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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva moznostmi mikrobiologické fermentace Cerstvé 1 obnovené syrovat-
ky. Teoretickd ¢ast se zaméfuje na charakteristické¢ vlastnosti syrovatky, jeji vznik, che-
mické slozeni a moznosti vyuziti. Je zde popsan mechanizmus alkoholové a mlécné fer-
mentace s dirazem na moznost sledovani pribéhu procesu na zakladé zmén ve slozeni
substratu, a narGstu fermentacnich produkti za pomoci HPLC. V praktické casti jsou
zhodnoceny zmény ve fermentovaném substratu, které byly zptisobeny ptisobenim riznych

druhii bakterii mlé¢ného kvaseni a kvasinek rodu Kluyveromyces.

Kli¢ova slova: syrovatka, fermentace, bakterie mlé¢ného kvaseni, mlé¢né kvaseni, Kluyve-

romyces, alkoholové kvaSeni

ABSTRACT

This thesis deals with the possibilities of microbiological fermentation of sweet whey and
recovered dried whey. The theoretical part focuses on characteristic properties of whey, its
origin, chemical composition and possibilities of use. It describes the mechanism of etha-
nol and milk fermentation, with an emphasis on possibility of observation of fermentation
process based on changes in the composition of the substrate and the growth of fermentati-
on products determinated by HPLC. In the practical part of thesis the changes in the fer-
mented substrate, which were caused by metabolism of different species of lactic acid bac-

teria and yeast of the genus Kluyveromyces, are evaluated.

Keywords: whey, fermentation, lactic acid bacteria, lactic acid fermentation, Kluyveromy-

ces, ethanol fermentation
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UvVOD

Syrovatka byla donedavné povazovana za méné hodnotny produkt vznikajici pii zpracova-
ni mléka pfedevsim na tolik cenény syr a tvaroh. Jeji vyuziti bylo z technologickych i eko-

nomickych divodi omezeno predevsim na piimes pro vykrm hospodaiskych zvirat.

V soucasné dob¢€ dochazi celosvetove k riistu poptavky po mléénych vyrobeich a pozvolny
narast vyroby syri, ktery byl jest¢ podpofen biotechnologickou vyrobou chymozinu, je
patrny pro celé obdobi 20. stoleti. Spolu s rostouci vyrobou syra a tvarohu roste nejen
mnozstvi produkované syrovatky, ale také ochota, nebo spise ekologicka a hlavné ekono-
mickd nutnost syrovatku vhodné zuzitkovat. V soucasné dob¢ syrovatka naléza vyuziti ve
stale vEétsi mife 1 jako surovina pifi vyrob€ potravin (margariny, tavené syry), nékterych
napoju, kvasni¢né biomasy, primyslové vyroby etanolu, bilkovinovych koncentrati, izola-

tl a riznych potravinovych doplikd.

Pokud pomineme vodu, pak je nejvice zastoupenou latkou obsazenou v syrovatce laktdza.
Prave tento disacharid slozeny z glukézy a galaktozy slouzi béhem fermentace jako sub-
strat pro pouzit¢ mikroorganizmy. Pfi homofermentativnim mlécném kvaseni je laktoza
metabolizovana predevsim na kyselinu mlé¢énou, v piipadé heterofermentativniho déje pak
ve vetsi mife vznikaji i jiné produkty jako naptiklad oxid uhlicity, kyselina octova nebo

etanol. Pfi alkoholové fermentaci dochéazi k premén¢ laktozy na etanol a oxid uhlicity.

Hlavnim cilem této prace bylo provést a optimalizovat procesy mlécné a alkoholové fer-
mentace a sledovat zmény obsahu jednotlivych sacharidi i ziskanych koneénych produkti.
Béhem mlécné fermentace byly vyuzity rizné druhy bakterii mlééného kvaSeni (déle jen
BMK) bézné uzivanych v mlékarenském primyslu (napt. Lactobacillus helveticus, jogur-
tova kultura). U alkoholové fermentace byly za pomoci kvasinek rodu Kluyveromyces

zkoumany zmény substratu a moznosti produkce etanolu.
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I. TEORETICKA CAST
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1 SYROVATKA

Syrovatka je nazloutla tekuta latka. Jedna se o mléné sérum, tedy mlécné plazma zbavené
kaseinovych bilkovin. Vznikd naptiklad srdzenim kaseinu piedevSim pii vyrobé syri a
tvarohd. Tato prace se dale zaméfuje na syrovatku tvotfenou z kravského mléka, jez tvori
mlécné zlazy samice tura domaciho. Teoreticky se ale da vytvorit z kazdého matetského

mléka savct [1, 2].

1.1 Vznik

Syrovétka je ta ¢ast mléka, kterd ziistane po odebrani kaseinu a €asti tuku at’ uz teplem,
zménou pH nebo syfidlem. Neziskava se jako primarni produkt ale fadi se mezi produkty
vedlejsi. Obecné rozliSujeme dva druhy syrovatky, a to sladkou a kyselou. Toto jiz tradi¢ni

déleni je zalozeno na technologii, pfi niz vznikne, a hodnoté pH ziskané suroviny [3].

Sladkéa syrovatka vnika b&zné jako vedlejSi produkt pii vyrobé tvrdych, polotvrdych a
mekkych syrit jako naptiklad cheddar, mozzarella ¢i u syrti holandského a ementalského

typu. Jeji pH je pak rovno nebo vyssi nez 5,6. Obvyklé rozpéti pH je 5,9 — 6,6 [1, 3].

Kysela syrovatka je vedlejsim produktem piedevsim pii vyrobé n€kterych tvarohti a tvaro-
hovych syrt typu cottage. Ma kyselejsi povahu, pH je obvykle niZsi nez 5,1 a nej€astéji je
v rozmezi 4,3 — 4,6. Kyselé pH je dosaZeno z diitvodu mnohem vyssi koncentrace kyseliny
mlécné v porovnani se syrovatkou sladkou. To je zplisobeno vyssi aktivitou bakterii mlé¢-
ného kvaSeni. Kyseld syrovatka také obsahuje znatelné veétsi mnoZzstvi rozpusténého vapni-

ku [4]. Pfi vyrobé 1 kg syru se uvolni pfiblizn¢ 9 | syrovatky [5].

V nékterych piipadech, zejména v anglofonnich zemich, se syrovatka déli pfimo podle
toho, pfi jakém zpracovanim mléka vznikla, napt. ,,cheese whey* (syrova syrovatka nebo
1épe feceno syrovatka vznikla pfi technologii vyroby syru) nebo ,,casein whey* (vznikla pii

vyrob¢ kaseinu) [3].

Cerstva syrovatka pfirozené obsahuje bakterie mlééného kvaseni a vysoky podil laktozy
v suSiné. Stava se tak idealnim substratem pro fermentacni procesy mlééného kvaseni a
podléha rychlé zkaze [4]. Tento proces je sledovatelny predevsim na zédkladé méfeni ubyt-
ku laktézy a narstu obsahu kyseliny mlécné. ZjednodusSené Ize procesy sledovat i méie-
nim zmén pH a titra¢ni kyselosti (dale jen TK) vyjadiené pomoci stupiii Soxlet-Henkla

(°SH) ¢i jeho podobnych ekvivalentt (°Th, °D).
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Pro zabranéni nezadouci fermentace a z toho vyplyvajiciho znehodnoceni suroviny se pred
dalsim vyuzitim provadi pasterace syrovatky. K pfimému vyuziti Cerstvé pasterované sy-
rovatky dochazi jen vyjimecné. Ma velmi omezenou trvanlivost, velké naroky na sklado-
vaci podminky a hygienu prostfedi. Vysoky obsah vody zvySuje néklady a naroCnost
transportu. Diky nizkému obsahu suSiny mé nedostate¢nou koncentraci pozadovanych zi-
vin. Z téchto diivodd by méla byt déale zpracovana, nejlépe pfimo v mlékarenském pod-
niku. Mezi nejb€znéjsi zplisoby zpracovani patii zahustovani, suseni, odstranéni laktozy,

demineralizace ¢i ultrafiltrace (viz Obrazek 1) [1].

Cerstva syrovatka

Zahut e nebo Odstranéni Demineralizace Ultrafiltrace
suieni laktozy
yiva koj Permet WPC, WP

krmiva Lidska vyZiva, sportovch
sirupy, substrat [
profermentad Fermentaéni Hydrolyzovana . .
— \ e Jedlé proteiny
produkty, paliva laktdza

Obrazek 1 Nekteré zplisoby zpracovani syrovatky a jeji vyuziti [5]

Zahustovani syrovatky probiha ve dvou a vice fazich ve vakuovych odparkach. Po odpare-
ni asi 45 — 65 % pivodni hmotnosti je koncentrat ochlazen na 15 — 20 °C. Chlazeni probiha
za stalého michani asi 6 — 8 hodin aby se vytvofily co neyjmensi krystaly, coz omezuje hyd-
roskopicnost syrovatky béhem suseni. Nasledné& je koncentrat suSen v bubnech nebo meto-

dou sprejové suSeni [3].

Velmi ¢astym zpiisobem tpravy syrovatky jsou riizné formy membranovych filtraci. Jejich
srovnani uvadi Tabulka 1. Mikrofiltraci a ultrafiltraci mohou byt v zavislosti na velikosti
port filtru selektivné oddéleny mikroorganizmy, rizné syrovatkové proteiny, tuky nebo
nerozpustné soli. Bilkoviny syrovatky vzniklé ultrafiltraci se d¢li na syrovatkové bilkovi-
nové koncentraty (WPC) a syrovatkové bilkovinové izolaty (WPI). Koncentraty mohou
obsahovat 20 — 89 % syrovatkovych bilkovin. Syrovatkové bilkovinové izolaty obsahuji
alespon 90 % bilkovin a prakticky neobsahuji laktozu. Nanofiltrace je vhodna pro odsoleni
a ¢astecnou demineralizaci syrovatky. Tato metoda umoziuje separaci laktozy, odstranéni
az 40 % mineralnich latek a zvySeni obsah suSiny syrovatky z 5 az na 40 %. Demineralizo-

vana syrovatka se pak ziskava za vyuziti reverzni osmozy nebo elektrodialyzy [3, 5].
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Tabulka 1 Druhy a charakteristika membranovych filtraci 3, 5]

Typ filtrace Velikost Zachované latky Molekulova hmotnost
port (nm) zachovanych latek (kDa)
Mikrofiltrace (MF) 20 —4000 | Bakterie, kaseinové | 100 — 500

micely, olejové emul-

ze
Ultrafiltrace (UF) 20— 200 Syrovatkové proteiny | 1 — 100
Nanofiltrace (NF) 1-10 Laktéza 0,1-1
Reverzni osmoéza (RO) | <1 lonty <0,l1

1.2 Chemické sloZzeni

Presné chemické slozeni a vlastnosti syrovatky nejsou z divodu proménlivého slozeni
kravského mléka a pouzité technologie, pfi niz vznika, ptesné definovatelné. Nasledujici
Tabulka 2 tedy slouzi spiSe k vymezeni hlavnich rozdilti mezi sladkou a kyselou syrovat-

kou.

Tabulka 2 SlozZeni sladké a kysel¢é syrovatky [3, 6, 7].

Slozka Sladka syrovatka | Kysela syrovatka
susina [%] 6,0-6,5 5,0-6,0

laktoza [%] 45-5 3,8—-43
kyselina mlécna [%] | stopy az 0,8

bilkoviny [%] 0,55 0,55

tuky [%] 0,05-0,2 0,05-0,2
popeloviny [%] 0,5 0,8

vapnik [mg.100 g'] | 47 103
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Jiz na prvni pohled je patrné, ze hlavni slozkou syrovatky je kromé vody predev§im mléc-
ny cukr, laktéza. Kysela syrovatka obsahuje cukru méné. To je dano odlisSnym zpiisobem
technologického zpracovani mléka, kdy ¢ast tohoto disacharidu je metabolizovana na kyse-
linu mlé¢nou, kterd zapticinuje i rozdilné hodnoty pH. Zna¢ny rozdil je 1 v obsahu vapni-
ku. Kyseld syrovatka miva obvykle ndsobné vétsi mnozstvi tohoto biogenniho prvku. V

kyselém prostiedi se z kaseinové srazeniny snaze uvoliiuje a proniké do syrovatky [4].

Pravé proto maji syry, pti nichz vznika sladka syrovatka vyssi obsah vapniku (viz Tabulka

3).

Tabulka 3 Obsah véapniku v jednotlivych druzich syru [7].

Typ syru Cheddar | Emental Mozzarella Ricotta | Cottage

vapnik 710 772 505 207 83
[mg.100g™]

1.2.1 Laktéza

Laktéza je disacharid tvofeny D-galaktozou a D-glukézou. Pro svilij obsah ve mléce se Cas-
to oznaCuje trividlnim ndzvem ,mléény cukr. Systematicky se jedna o f-D-
galaktopyranosyl-(1—4)-B-D-glukopyrandézu.  Laktéoza je  redukujici  disacharid,

v pfitomnosti aminokyselin se miiZe ti€astnit komplexu Maillardovych reakci.

Jedna se o nejvice zastoupenou organickou latku v syrovatce (obsah v susiné okolo 70 —
80 %). Laktoza slouzi jako dilezity zdroj energie jak pro savce, tak pro mikroorganizmy
[8]. Pro jeji vyuZziti je nejprve potieba rozstépit B-glykosidickou vazbu. To se nejcastéji
déje enzymaticky B-D-galaktosiddzou (laktazou). V lidském téle se tak déje v horni ¢asti
tenkého stfeva, u mikroorganizmii se vyuzivaji operony, napi. lac operon u E. coli [9].
Laktéza tedy slouzi jako substrat pro mnohé bakterie a kvasinky. V nékterych ptipadech je
tento jev nezadouci (pasterace mléka), nékdy je soucdsti technologického procesu vyroby
(vyuziti bakterii mlééného kvasSeni u fermentovanych mléénych vyrobki a syrti). Prikla-
dem muZe byt homofermentativni mlécné kvaseni, kdy po enzymové hydrolyze laktozy na
glukézu a galaktozu je galaktoza enzymaticky pfeménéna na glukézu a ta pak metabolizo-

vana na kyselinu mlé¢nou [8].
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Sladivost roztoku laktdzy je piiblizn€ pétkrat niz8i nez u sachardzy. Pfitom ma ale vysokou
energetickou hodnotu. Ne kazdy ¢lovék ma navic v téle dostate¢né mnozstvi enzymu lak-
tazy. Deficience laktazy se nazyva lakt6zova intolerance. Pak mutize laktoza z tenkého stie-
va prochazet v nezménéné podobé az do stieva tlustého, kde dochdzi k jeji pfeméné mi-
kroorganizmy. Pfi fermentaci vznikaji plyny, které zptsobuji plynatost ¢i prijmy. Proto
existuje snaha tento disacharid pfedem rozstépit na dvé monosacharidové jednotky. At uz

za vyuziti enzymt, ¢i chemicky hydrolyzou (pH < 1,5, t >150 °C) [10].

1.2.2 Bilkoviny

Do syrovatky ptechazi z mléka vétSina sérovych bilkovin (a-laktalbumin, B-laktoglobulin a
sérovy albumin), imunoglobuliny, malad ¢ast kaseinovych bilkovin (do 10 % celkového
obsahu bilkovin v syrovéatce) a pfi sladkém srazeni i glykomakropeptidy (z enzymatické

hydrolyzy kaseinu) [11].

Nejvétsi zastoupeni ma B-laktoglobulin (cca 58 % celkovych bilkovin) nasledovan a-
laktalbuminem (13 %). B-laktoglobulin patii k nejvyraznéj$im alergentim mléka s vysokou
odolnosti vii¢i zalude¢nimu traveni. Tepelné oSetfeni, jako napiiklad sterilace, zplisobuje
nendvratnou denaturaci tohoto proteinu a zvysuje celkovou stravitelnost syrovatky. Také
nekteré bakterie mlécného kvaseni (Lactobacillus acidophilus, L. paracasei a nékteré bifi-

dobakterie) dokéazi B-laktoglobulin enzymaticky degradovat.

Syrovatkové bilkoviny obsahuji velké mnozstvi esencidlnich aminokyselin (pfedev§im
lyzin, cystein, metionin, leucin, izoleucin a valin). [2, 10] U vétvenych aminokyselin se
predpoklada jejich pozitivni vliv na metabolizmus tukii, udrzeni spravné télesné hmotnosti
a homeostaze [12, 13]. Jejich biologicka hodnota piesahuje dokonce biologickou hodnotu
bilkovin vejce [10]. MnozZstvi esencialnich aminokyselin v riznych potravinach je zobra-

zen na Obrazku 2.
Syrovétkové bilkoviny jsou vyvazenym zdrojem sirnych aminokyselin, které hraji dulezi-
tou roli antioxidanti jako prekurzory glutathionu [14]. Jejich obsah v rtiznych druzich po-

travin zachycuje Obrazek 3.
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syrovatka vejce kasein maso s0ja

Obrazek 2 Mnozstvi esencidlnich aminokyselin v bilkovi-

nach rizného ptivodu [2].

M celkem [l methionin [ cystein

Obrazek 3 Mnozstvi sirnych aminokyselin v bilkovinach

rizného piivodu [2].

1.2.3 Vitaminy

Do syrovatky béhem technologického zpracovani piechazi z mléka cela fada vitamint [5]

(viz Tabulka 4).
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Tabulka 4 Priimérny obsah vitamind v susené syrovatce a suseném mléce [7].

Slozka Sladka Kysela Plnotu¢né
syrovatka | syrovatka | mléko
Vitamin C [mg.100 g'] 1,5 0,9 8,6
Vitamin E — tokoferoly [mg.100 g™'] 0,03 stopy 0,58 1
Vitamin A [IU.100 g"'] 30 59 934
Vitamin B; — thiamin [mg.100 g'l] 0,5 0,6 0,3
Vitamin B, — riboflavin [mg.100 g'] 2,2 2,1 1,2
Vitamin B; — niacin [mg.100 g'l] 1,3 1,2 0,6
Vitamin Bs — kyselina pantotenova [mg.100 g'] | 5,6 5,6 -
Vitamin B¢ — pyridoxin [mg.100 g'l] 0,6 0,6 0,3
Vitamin By — kyselina listova [mg.100 g'] 12,0 0,3 37,0
Vitamin B;, — kobalamin [pg.100 g'] 2,4 2,5 3,25

1) méfen pouze a-tokoferol

Jedna se pfedevsim o ve vodé€ rozpustné vitaminy ze skupiny B (tiamin, riboflavin, pyri-
doxin, kyselina pantotenova, kyselina listova, biotin a kobalamin). Uvedené srovnani (Ta-
bulka 4) se suSenym plnotu¢nym mlékem ma jen orientacni charakter (plnotu¢né mléko
neni to, ze které se syrovatka vytvotila). Nicméné je bézné, Ze nékteré vitaminy (zvlaste
riboflavin) se v syrovatce vyskytuji ve vétS§im mnozstvi, nez ve mléce, ze kterého byla vy-
robena. To je zplisobeno metabolickou aktivitou nékterych bakterii mlééného kvaSeni pou-
zivanych pfi produkci syrt. Pravé diky obsahu riboflavinu mé syrovatka typickou Zluto-

nazelenalou barvu [2, 10].

1.2.4 Mineralni latky

v

Cerstva syrovatka obsahuje 0,5 — 0,8 % minerdlnich latek [3] (viz Tabulka 5). Ty jsou
v syrovatce obsazeny ve form¢ organickych (0,1 — 0,4 %) a anorganickych (0,6 — 0,7 %)
sloucenin. Nejveétsi zastoupeni maji soli kyseliny mlécné, fosforecné, uhlicité, citronové,

chlorovodikové a sirové. Nejvice jsou zastoupeny draselné a vapenaté soli [4]. U kyselé
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syrovatky je pak obsah vapniku fadove vétsi. To je zptisobeno odlisnou technologii vzniku
a podminek, které ji provazi. Pii vzniku sladké syrovatky z mléka jsou véapnik i fosfaty
pevnéji navazany na kaseinovou srazeninu. U vyroby kyselé syrovatky se vlivem nizsiho
pH vapnik do syrovatky snadnéji uvoliiuje. Vyznamny je i obsah mikroelementt, ptede-

v§im Zeleza, médi a zinku [10].

Tabulka 5 Obsah mineralnich latek ve sladké a kyselé syro-

vatce [7].
Slozka Sladké syrovatka | Kysela syrovatka
Vapnik [mg.100 g7 | 796 2050
Fosfor [mg.100 g | 932 1349
Sodik [mg.100 g'] | 1079 968
Draslik [mg.100 g7 | 2080 2289
Hoi¢ik [mg.100 g'] | 176 199
Zinek [pg.100 g'] | 1970 6300
Zelezo [pg.100 g7 | 900 1200
Med [pg.100g'] | 70 50
Selen [pg.100 g'1 |27 27

Z diavodu pomérné vysokého mnozstvi soli se pii zpracovani syrovatky susenim ¢asto pro-
vadi ¢astecna ¢i uplnd demineralizace. Pfi ¢astecné demineralizaci je za vyuziti ultrafiltrace
odstranéno 25 — 30 % soli, takto upravena syrovatka se hodi pfedevSim pro potravinaiské
ucely (napiiklad vyroba zmrzlin, tavenych syrd, pekarenstvi). Na uplnou demineralizaci
syrovatky se vyuziva metoda elektrodialyzy nebo iontové vymény, diky které mize byt
odlouceno 90 — 95 % soli. Takto upravena syrovatka se pak pouziva u vyrobkd, kde je sna-

ha o co nejmensi mnozstvi obsahu soli (vyziva kojencti, sportovci) [3].
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2 FERMENTACE

Podle pouzitych mikroorganizmu a prostiedi, ve kterém probiha metabolicka aktivita mi-
kroorganismii, se katabolické procesy déli na aerobni respiraci, anaerobni respiraci a fer-

mentaci (kvaSeni).

Pti aerobni respiraci muize byt u aerobnich ¢i fakultativné aerobnich mikroorganizmii za
vhodnych podminek (pfedevsim dostatek kysliku) substrat rozlozen az na oxid uhli¢ity a
vodu. Tento zpiisob metabolizmu se spjat s respiracnim fetézcem a dochazi ke vzniku vel-
kého mnozstvi ATP oxidativni fosforylaci. Je bézny u rostlinnych a zivo¢isnych bunék. U
nékterych mikroorganizmt pti nadbytku organického substratu, miize probihat jen ¢aste¢na
oxidace Casto za vzniku organickych kyselin. Mezi aerobni formy respirace se pak zahrnuji

napftiklad i citronové nebo octové fermentace (oznaované téz jako aerobni kvaseni) [15].

Mikroorganizmy s anaerobni respiraci v zdvérecné fazi dychani misto kysliku vyuzivaji

mén¢ u¢inna oxidacni ¢inidla (dusi¢nany, sirany, fumaraty apod.) [16].

Fermentace zahrnuje alkoholové, maselné, mlécné ¢i propionové kvaSeni. Kvaseni probiha
za anaerobnich podminek. Misto oxidace kyslikem je substrat dehydrogenovan za pomoci
NAD" za vzniku CO, a NADH + H'. Energie ve form& ATP vznika jen fosforylaci na sub-
stratové Urovni. Jelikoz timto zplisobem ziskd mikroorganizmus jen pomérné malé mnoz-
stvi energie, musi byt rozloZzeno velké mnoZstvi substratu. Z energetického hlediska jsou
tyto procesy pro organizmy zna¢né nevyhodné, produkty fermentace totiz maji stale vyso-
kou energetickou hladinu. Vysledné metabolity jiz mikroorganizmus nedokaze déle zpra-
covat, proto jsou anaerobni procesy spjaty s hromadénim produktli energetického metabo-
lizmu. Zaroven je nutné vznikly NADH ptevést zpét do oxidované formy, aby se cyklus

fermentace mohl znovu opakovat [15].

2.1 Mlé¢éna fermentace

Mlécna fermentace probihd za vyuziti bakterii mlécného kvaseni. Tato skupina bakterii
nema puvod v taxonech. Zahrnuje rizné skupiny mikroorganizmii s podobnymi vlastnost-
mi. Patfi sem napftiklad rody Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Lactobacillus nebo
Streptococcus. Obvykle se mezi BMK ftadi i rod Bifidobacterium, a to piesto, ze se jedna o
fylogeneticky i biochemicky zna¢né odliSnou skupinu bakterii. Obecna charakteristika vy-
branych rodi BMK je uvedena v Tabulce 6. BMK jsou grampozitivni, nesporulujici ty¢in-

ky ¢i koky, povétSinou kataldza a oxidaza negativni aerotolerantni anaerobové. Neobsahuji
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cytochromy, ale nékteré pfijimaji kyslik prostiednictvim flavoprotein oxidaz, ten nasledné
slouzi k produkci peroxidu vodiku nebo k oxidaci redukované formy NAD. Energii pro
svlj metabolizmus ziskavaji preménou sacharida predevsim na kyselinu mlécnou. Existuji
dv¢ rizné metabolické drahy, které k tomuto tcelu slouzi. Na jejich zéklad¢ se bakterie

mlécného kvaseni déli na homofermentativni a heterofermentativni [17].

V obou ptipadech je vedlejsim produktem metabolismu kyselina mlé¢na. U heterofermen-
tativniho mlé¢ného kvasSeni vznikaji ve vétsi mife i1 dalsi produkty (kyselina octova, etanol)

[15].

Tabulka 6 Charakteristické vlastnosti nékterych rodd BMK [17].

Rod BMK Morfologie Typ fermentace Izomer vzniklého laktatu
Lactococcus | koky — tvofi fetézce | homo L

Leuconostoc | koky — nepravidelné | hetero D

Pediococcus | koky homo DL — macerat
Lactobacillus | tyCinky homo/hetero DL,D,L

Streptococcus | koky — tvofi fetézce | homo L

Ptredevsim diky produkci kyseliny mlééné maji BMK schopnost inhibovat rist ostatnich
mikroorganizmi. Mohou se proto vyuzit ke zvysSeni trvanlivosti ¢i udrzeni mikrobiologic-
ké jakosti a nezdvadnosti riznych potravin. Princip inhibice je zaloZen nejen na sniZeni pH
a vlivu slabych organickych kyselin (mlé¢nd, octovd) na transport latek bunéénou mem-
branou. Mnohé BMK (napt. nékteré kmeny Lactococcus lactis) vytvari proti konkurenc-
nim bakteriim U¢inné bakteriociny. Tyto latky pak nachéazeji vyuZiti v potravinaiské praxi
jako inhibitory patogennich grampozitivnich bakterii (nisin E234, natamycin E235). N¢-
které BMK mohou za vhodnych podminek vytvatfet peroxid vodiku. Z divodu absence
katalazy jej ale nedokazi rozlozit na vodu a kyslik. Na rozdil od vétSiny ostatnich bakterii
jsou ale na vyss$i koncentrace peroxidu vodiku méné citlivé. Jeho tvorba tedy piindsi dalsi
evoluéni vyhodu nad jinymi bakteriemi. Heterofermentativni BMK vytvari ve vétsi mite
v potravinaiském primyslu nejsou na rozdil od predeslych latek tak vyrazné. Koncentrace

alkoholu ve fermentovanych mlécnych vyrobcich je totiz vSeobecné velmi nizkd [17].
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Srovnani homofermentativni a heterofermentativni fermentace glukézy je zndzornéno na

Obrazku 4.

Glukoza

Homofermentativni

ATP
ADP

<

Glukdza-6-P

Fruktdza-6-P

ATP
ADP

Fruktoza-1,6-DP

Heterofermentativni

<

ATP
ADP

Glukoza-6-P

HAD*
NADH

b-fosfoglukonat

NAD-
NADH co,
Ribul6za-5-P

Glyceraldehyd-3-P
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4 ADP
4 ATP
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Dihydroxyaceton-P

2 HAD~
2 NADH

2x Pyruvat

2 NADH
2 NAD*

2x Laktat

Glyceraldehyd-3-P Acetyl-P
2ADP ~ HADH
2 ATP I:Jilim @ NAD"
Pyruvat Acetaldehyd
HADH NADH
NAD HAD
Laktat Etanol

Obrazek 4 Mechanizmus fermentace glukozy u BMK [upraveno podle 17, 18]

2.1.1 Homofermentativni mlééna fermentace

Béhem homofermentativniho metabolizmu mlééného kvaseni dochdzi k metabolické pie-

meéné glukdzy prakticky jen na jeden produkt, a to kyselinu mlécnou. Fermentace probiha

dle Embden-Meyerhof-Parnasovy drahy oznacované jako glykolyza [15].

Jedna se o hlavni katabolicky d€j chemoorganotrofnich mikroorganizmii. Béhem n¢j do-

chézi ke dvéma fosforylacim glukézy na fruktdza-1,6-difostat za spotieby 2 molekul ATP.

Nasledné je fruktdza-1,6-difosfat rozstépena na dvé fosfotriozy, a to glyceraldehyd-3-

fosfat a dihydroxyacetonfosfat. Tyto fosfotriézy jsou udrzovany v rovnovaze prostiednic-

tvim enzymu triézafosfatizomerazy. Dalsi reakce se tcastni jen aldehyd. Pii jeho spotiebé

ale dochazi ke zméné rovnovahy a postupné dojde k pfeméné dihydroxyacetonfosfatu na
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aldehyd za pomoci triozafosfatizomerazy. Glyceraldehyd-3-fosfat je anaerobné oxidovan
za vzniku 1,3-bisfosfoglyceratu. Kofaktor NAD" se pii této reakci redukuje (pfijme atom
vodiku z aldehydu). Nasledn¢ dochazi k fosforylaci na substratové urovni, tvorbé ATP a 3-
fosfoglyceratu, ten je izomerizovan na 2-fosfoglycerat. Za pomoci enzymu enoldzy docha-
zi k redukci na fosfoenolpyruvat. Pyruvatkinaza nasledné odstépi fosfat za vzniku nestabil-
niho enolpyruvatu. Pfi jeho pfesmyku na ketopyruvat (oznacovany obecné jako pyruvat)
dochazi k uvolnéni energie, kterd se opét vyuzije pii syntéze ATP z ADP. Celkovy energe-
ticky vytézek glykolyzy pti preméné jedné molekuly glukoézy na 2 pyruvaty jsou 2 ATP.
Coz je vyuziti ptiblizné jen 5 % energie ulozené ve struktufe molekuly glukozy [16, 17,

19].

Pyruvét je nésledné redukovan na laktat za pomoci kofaktoru NADH, naceZz vznika jeho
oxidovana forma NAD". Ta opét naléza vyuziti v glykolyze pii dehydrogenaci glyceralde-
hyd-3-fosfatu. Diky redukci pyruvatu tak dochazi k vytvotreni cyklu oxidované a reduko-
vané formy nikotinamidadenindinukleotidu, kterd se timto zplisobem neustale recykluje.

Reakce pfemény pyruvatu na laktat je katalyzovana NAD-laktatdehydrogendzou [15, 19].

Homofermentativni BMK maji Siroké vyuziti v potravinaifském primyslu. Zvlasté ve vy-
robé fermentovanych mlécnych vyrobkl (napt. jogurty, kysané mléko), v syrafstvi, pfi

konzervaci zeli, okurek, nebo pii kvasné vyrobé¢ kyseliny mlécné [15].

2.1.2 Heterofermentativni mlééna fermentace

Heterofermentativni mlécna fermentace je typickd pro bakterie rodu Lactobacillus ¢i
Leuconostoc. Béhem této fermentace dochazi k produkci ekvimolekuldrniho mnoZstvi
CO,, etanolu a laktatu. Heterofermentativni BMK neprodukuji glykolyticky enzym aldola-
zu, umoziujici Sté€peni fruktoéza-1,6-difosfatu na dvé fosfotridozy. Fermentace tedy nemutize
probihat dle Embden-Meyerhof-Parnasovy drahy. Hexo6za, glukoéza, je po fosforylaci oxi-
da¢nim mechanizmem hexo6zafosfatového zkratu prevedena na ribul6za-5-fosfat. Béhem
této reakce se uvoliuje oxid uhli¢ity, ktery se stava dilezitym rozpoznavacim znakem k
urceni heterofermentativni mléné fermentace. Ribuldza-5-fosfat je enzymove, fosfoke-
tolazou, roz$tépena na acetylfosfat a glyceraldehyd-3-fosfat. Aldehyd je pfeveden na py-
ruvat a nasledné na laktat. Reakce probihd stejnym zplisobem jako u glykolyzy a také tedy
vnikaji 2 ATP. Acetylfosfat je fosfat acetyltransferdzou katabolizovan na acetylkoenzym

A. Ten je za pomoci acetylacni acetaldehyd dehydrogendzy redukovan na acetaldehyd a
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nasledné acetaldehyd dehydrogenazou na etanol. Béhem téchto redukénich reakci dochazi

k regenerace 2 molekul NAD" z NADH [17, 18, 20, 21, 22].

Celkovy zisk heterofermentativniho mlééného kvaseni je pak 1 molekula ATP na kazdou
utilizovanou glukézu. V aerobnim prostiedi je mozna regenerace NAD" za vyuziti NADH
oxidazy a peroxidazy. Acetylfosfat je pfeveden na acetat za vniku molekuly ATP. Timto
zptisobem miize byt celkovy energeticky zisk energie z 1 molekuly glukézy stejny jako u

glykolyzy, a to 2 molekuly ATP [17].

2.2 Alkoholova fermentace

Alkoholova fermentace je proces, pfi némz kvasinky a nékteré druhy bakterii katabolizuji
glukozu za vzniku energie ve formé ATP a vedlejSich produkti CO, a etanolu. Této sku-
te€nosti se vyuziva nejen k vyrobé¢ etanolu a alkoholickych népoji, ale 1 v pekarenstvi pti

kynuti peciva nebo v mlékarenstvi pti vyrob¢ kefira [19].

U kvasinek alkoholova fermentace zacina glykolyzou. Avsak vytvoieny pyruvat je dekar-
boxylova za vzniku acetaldehydu, jenZ je alkoholdehydrogendzou redukovén na etanol. U
bakterii, az na par vyjimek (Sarcina ventriculi), alkoholové kvaSeni probiha za vyuZiti od-

lisné metabolické drahy oznacované jako Entner-Doudoroffova [15].

2.2.1 Alkoholova fermentace u kvasinek

Kvasinky jsou jednobunécné eukaryotické mikroorganizmy pattici mezi houby (¥iSe Fungi)
RozmnoZuji se nepohlavné pucenim, piehrddecnym délenim nebo, méné Casto, pricnym
délenim (napt. rodu Schizosaccharomyces). Pohlavni rozmnoZovani probih4 izogamnim

nebo heterogamnim spéjenim [23].

Alkoholova fermentace glukoézy u kvasinek probihd do vzniku pyruvatu dle Embden-
Meyerhof-Parnasovy drahy. Pyruvét je nasledné enzymaticky dekarboxylovan pyruvat
dehydrogenazou za vzniku acetaldehydu. Ten je redukovan alkohol dehydrogenédzou a tim-
to zptisobem je recyklovan NAD", jenz je potiebny k anaerobni oxidaci glyceraldehyd-3-
fosfatu u glykolyzy. Cely cyklus se za vhodnych podminek neustdle opakuje az do vycer-
pani glukézy (pfipadné jinych sacharidi vhodnych k pfeméné na glukézu) nebo nahroma-
déni odpadniho produktu (etanolu). Celkovy zisk energie pii pfeméné glukdzy na etanol
jsou 2 molekuly ATP [24]. Schematicky je pfeména pyruvatu na etanol zachycena na Ob-

razku 5.
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co, NADH NAD+*
‘ [Acetaldehyd] . Etanol ]
pyruvat alkohol
dehydrogenaza dehydrogenaza

Obrazek 5 Mechanizmus alkoholové fermentace

pyruvatu na etanol [upraveno podle 19]

Prestoze existuje velké mnozstvi morfologicky i fyziologicky odlisnych kvasinek a kvasin-
kam podobnym hub, jen velmi uzka skupina se vyuziva v primyslu a potravinarstvi. Takto
vyuzivané mikroorganizmy patii nejcastéji mezi askomycety. Nej€astéji vyuzivanou kva-
sinkou je Saccharomyces cerevisiae a ji podobné kmeny. VSechny tyto kmeny kvasinek
jsou schopny katabolicky zpracovavat glukézu, nékteré fermentuji i sachar6zu, maltézu a
rafindzu. Zadna z nich viak nedokée fermentovat mléény cukr, laktozu. Ta musi byt
nejdiive rozstépena hydrolazou (laktdzou). Pravé tuto schopnost maji napiiklad nckteré
kvasinky rodu Kluyveromyces (Kluyveromyces lactis, marxianus, marxianus var. bulga-
ricus), které se bézn¢ vyskytuji pfedev§im ve fermentovanych mléénych vyrobcich. Nékte-
ré kvasinky dokazi rlst i v prostiedi s velmi vysokym osmotickym tlakem (zasoleni, vyso-
ka koncentrace sacharidl). Hansenula anomala se tak béZzn€ nachazi v nasolenych masech,
syrech ¢i ve fermentovanych masnych vyrobcich. Kvasinky druhu Zygosaccharomyces
bailii jsou pak znamé predev§im svym negativnim vlivem na kvalitu a trvanlivost potravin.
Dokazi totiz rast 1 v prostiedi s nizkou vodni aktivitou, nizkymi hodnotami pH a jsou pozo-
ruhodné odolné vii¢i bézné vyuzivanym konzervantiim (kyselina sorbova, octova a benzo-

ov4, oxid sificity, etanol, apod.) [17].

2.2.2 Alkoholova fermentace u bakterii

U bakterii probiha etanolova fermentace po Entner-Doudoroffové metabolické draze (viz
Obrazek 6). Ta navazuje na pentdzovy cyklus. Glukoza je nejdiiv, stejné jako u glykolyzy,
aktivovana fosforylaci na gluko6za-6-fosfat. Nasledné je fosfoglukonat dehydratazou oxi-
dovan na glukonlakton-6-fosfat, a ten je dehydrogenovan 2-keto-3-deoxy-6-fosfoglukonat

aldoldzou za vzniku kyseliny 2-keto-3-deoxy-6-fosfoglukonové [25].

Vznikla kyselina se §t€pi na dvé tridzy, a to glyceraldehyd-3-fosfat a pyruvat. Glyceralde-
hyd-3-fosfat je pfeménén na pyruvat stejnym zplsobem jako u glykolyzy. Vznikaji tedy 2
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pyruvaty, které jsou stejné jako u alkoholové fermentace u kvasinek metabolizovany na
etanol za soucasného vzniku CO,. Celkov¢ ziskana energie z glukdzy za vyuziti Entner-
Doudoroffovy drahy je na rozdil od glykolyzy polovicni. Vzniknou 2 molekuly ATP. Jed-
na je ale spotfebovana na aktivaci glukozy. Celkovy vytézek je tedy jen jedna molekula

ATP [15].

Glukoza

ATP
ADP

Glukdza-6-P

NADP*
NADPH

Glukonlakton-6-fosfat

+H,0 =)

6-fosfoglukonat

=) -H,0

2-keto-3-deoxy-6-
fosfoglukonat

Glyceraldehyd-3-fosfat
@ 2ADP NAD*
2ATP NADH

Pyruvat Pyruvat

2 €O,

2x Acetaldehyd

2 NADH
2 HAD"

2x Etanol

Obréazek 6 Mechanizmus alkoholové fermentace (Ent-

ner-Doudoroffova [upraveno podle 25, 26]
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3 MOZNOSTI SLEDOVANI FERMENTACE ZA POMOCI HLPC

Pribéh mikrobiologickych fermentaci Ize sledovat za pomoci riznych kvantitativnich ana-
lytickych metod. Ty jsou zalozeny bud’ na stanoveni ubytku mnozstvi substratu, nebo na-
rustu latek vzniklych G¢inkem metabolizmu. Béhem fermentaci obvykle dochazi k velkym
zméndm ve slozeni substratu a mnohé mikroorganizmy dokazi metabolizovat nejen gluko-
se na fermentaci mohou podilet. To mize byt umoznéno za pomoci vyuziti nékterych fyzi-
kalné-chemickych separac¢nich metod, naptiklad chromatografie. Vyuziti plynové chroma-
tografie u sacharidi klade vyssi naroky na ptipravu vzorku, které je pro potieby analyzy
nutné prevést na t€kavé derivaty. Pro urceni smési nejen sacharida, ale 1 alkoholli a n¢kte-
rych organickych kyselin se jako optimalni jevi metoda kapalinové chromatografie (napf.
HPLC-RI/UV/MS nebo aniontova chromatografie s pulzni amperometrickou detekei

(HPAEC-PAD) [15, 27, 28, 29].

3.1 Zaklady HPLC

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je separacni metoda zalozena na rozdil-
né distribuci délenych latek ve smési mezi dvé rizné nemisitelné faze (mobilni a stacio-
narni). Stacionarni faze je sorbent umistnény v pfipad€ kolonové adsorb¢ni chromatografie
do sklenéné, plastové nebo ocelové trubice. Mobilni fazi je kapalina protékajici kolonou.
Do kolony je béhem analyzy vykonnym vysokotlakym cerpadlem nastfiknut na zacatek
kolony vzorek. Ten je adsorbovan na sorbent a postupnym promyvanim mobilni fazi je na
zakladé koncentrace slozek mezi stacionérni (cs) a mobilni (c¢,,) fazi uvoliiovan dle hodnot

distribu¢ni konstanty (Kp) [30, 31].

Cim je hodnota distribuéni (rozd&lovaci) konstanty pro danou latku vys§i, tim jsou jeji mo-
lekuly vazény na stacionarni fazi delsi dobu. Doba zachyceni se nazyvéa retence a jeji hod-
nota je vétSinou méfena za pomoci retencnich faktorit [31]. Schematicky je kapalinovy

chromatograf zndzornén na Obrazku 7.
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cerpadlo davkowvaci
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wise vzorek
smésovaci Pt
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zasobniky vyhodnocovaci
mcbilni faze zafizeni

detektor | .-_,I ,ﬁ h E

Obrézek 7 Schéma kapalinového chromatografu [30]

Separace je ovlivnéna povahou mobilni i stacionarni faze. Pokud mé4 mobilni faze béhem
separace konstantni chemické slozeni (ma stejnou elu¢ni silu) pak se jedna izokratickou
eluci. Ta je vhodnd pro separaci latek s podobnymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi.
Pokud se ale vlastnosti separovanych latek vyrazné 1isi, je vhodné uplatnit gradientovou
eluci. Béhem ni se slozeni a elu¢ni sila mobilni faze béhem separace muze na zaklad¢ zvo-
leného programu plynule i skokové ménit. Vyhodou je moznost optimalizace separace slo-
zit¢jSich vzorkd. Gradientovou eluci ale nelze pouzit u vSech druhti detektorti (napft. u ref-
raktometrického). Detektory se u HPLC nachézi za kolonou se stacionarni fazi a na zékla-
dé riznych fyzikalné-chemickych metod kontinualné sleduji sloZeni elu¢niho roztoku. Sig-
nal z detektord je pfeveden na chromatogram. Jednd se o graf zavislosti intenzity signalu

z detektoru na Case trvani separace. Signaly na chromatogramu vytvati kiivky gaussovskeé-

ho tvaru oznacované jako piky (elu¢ni kiivky) [31].

3.2 Sledovani priibéhu fermentace za pomoci HPLC-RI

Sledovani pribéhu fermentace za vyuziti kapalinové chromatografie je zaloZeno na analy-
ze sacharidl slouzicich béhem fermentace jako substrat, a na analyze nékterych vybranych
vznikajicich metaboliti. Béhem fermentace dochazi po urcitych Casovych intervalech
k odbéru vzorkl z bioreaktoru (fermentoru), k jejich upravé (Cifeni, filtrace) a nasledné
analyze. B€éhem mlécné fermentace se tak kromé sacharidli (nejCastéji laktoza, glukdza a
galaktdza), analyzuje 1 obsah kyseliny mlécné a zvlast€ u heterofermentativnich BMK 1

etanol a kyselina octova. Béhem alkoholového kvaSeni za pomoci kvasinek se Casto analy-
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zuji nejen sacharidy a vznikajici etanol, ale 1 dal$i vedlejsi produkty, které mohou ovlivnit

produktivitu kvasinek (kys. octova, mlécnd, uhlicita, glycerol) [28, 32, 33].

3.2.1 Analyza za pomoci HPLC-RI

Stanoveni sacharidii metodou HPLC s refraktometrickym (RI) detektorem je jednou z nej-
snadnéjSich metod, zvIasté co se tyce pracnosti upravy vzorkd. Ta je jednoduchd, rychla a
zarucCuje opakovatelné vysledky. Za pomoci HPLC-RI lze analyzovat velmi Siroké mnoz-
stvi sacharidii, organickych kyselin ¢i alkoholti. Vysledné hodnoty naméfené kapalinovou
chromatografii jsou srovnatelné s metodami chemickymi (napt. redukujici cukry, Fehling),
enzymatickymi (napf. laktéza, po enzymatické hydrolyze spektrofotometrické stanoveni

NADH) ¢i ebulioskopii (etanol) [34, 35].
Mezi nevyhody HPLC-RI patfi:

- niz$i citlivost detekce (o dva az tfi fady proti spektrofotometrické detekei)
- teplotni zavislost odezvy (teplotu je nutné udrzovat v rozmezi = 0,01 °C)
- nutnost zachovani konstantniho pritoku mobilni fdze bez pulz

- nemoznost pouziti gradientové eluce [31].

3.2.2 Priprava vzorku

Vzorky odebrané b&hem fermentace jsou slozitou smési obsahujici latky obsaZené
v substratu, vitdlni mikroorganizmy, zbytky odumfielych bunck a produkty fermentaéniho
metabolizmu. Vzorek je tedy nutné vycefit a zfiltrovat, jinak mize dojit k ucpani chroma-
tografické kolony nerozpustnymi slouceninami. K ¢ifeni se pouziva pomérné velké spek-
trum riznych chemikalii, jejichz pouZiti zavisi na druhu analyzy a povaze vzorku. Mezi
nejbéznéjsi metody patii Cifeni dle Carreze. Béhem této metody se ke vzorku ptidava 30%
roztok siranu zine¢natého (Carrez I) a po promichani pak 15% roztok hexakyanozeleznata-
nu draselného (Carrez II). Tato metoda ma vysokou Uc€innost zvlasté v kyselém prostredi.
Neutralni a alkalické roztoky je nutno nejdfive okyselit mirn¢ zfedénou kyselinou octovou.
Carrezovo ¢inidlo dokonale odstraiiuje bilkoviny a méné slizovité latky. Je tedy vhodnym
¢itidlem naptiklad pro vzorky z fermentaci mléka &i syrovatky. Cifici uéinek je zaloZen na

vytvofeni objemné srazeniny hexakyanoZeleznatanu zine¢natého:

2 ZnSO, + K4[Fe(CN)s] — Zny[Fe(CN)q] + 2 K>SO,
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Ten na sebe navaze nékteré nerozpustné slouceniny, tuky, bilkoviny, ¢ast soli a jiné necis-
toty. Mezi dalsi zpUsoby Cifeni patii naptiklad uziti octanu olovnatého, hydroxidu hlinité-

ho, kyseliny wolframové nebo trichloroctové [27, 36].

K filtraci vzorku slouzi rizné druhy filtri (papirové, membranové). K ziskani velmi cis-

tych vzorkl se stale Cast&ji vyuzivaji procesy ultrafiltrace, nanofiltrace a reverzni osmozy.

vvvvvv

Dale mohou zkoncentrovat analyt a tim snizit detek¢ni limit analyzovanych slouc¢enin [27].
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CIiLPRACE

Cilem prace je ovéieni moznosti mikrobiologické fermentace syrovatky za pomoci riznych
druhti bakterii mlé¢ného kvaseni a kvasinek rodu Kluyveromyces. Zmény slozeni syrovat-

ky byly sledovany pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie s RI detektorem.

Diléi cile:

sledovani zmén pH, titracni kyselosti a sloZzeni syrovatky béhem fermentace

- porovnani pribéhu fermentacnich procesti pifi vyuziti cerstvé a obnovené deminera-
lizované syrovatky o riznych koncentracich

- analyza a porovnani zmén ve slozeni substratu za pomoci HPLC-RI

- porovnani sloZeni metabolith pti vyuziti riiznych druhit mikroorganizmii
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S METODIKA

5.1 Chemikalie

acetonitril pro HPLC (= 99,9 %; Sigma-Aldrich)

ultra ¢ista voda pro HPLC (pfecisténa systémem Aqua MaxTM Ultra 370 Series;
Young Lin)

siran zeleznaty (Penta)

hexakyanozeleznatan draselny (Penta)

standard laktozy (= 99 %; Sigma-Aldrich)

standard kyseliny mlé¢né (90 %; Fluka)

standard etanolu (99,8 %; Penta)

5.2 Pomiicky a pristroje

kapalinovy chromatograf Shimadzu LC-20AD Prominence:

kvartérni pumpa (Shimadzu)

pétikandlovy degaser DGU-20Asg (Shimadzu)

autosampler SIL-20ACyr (Shimadzu)

diferencialni refraktometricky detektor RID-20A (Shimadzu)
kolona Agilent Zorbax NH; (4,6 x 250 mm x 5 um)
predkolonovy cartridge filtr 0,2 pm (Optimize Technologies)

vpichovy pH metr (Eutech)

automaticky titrator pro analyzu titrani kyselosti HI 84529 (HANNA Instruments)

inkubator INCU-Line (VWR International)

analytické vahy GR-200-EC (A & D Instruments)

magnetické michadlo MSH-20D (Vitrum)

stiikackové filtry 0,22 pm (Cronus)

filtra¢ni papiry KA 4 (Papirna Perstejn s.r.o. Keseg & Rathousky)

bézné laboratorni pomtcky a sklo

5.3 Material

kultury BMK:
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- jogurtovd kultura Laktoflora (Streptococcus thermophillus a Lactobacillus del-
bruecki subsp. bulgaricus; Milcom)

- jogurtova kultura feckého typu TY39 (Streptococcus thermophillus a Lactobacillus
delbruecki subsp. bulgaricus; Genesis Laboratories)

- kultura FD-DVS LH-BO02 (Lactobacillus helveticus; Chr. Hansen)
kvasinkové kultury:

- Kluyveromyces lactis CCDM 255
- Kluyveromyces marxianus CCDM 269

suSena demineralizovand syrovatka D90 (Moravia Lacto a.s.)

Cerstva sladkd syrovatka (ziskand b&hem vyroby polotvrdého syru holandského typu

v laboratofich UTP)

5.4 Prubéh fermentace

5.4.1 Mléc¢na fermentace za vyuziti BMK

Jako substrat byla pouZita Cerstva sladkd syrovatky vznikla b&hem vyroby polotvrdych
syri a obnovena demineralizovana syrovatka o koncentraci 15 %. Oba substraty byly pas-
terovany pii 72 °C po dobu 5 minut, obnovena syrovatka byla pfed pasteraci homogenizo-
vana mechanickym michdnim za mirného zahtevu pfiblizn€ na 35 °C. Po zchlazeni na 37
°C prob¢hla inokulace 3 riznymi kulturami BMK (viz kapitola 5.3). Zaockovany substrat

byl opét mechanicky promichavan po dobu 5 minut a po té rozlit do fermentacnich nadob.

Fermentace probihala v inkubatoru pii teploté 43 °C. Vzorky k analyze byly odebrany na
pocatku fermentace (Cas TO, pted inokulaci BMK) a déle vzdy po hoding. Fermentace byla
ukoncena dosazenim izoelektrického bodu (pH 4,6) — v ¢ase TS5 v piipad¢ obou jogurto-
vych kultur a v ¢ase T7 v ptipad¢€ L. helveticus. V kazdém odbéru byla zjiSténa aktivni ky-
selost (pH), titra¢ni kyselost (°SH) a mnoZzstvi laktézy pomoci HPLC. Ptiprava vzorku pro
stanoveni laktdzy je specifikovana v kapitole 5.5. V kazdém casovém intervalu byly ode-
brany 2 paralelni vzorky. Aktivni a titrani kyselost byla stanovena 3x (n = 6), vzorky pro

stanoveni laktozy byly pfipraveny 2x, a nasledné 2x analyzovany (n = 8).
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5.4.2 Alkoholova fermentace za vyuziti kvasinek rodu Kluyveromyces

Byly pouzity ¢tyii rizné substraty, a to obnovena demineralizovana syrovatka o tfech riz-
nych koncentracich (7, 11 a 15 %) a Cerstva sladka syrovatky vznikla jako vedlej$i produkt
pii vyrobé polotvrdych syrt.

Vsechny substraty byly pasterovany (viz kapitola 5.4.1) a zchlazeny na 28 °C. Nasledné
byly substraty inokulovany 2 kmeny kvasinek rodu Kluyveromyces (Kluyveromyces lactis
CCDM 255, Kluyveromyces marxianus CCDM 269). Substraty byly rozlity do fermentac-
nich nadob, do kterych byla aplikovdna kvasna zatka. Fermentace nasledn¢ probihala v
inkubatoru pfi teploté¢ 28 °C. Odbér vzorka probihal v ¢asech TO (pfed inokulaci) a dale
vzdy po 24 hodinach (T1 — T4). Uprava vzorki pred analyzou laktozy je charakterizovana
v kapitole 5.5. Pocet stanoveni mnozstvi laktozy byl opét n = 8 (2 paralelni fermentace, 2x
uprava vzorku a 2x vlastni analyza). Kromé¢ obsahu lakt6zy byla v kazdém ¢asovém inter-

valu zjisténa také aktivni kyselost (n = 6).

5.5 Priprava vzorku pro stanoveni laktézy pomoci HPLC-RI

K 25 ml vzorku bylo do 100 ml odmérné baniky ptidano 5 ml Carrezova ¢inidla I. Nasledné
byl vzorek minutu promichévan a posléze nechan 2 minuty v klidu. Pak nasledoval ptida-
vek 5 ml Carreze II. Vzorek byl opét promichavan 1 minutu a opét nechan v klidu, tento-
krat na 5 minut. Odmérna barka byla doplnéna po rysku deionizovanou vodou. Nasledova-
la filtrace na filtra¢nich papirech KA 4, mikrofiltrace na sttikackovych filtrech a ptipadné

fedéni vzorku pfed vlastni analyzou.

5.6 Analyza HPLC-RI

Separace probihala za podminek izokratické eluce. Mobilni fazi tvofila smés acetonitril-
voda (80:20) a jeji pritok &inil 1,6 ml.min™'. Délka analyzy byla 30 minut. Mnozstvi lakto-
zy (v %) bylo zjiSténo z regresni rovnice kalibra¢ni pfimky. Kalibra¢ni fada zahrnovala

koncentrace laktozy 0,5 — 10 g.I™".
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Kalibracni primka

Kalibra¢ni pfimka laktozy je zobrazena na Obrazku 8. Z rovnice regrese byla urcena kon-

centrace laktdzy v kazdém z analyzovanych vzorki.
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Obrazek 8 Kalibra¢ni pfimka laktozy

Kyselinu mlé¢nou a etanol se bohuzel pomoci navrzené metodiky nepodafilo stanovit.
Pritbéh mlécné a alkoholové fermentace proto byl sledovan pouze na zdklad¢ ubytku sub-

stratu (laktdzy), nikoli narastu produktii fermentace.

6.2 MIlécéna fermentace

Béhem mlécné fermentace syrovatky za pasobeni BMK dochazi k postupnému snizovani
hodnoty pH a narustu titracni kyselosti. Tento jev je zplisobem mikrobiologickou pieme-
nou laktézy na kyselinu mlé¢nou. Laktoza se béhem fermentace nejprve Stépi na glukdzu a
galaktozu. V dalsi fazi fermentace jsou oba monosacharidy (galaktéza po predchozi pie-

meéné na glukozu) preméinovany na kyselinu mléénou [33].

Hodnoty aktivni a titrani kyselosti v ¢ase 0 byly vzdy méfeny v syrovatce nezaockované
mikroorganizmy. Hodnoty pH u 15% roztoku demineralizované syrovatky v Case 0 se

pohybovaly v rozmezi 5,97 — 6,11. Hodnota TK, byla v rozmezi 3,9 — 4,8 °SH. U cerstvé
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syrovatky byly hodnoty aktivni a titrani kyselosti nepatrné¢ vyssi. pH v ¢ase 0 dosahovalo

hodnot 6,00 — 6,26, TK pak 4,2 — 4,8 °SH.

Obsah laktozy stanoveny za pomoci HPLC s RI detektorem byl v ¢ase 0 u susené syrovat-
ky 11,23 £ 0,37 % u Cerstvé syrovatky pak 5,06 + 0,14 %. Analyzované mnozstvi laktozy
v Cerstvé syrovatce odpovida teoretickym predpokladiim (viz Tabulka 2).

6.2.1 Jogurtova kultura Laktoflora

Vysledky stanoveni pH a titracni kyselosti Cerstvé a 15% suSené demineralizované syro-
vatky jsou uvedeny na Obr. 8 a 9. PiekroCeni izolektrického bodu bylo u obou substrati
dosazeno v ¢ase 4 hodiny. Pfi vyuziti suSené syrovatky jako substratu k mlécné fermentaci
dochdzelo v prvnich 3 hodinach k velmi pozvolnému poklesu pH. V ¢ase 4 hodin bylo za-
znamenano vyrazné snizeni aktivni kyselosti spojené s velkym ndrtstem titracni kyselosti.
Fermentace byla ukoncena v ¢ase 5 hodin, kdy byla hodnota pH rovna hodnot¢ 4,18 a tit-

racni kyselost dosahovala hodnoty 13,6 °SH.

Pti vyuziti Cerstvé syrovatky dochazelo k nejvétsimu snizeni hodnoty pH jiz v ¢ase 3 hodi-

ny Nartst TK je nejpatrngjsi v ¢ase 5 hodin, kdy dosahl hodnoty 17,7 °SH.
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Obrazek 8 Vysledky stanoveni pH a titracni kyselosti (suSena syrovatka + Laktoflora)
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Obrazek 9 Vysledky stanoveni pH a titra¢ni kyselosti (Cerstva syrovatka + Laktoflora)

K nejvétsimu ubytku laktézy u substratu tvofeného susenou syrovatkou zaockované jogur-
tovou kulturou Laktoflora dochédzelo v ¢ase 1 a 2 hodiny (viz Obr. 10). Nasledné byla
5 hodin, kdy jeji koncentrace Cinila 5,37 %. Celkem doSlo k zfermentovani pfiblizné 52 %

laktozy obsaZené v roztoku susené syrovatky.

U cerstvé syrovatky byl ubytek laktozy patrny piedev§im v €ase 3 hodiny po inokulaci (viz
Obr. 11). V case 5 hodin byla koncentrace laktozy 1,03 %. Celkem bylo za 5 hodin fer-
mentace jogurtovou kulturou Laktoflora utilizovano témét 80 % laktdzy obsazené

v Cerstvé syrovatce.

Legarova a kol. [33] analyzovali zmény obsahu cukrt (laktdzy, glukozy a galaktdzy) a
mlécné kyseliny béhem fermentace obnovené syrovatky (suSend syrovatka Lactosérum
Moravia Lacto a.s.) pomoci stejné jogurtové kultury Laktoflora. Obnovena syrovatka byla
namichana tak, aby obsah laktézy ¢inil 5,1 %. Analyza sacharidii probéhla za pomoci
HPLC Varian (pumpa Varian 9010, Autosampler 9095, detektor Varian RI-4) s analytic-
kou kolonou AminexR HPX-87H, 300 x 7,8 mm, za podminek metody:

- mobilni faze: 0,005M H,SO4

- pritok: 0,6 ml.min"
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- teplota kolony: 65 °C
- detekce: RI — teplota detektoru 35 °C

Po 4 hodinové fermentaci byl zjistén ubytek laktézy ve vzorku z plivodnich 5,10 % na 4,35
%, tzn., Ze Ubytek ¢inil cca 0,75 %. Tento ubytek odpovidal 15 % relativnich z celkového

obsahu lakt6zy pied fermentaci.

Tyto Ubytky laktdzy jsou, pfi porovnéni s fermentaci Cerstvé syrovatky o podobné koncen-
traci laktozy (5,06 %) zaznamenané v této praci, vyrazné nizsi. Za 4 hodiny fermentace se
obsah laktozy snizil z 5,06 % na 1,78 %. Celkovy procentudlni ubytek laktézy byl cca 65
%. Lze tedy pozorovat velké rozdily pribéhu fermentace pfi pouziti Cerstvé a obnovené

syrovatky o podobné koncentraci lakt6zy.
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Obrazek 10 Vysledky stanoveni obsahu laktdézy béhem fermentace suSené syrovatky za

uziti riznych BMK
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Obrazek 11 Vysledky stanoveni obsahu laktézy béhem fermentace Cerstvé syrovatky za

uziti riznych BMK
6.2.2 Jogurtova kultura feckého typu TY39

Zmeény aktivni a titracni kyselosti fermentaci syrovatky jogurtovou kulturou feckého typu
TY39 jsou uvedeny na Obr. 12 a 13. Zmény hodnot byly v prvnich 2 hodinach fermentace
opét velmi mirné. Probihd klidova (lag) faze mikrobiologického rastu. Po dostatecném
namnoZeni kultury doSlo v ¢ase 3 hodiny k vyraznéj§imu snizeni hodnoty pH a nartstu

titracni kyselosti.

Pti uziti substratu tvofeného susenou syrovatkou byl izoelektricky bod dosazen v Case 5

hodin, kdy pH c¢inilo 4,43. Hodnota TK dosahla hodnoty 10,8 °SH.

Béhem fermentace cerstvé syrovatky kulturou TY39 probihal pokles pH rychleji, zvlasté v
Case 2 — 4 hodin. Fermentace byla ukonfena v ¢ase 5 hodin, kdy byla hodnota pH 3,99 a
hodnota TK 14,8 °SH.

Ubytek obsahu laktozy v substratu béhem fermentace byl srovnatelny s jogurtovou kultu-
rou Laktoflora (viz Obr. 10 a 11).
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U cerstvé syrovatky nejveétsi zmeéna obsahu laktézy nastala v ¢ase 3 hodiny, kdy také doslo
k vyraznému poklesu pH a ristu namétenych hodnot TK. Koncentrace laktozy v Case 5
hodin byla 1,14 %. Hodnoty obsahu laktozy se v zavéru fermentace v case 5 hodin liily ve
srovnani s kulturou Laktoflora jen nepatrné. Velmi podobné bylo i pH substratu na konci

fermentace.

Vyrazny ubytek laktozy u susené syrovatky nastal jiz po 1 hodin€ fermentace, kdy koncen-
trace laktozy byla stanovena na 9,26 %. CozZ je ve srovnani v ¢ase 0 hodin ubytek o 17,5
%. V case 5 hodin byl obsah laktozy 5,18 %. Doslo k utilizaci pfiblizné 54 % plvodné

obsazené laktozy
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Obrazek 12 Vysledky stanoveni pH a titracni kyselosti (susend syrovatka + TY32)
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Obrazek 13 Vysledky stanoveni pH a titracni kyselosti (Cerstva syrovatka + TY32)

6.2.3 Kultura FD-DVS LH-B02

Fermentace syrovatky inokulované kulturou LH-B02 (Lactobacillus helveticus) se vyzna-
covala velmi pozvolnym poklesem aktivni kyselosti u obou pouZitych substratii. Proto byla
délka fermentaci na rozdil od ptedeslych kultur BMK prodlouZena o 2 hodiny. Zmény ak-
tivni a titracni kyselosti jsou uvedeny na Obr. 14 a 15. Nejvyssi narasty hodnot TK byly u
obou substratll v poslednich hodinach fermentace, predev§im v ¢ase 7 hodin, kdy u Cerstvé

syrovatky byla dosaZena hodnota 11,3 °SH u suSené syrovatky pak 14,2 °SH.

Pozvolny pokles aktivni kyselosti koreluje s mirn€j§imi ubytky obsahu laktozy béhem fer-
mentace (viz Obr. 10 a 11). Ve srovnani s jogurtovymi kulturami Laktoflora a TY32 byla
rychlost ptemény laktozy kulturou LH-B02 vyrazné pomalejsi. V ¢ase 7 hodin byl u suSené
syrovatky obsah laktdzy 5,54 %, u Cerstvé 1,27 %. Ob& hodnoty jsou mirné vyssi nez hod-
noty obsahu laktézy v ¢ase 5 hodin u kultur Laktoflora a TY32. U susené syrovatky bylo
celkové pfeménéno piiblizné 51 % plvodné obsazené laktozy. Pfi uZziti Cerstvé syrovatky

doslo k utilizaci ptiblizné 75 % piivodné obsazené laktozy
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Obrazek 14 Vysledky stanoveni pH a titracni kyselosti (susena syrovatka + LH-B02)
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Obrazek 15 Vysledky stanoveni pH a titracni kyselosti (Cerstva syrovatka + LH-B02)
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6.3 Alkoholova fermentace

Béhem alkoholové fermentace syrovatky za piisobeni kvasinek rodu Kluyveromyces byla
behem fermentace zjiStovana hodnota aktivni kyselosti a obsah laktézy. Naméiené hodno-
ty aktivni kyselosti jsou v zavislosti na pouzitém substratu uvedeny na Obr. 16, 17, 18 a

19.

Béhem alkoholové fermentace dochazelo ke zménam hodnot pH. V pfipad¢ kvasinek rodu
Kluyveromyces marxianus byl u vSech pouzitych substrati nejvyssi pokles hodnot pH
7% susené syrovatky, kdy dosdhlo hodnoty 4,07. Se zvySujici se koncentraci pouzitého

substratu suSené syrovatky rostla v ¢ase 96 hodin hodnota pH.

U kvasinek rodu Kluyveromyces lactis byl pokles aktivni kyselosti mirngjsi, zv1asté pii
vyuziti koncentrovanéjsiho roztoku susené syrovatky. V piipadé 15% susSené syrovatky
doslo v ¢asech 24 a 48 hodin k mirnému ristu pH (viz Obr. 18). Bylo potvrzeno, ze kva-
sinky Kluyveromyces lactis a Kluyveromyces marxianus patii mezi mikroorganizmy

schopné snizovat béhem fermentace aktivni kyselost syrovatky [37, 38].
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Obrazek 16 Vysledky stanoveni pH béhem alkoholové fermentace (7% susena sy-

rovatka)
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Obrazek 17 Vysledky stanoveni pH béhem alkoholové fermentace (11% suSena

syrovatka)
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Obrazek 18 Vysledky stanoveni pH béhem alkoholové fermentace (15% suSena

syrovatka)
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Obrazek 19 Vysledky stanoveni pH béhem alkoholové fermentace (Cerstva

syrovatka)

Zmény obsahu laktézy béhem alkoholové fermentace jsou uvedeny na Obr. 20 a 21. U
obou druhil kvasinek doslo k vyraznému ubytku laktézy predevsim v case 24 hodin. Pak se
pokles obsahu analyzovaného disacharidu zpomaluje. V Case 96 hodin byl obsah laktdzy
v Cerstvé syrovatce v pripad¢ Kluyveromyces marxianus 0,53 %, u Kluyveromyces lactis
0,65 %. Doslo k pfemeéné 87 — 89 % laktozy plivodné obsazené v Cerstvé syrovatce. Pti
pouziti koncentrovanych substrati susené syrovatky s vysokym obsahem laktozy se pro-
centudlni vyuziti laktézy snizuje. Naptiklad u 15% suSené syrovatky fermentované za po-
moci Kluyveromyces lactis bylo za 96 hodin fermentace pfeménéno jen piiblizné 49 %
puvodné obsazené laktdzy. Celkovy ubytek obsahu laktézy se se zvySujici koncentraci

puvodniho substratu zvySoval, u Kluyveromyces lactis ale velmi mirné.
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Obrazek 20 Vysledky stanoveni obsahu laktézy pti alkoholové fermentaci riznych substra-

th kvasinkami Kluyveromyces lactis CCDM 255
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Obrazek 21 Vysledky stanoveni obsahu laktozy pii alkoholové fermentaci riznych substra-

tl kvasinkami Kluyveromyces marxianus CCDM 269
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ZAVER
Cilem ptedlozené prace bylo popsat charakteristické vlastnosti syrovatky, jeji vznik, che-

mické slozeni a zhodnotit pribehy a moznosti sledovani riiznych druha fermentaci.

Sledovani prubéhu mlécné fermentace za pomoci méfeni aktivni a titracni kyselosti se jevi
jako jednoduchd, rychld, ale ne pfili§ pfesnd metoda ke stanoveni pribéhu fermentace. Je
ale vhodna pro orientacni stanoveni stupné¢ prokysani. Pribéh fermentace je vhodné vali-
dovat napiiklad analyzou fermentovanych sacharidi za pomoci HPLC. V lepsim ptipad¢ i
analyzou vzniklych produkti metabolismu doplnénym o kontrolni mikrobiologicky rozbor

ubezpecujici o mikrobiologické Cistoté fermentacniho média.

Uprava vzorkii syrovatky &ifenim dle Carreze a nasledna analyza zvolenou HPLC metodou
se ukazala jako vhodna pro métfeni zmény obsahu laktézy béhem mlécné a alkoholové
fermentace. Tato metoda je piesna, rychld, jednoducha na Gpravu vzorku a podava opako-

vatelné vysledky.

Béhem mlécné fermentace za vyuziti BMK dochéazelo ke snizovani hodnoty pH a nartstu
titrani kyselosti. Byla ovétena schopnost BMK utilizovat laktézu obsazenou v Cerstvé 1
obnovené syrovatce. Nejvyssiho mnozstvi zfermentované laktozy pii mléné fermentace
Cerstvé syrovatky bylo dosazeno za vyuziti jogurtové kultury Laktoflora. Pti fermentaci
15% suSené syrovatky byla fermentace nejucinngjsi u jogurtové kultury teckého typu
TY39. Pti fermentace syrovatky kulturou LH-BO2 (Lactobacillus helveticus) fermentace

probihala vyrazn€ pomaleji.

Pti alkoholové fermentace za pomoci kvasinek rodu K/uyveromyces dochazelo ke snizova-
ni hodnoty aktivni kyselosti a k ubytku mnozstvi laktozy v substratu. Byla ovétena schop-
nost kvasinek rodu Kluyveromyces utilizovat laktozu obsazenou v syrovatce. Nejvyssi
schopnosti pfemény laktozy u Cerstvé 1 obnovené syrovatky dosahoval druh Kluyveromy-

ces marxianus CCDM 269.

K potvrzeni hypotéz alkoholové a mlé¢né fermentace za pomoci kvasinek rodu Kluyvero-
myces a bakterii mlééného kvaSeni je nutné zoptimalizovat metodiku analyzy etanolu a
kyseliny mlé¢né. V ramci budouci optimalizace metody alkoholové fermentace by pH sub-
stratu mohlo byt za pouziti pufrti vhodné upraveno na hodnotu idealni pro rast jednotlivych

druhti kvasinek rodu Kluyveromyces.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
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ATP
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CCDM

HPLC

U
MF
NAD"
NF
RO
TK
UF
WPC

WPI

Adenosinmonofosfat
Adenosintrifosfat
Bakterie mlééného kvaseni

Cultures Collection of Dairy Microorganisms / Sbirka kultur mléénych mikroor-

ganismu

High Performance Liquid Chromatography / Vysokoucinna kapalinova chroma-

tografie

International Unit / Mezinarodni jednotka

Mikrofiltrace

Nikotinamidadenindinukleotid

Nanofiltrace

Reverzni osmoéza

Titra¢ni kyselost

Ultrafiltrace

Whey Protein Concentrate / Syrovatkovy bilkovinovy koncentrat

Whey Protein Isolate / Syrovatkovy bilkovinovy izolat
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