u vSech kvasnych
pokusti doslo pouze k poklesu koncentrace DON-3-G. Mezi porovnavanymi
kmeny kvasinek vSak nebyly vyrazné rozdily.
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Fyziologicka aktivita Saccharomyces cerevisiae v pribéhu kvaSeni mladin
se zvySenym obsahem mykotoxini

BraZina Michael, Knytl Martin, Fiala Jaromir

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Cilem kazdého vyrobce piva je vyrabét produkt, jehoZ senzoricky vjem a sloZeni
se v dlouhodobém horizontu neméni. Toho muize byt dosazeno jen daslednou
kontrolou procesu kvaseni. Zasadni vliv na pribéh kvaSeni méa fyziologicky stav
kvasnic nasazovanych do provozniho kvaseni.

Hlavnim cilem této prace bylo zjistit vliv mykotoxinu deoxynivalenol na
fyziologicky stav pivovarskych kvasinek. Sledovan byl pfedevsim jeho vliv na
viabilitu a na obsah glykogenu, trehalosy, DNA a bilkovin v kvasinkach.
Nosnou metodou této prace byla pritokova cytometrie. Pro stanoveni viability
bylo pouzito barveni methylenovou modfi s naslednym pocitinim bunck v
Biirkerové komiirce.

Bylo zjisténo, Ze zvySeny obsah deoxynivalenolu v mladiné nemél vliv na
viabilitu kvasnic. Dale bylo pozorovano, Ze jeho pfitomnost v mladiné
ovlivitiovala u nékterych kment kvasinek obsah glykogenu, trehalosy, DNA a
bilkovin v bunce. VIliv na obsah glykogenu byl pozorovan ptedevSim
v exponencialni fazi ristu. Obsah trehalosy byl ovlivnén ptfedev§im na konci
kvaSeni, tudiz Ize ptfedpokladat, ze deoxynivalenol plisobi jako stresovy faktor v
konec¢né fazi kvaSeni, kdy dochéazeji zkvasitelné zdroje energie.
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Piepénovani piva

Postulkova Michaela, Fiala Jaromir
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Gushing neboli samovolné prepénovani piva je poklddadn za nezadouci jev a
casto byva davan do souvislosti s pfitomnosti mykotoxinl (ackoliv tyto samotné
latky nemusi s gushingem viibec souviset). Obvykle jej délime na primarni a
sekundarni gushing. Primarni neboli pfimé piepénovani ma spojitost s
napadenim obilky jeCmene vlaknitymi houbami (Fusarium, Aspergillus,
Rhizophus, Penicillium a Nigrospor) a zalezi tedy na kvalité pouzitého je¢mene
a sladu. Vlastni latky gushing zplisobujici vSak dosud zndmé nejsou.
Predpokladé se, Ze jsou vytvafeny jako odezva na ptedchozi stres organismu.
Oproti tomu sekundarni neboli nepiimé piepénovani zavisi na vyrobnich
faktorech a protoze samotné napadeni obilky patogeny nemusi vzdy gushing
vyvolavat, je nutna ptitomnost tzv. inicidtort uvoliiovani plynu (defekty v lahvi,
usazeniny soli a jinych latek), které rovnéZ zahrnujeme pod sekundarni gushing.
K vyzkumu gushingu se nejcastéji pouziva tfidenni rychlotest vyvinuty
v laboratotich Calrsberg, jeZ jsme si pro nasi praci upravili. V dal§i casti
vyzkumu se nyni zabyvame moZnostmi sniZeni potencionalniho gushingu.
V budoucnu hodlame poznatky o tomto jevu nadéle shromazd’ovat a ptispét tak
k lepSimu pochopeni této natolik slozité problematiky.





