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ABSTRAKT

Diplomové prace je zaméfena na syrovatku a jeji fermentaci pomoci péti kmenti kvasinek
Kluyveromyces lactis. Naplni prace byla strucna charakteristika syrovatky (slozeni a zpra-
covani), alkoholové fermentace a kvasinek, které byly vyuzivany v této praci. Posledni ka-

pitola teoretické Casti byla zamétena na biotechnologické zpracovani syrovatky.

Praktickd cast byla vénovana fermentaci syrovatky o dvou riznych koncentracich. Tato
fermentace probihala pii tiech kultivacnich teplotach a byla sledovana béhem cCtyi dnt.
Zavérem prace bylo vyhodnoceni ubytku laktézy po fermentaci pro dany kmen Kluyvero-
myces lactis za danych podminek. Po vyhodnoceni vysledkt bylo zjisténo, Ze nejvysSich
ubytkt laktézy bylo dosazeno u vzorkl fermentovanych kmeny CCDM 252 a 255. Dale

v

bylo shleddno, ze nejintenzivnéjsi ubytky laktdzy nastavaly pti 28 °C.

Kli¢ova slova: syrovatka, laktdza, fermentace, kvasinky, Kluyveromyces lactis

ABSTRACT

The diploma thesis is focused on whey and its fermentation using five strains of Kluyve-
romyces lactis yeast. The content of the work was a brief description of whey (composition
and processing), alcohol fermentation and yeast used in this work. The last part of the theo-

retical part was focused on the biotechnological processing of whey.

The practical part was devoted to the fermentation of whey with two different concentrati-
ons. This fermentation took place at three cultivation temperatures and was monitored wi-
thin four days. The conclusion of this work was the evaluation of the loss of lactose after
fermentation for the given Kluyvero-myces lactis strain under given conditions. After eva-
luating the results, it was found that the highest decreases in lactose were achieved in sam-
ples of fermented CCDM 252 and 255 strains. Furthermore, the most intense lactose losses

occurred at 28 ° C.

Keywords: whey, lactose, fermentation, yeast, Kluyveromyces lactis
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UvVOD

Syrovatka jako vedlejsi produkt pfi vyrobé mlécnych produktii se dlouhou dobu povazova-
la za odpadni produkt. Syrovatka se mnohdy vylévala do odpadnich vod nebo se vyuzivala
v zem&dé€lstvi jako hnojivo, eventudlné ke krmnym uceliim. Vypousténim syrovatky do
vodnich tokl bez fadného vycisténi vedlo k nezadoucim ucinkiim a negativnimu ptsobeni
na zivotni prostedi. Z divodu velké biochemické spotieby kysliku ve vodnich tocich do-
chazelo k uhynu ryb a znehodnoceni zemédélskych pad. Toto zjisténi vedlo ke snaze najit

alternativni vyuziti syrovatky a komponentd z ni.

Kvili neustalému rastu produkce syri roste i mnozstvi syrovatky. Proto si v dnesni dobé&
syrovatka nasla uplatnéni v mnoha oblastech. Pfedevsim v potravindiském primyslu a to
zejména diky vysokému nutrinimu obsahu. Cerstva syrovatka slouzi k vyrobé tvaroht,
syru, napoji, ale i masla, a to i v susené formé, jednak pro ptimy trh, ale také jako ptisada
do nékterych mléénych, pekatskych, cukrarenskych a masnych vyrobki. Dale jsou tu jed-
notlivé komponenty ziskdvané ze syrovatky, napiiklad bilkoviny a laktéza, které se vyuzi-

vaji nejen v potravinarském pramyslu, ale také ve farmaceutickém i chemickém.

Dalsi mnoznou variantou je jeji pfeména na jin¢ produkty. Tato pfeména je moZzna chemic-
kymi nebo biotechnologickymi procesy. Do biotechnologickych procesii fadime fermentaci
(kvaSeni) pomoci mikroorganizmti. Béhem fermentace syrovatky je mozné ziskat mnoho
produktli: alkoholy, kyseliny, biomasu, bioplyn, polysacharidy, aminokyseliny. Produkty
tohoto kvaSeni lze nasledné vyuzit kromé potravinaiského primyslu 1 ve farmaceutickém,

chemickém, energetickém primyslu a primyslu biopaliv.

Cilem diplomové prace bylo sledovat pribéh fermentace syrovatky pomoci péti kment
kvasinek Kluyveromyces lactis a zhodnotit vliv fermentacni teploty a koncentrace syrovat-

ky.

Teoreticka Cast je zaméfena na charakteristiku syrovatky, jeji chemické sloZeni a zpracova-
ni. Dalsi ¢ast je vénovana popisu alkoholové fermentace, charakteristice kvasinek Kluyve-

romyces lactis a nakonec biotechnologickému zpracovani syrovatky.

Prakticka ¢ast obsahuje zhodnoceni vlivli podminek (teplota fermentace, koncentrace syro-
vatky) na pribéh fermentace syrovatky (tbytek laktozy) uc¢inkem vybranych kmend K/uy-

veromyces lactis.
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I. TEORETICKA CAST
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1 CHARAKTERISTIKA SYROVATKY

Syrovatka je prisvitnd tekutina nazelenalé barvy, kterd vznikd jako vedlejSi produkt pfi
vyrob¢ syrit nebo vznika koagulaci jinych mlécnych vyrobku, kdy se odstrani pevny podil
tzv. koagulat. Koagulat je sloZen z pevnych slozek obsahujici hlavné kasein a tuk. Z koagu-
latu se nasledné technologickym procesem ziskava finalni vyrobek (syr, tvaroh). Syrovatka
muze byt také definovana jako "mlééné sérum", permeat ziskany po koagulaci mlécnych
proteinil po pfidani kyseliny nebo proteolytickych enzymd, jako je naptiklad sytidlo. Syro-
vatka jako vedlejsi produkt béhem vyroby tvarohil a syri predstavuje asi 85 — 95 % objemu
mléka pii ¢emz si zachovava okolo 55 % Zivin. Stejné jako mléko 1 syrovatka mize byt
rizného pavodu, napiiklad kozi, ov¢i nebo buvoli. Z hlediska objemu vyroby a také
z ekonomického hlediska se nejvice zpracovava syrovatka ziskana ze zpracovani kravskeé-
ho mléka. Vzhledem ke své biologické a chemické hodnoté se stala zakladni surovinou pro
vyrobu riiznych produktl. Vyuziva se jednak piimo, ale také neptimo po ptedchozi Upraveé

a zpracovani nebo se z ni ziskavaji jednotlivé vyznamné komponenty [1, 2, 3].

Vyuzivani syrovatky ma dlouhou historii. Byla objevena nahodné pied 8000 lety pfi zkys-
nuti mléka a jejim samovolném oddéleni. Syrovatka tehdy neslouzila pro lidskou spotiebu,
ale spiSe jako krmivo pro dobytek a hnojivo. Pozdéji se vyuZzivala v medicing. Kolem roku
1794 vznikaly v Evropé 1azné, zejména ve Svycarsku. Ve Spojenych statech se syrovatka
donedavna vyuZzivala hlavné v zemé&dé&lstvi (z&dvlaha a hnojeni) nebo se vylévala do fek, kde
zpusobovala ekologické problémy. Dnes se syrovatka diky novym technologiim vyuZziva
mnohem vice. Pfikladem miiZze byt vyroba syrt, fermentovanych népoji nebo jeji frakcio-
nace na proteiny nebo laktézu, které mohou byt vyuzity nejen v potravinafstvi, ale také ve

farmacii [3,4,5].

1.1 Tvorba syrovatky

Syrovatka, jak jiz bylo zminéno, je vedlejSim produktem mlééného primyslu. Tvoii se tedy
v pribéhu vyroby syra pii koagulaci mléka, kdy vzniké vodna ¢ast a kasein. V syrovatce se
vyskytuje mnoho Zivin pochdzejiciho z mléka, véetné funkénich proteint, peptidd, lipida,
laktozy, mineralnich latek a vitaminti, a proto mé velky potencidl, jako zdroj sloucenin s

ptidanou hodnotou [1].
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Dle vyroby, respektive postupu pouzitého srazeni kaseinu, existuji dva druhy syrovatky:
kyselé syrovatka (pH<5), vznikajici pfi vyrob¢ tvarohu, ktery je zdkladem pro tvorbu kyse-
lIych syrt jako jsou naptiklad syrecky. A poté sladkd syrovatka s pH minimalné 5,6 vznika-
jici pti vyrobé sladkych syri [1, 3].

1.1.1 Sladka syrovatka

Vznik sladké syrovatky nejprve zacind prohiatim syrového kravského mléka na pasteracni
teplotu, aby byla odstranéna piipadna kontaminujici mikrofléra. Poté dochazi k ptidavku
syfidla (chymozinu), které ma charakter proteolytickych enzymi, proteinaz s optimem pro-
teolyzy v kyselém prostfedi. Jedna se o sytidlo, které je smési enzymu ziskanych extrakcei z
zaludkt sajicich telat. Ale existuji i syfidla mikrobidlni nebo rostlinnd. Sladka syrovatka
tedy vznika koagulaci se syfidlem a zménou hodnoty pH na ptiblizné€ 6,5. Nasledn€ docha-
zi ke sladkému srdzeni, které ma tii faze a jeho piibliznd doba je okolo 20 — 120 minut.

Jednotlivé faze probihaji soucasné a prolinaji se [6, 7].

V primarni fazi dochézi k Stépeni peptidového fetézce k-kaseinu chymozinem. Chymozin
je enzym, ktery hydrolyzuje peptidovou vazbu na povrchu kaseinové micely v k-kaseinu
obsahujicim 169 aminokyselin. Stépeni probiha mezi aminokyselinami 105 (Phe) a 106
(Met), kdy vznikaji dva fetézce. Prvni fetézec, obsahujici aminokyseliny 1 — 105 se nazyva
para-k-kasein, ktery je hydrofobni a vznika z n¢j para-k-kaseinat vapenaté srazenina. Druhy
fetézec zacind 106. a kon¢i 169. aminokyselinou, nazyva se k-kaseino-glyko-makro-peptid,
ktery je hydrofilni a po vysrazeni zlstava v syrovatce. Celkové je hydrolyzovano 80 — 90 %

veskerého k-kaseinu, jez ztraci funkci ochranného koloidu proti vysraZeni. [6].

V sekundarni fazi dochézi diky naruSenému k-kaseinu a destabilizaci micel k polymeraci
micely a vytvoteni trojrozmérného gelu (sit€). Vznik tohoto gelu je mozny diky pfitomnosti
vapenatych iontli na jadru micely a teploty vyssi nez 10 °C. Pfitomnost vapniku umozni
vytvafet srazeninu, coZ vlastné znamend pieorientovani se z jedné ¢asti vazeb, a to z intra-
micelarni na extramicelarni formu. ZvySeni obsahu vépenatych soli zplsobi vétsi vynos
syrovatky [6, 7].

Poté vznika gel, ktery se prokrajuje a z n¢j se stava velice mekké syfenina. K zvysSeni hus-
toty a pevnosti syfeniny, tedy k synerezi a k uvolnéni syrovatky dochazi nejprve prohfatim

na teplotu okolo 40,5 °C a poté 1 dalSimi kroky, jako jsou prokrojeni, kdy mensi zrna zadrzi
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méné syrovatky, snizeni pH a piipadné dohfivani, anebo dosouseni syfeniny. Po krajeni se
uvolni nejvice syrovatky a odstranuje se jako prvni. Poté se syrovatka uvoliiuje béhem
formovani a lisovani nebo v prabehu kysani eventualné pii soleni. Na pevnost, rychlost
synereze syfeniny a na mnozstvi uvolnéné syrovatky ma vliv i mnozstvi pouzitého sytidla,
které zavisi na volbé druhu vyradbéného syra. Ve vysledku vznika asi jen 10 % syra a zby-
lou ¢ast tvoti syrovatka, ktera se po vypusténi od syraiského zrna mlize dale zpracovavat

6,7, 8].

1.1.2 Kysela syrovatka

Kysel¢ srazeni probiha za ptidavku kyselin (citronové, mlécné nebo octové). Druha varian-
ta je za pridavku bakterii mlééného kvaseni, které jsou schopny produkovat kyselinu mlé¢-
nou z laktézy nebo pomoci oxidu uhli¢itého a kyseliny fosfore¢né. Syrovatka, vznikla pfi
tomto srazeni, dosahuje pH okolo 4,3 — 4,6. Krom¢ pH se kysela syrovatka 1isi od sladké
sloZzenim. Tento typ sraZzeni se vyuziva pii vyrobé tvarohtll, syri vyrabénych z tvarohu,

mekkych syrovatkovych syrt a vétsiny primyslovych kaseind. [7, 9].

Pii fermentacnich procesech se lakt6za preméni na kyselinu mlécnou v rozmezi okolo 20 —
30 %. Ml¢ko ztraci svou pufrovaci schopnost. Po vytvofeni dostate¢ného mnozstvi kyseli-
ny se nejprve odstépi vapnik vazany na kasein. Vznika tak volny kasein a mlé¢nan vapena-
ty. Dale dochazi ke snizeni disociace karboxylovych skupin, kdy se soucasné vytvaii H'
ionty kyseliny s OH" ionty zasadité ¢asti molekuly kaseinu nedisociované molekuly vody.
Mnozstvi hydroxylovych iontd se snizuje a postupn¢ dojde k zesileni elektrolytické disoci-
ace v zasadité casti molekuly kaseinu. Postupné nartstani obsahu kyseliny vede

k izoelektrickému bodu kaseinu v intervalu od pH 4,6 az do 4,9 [10].

Pti teplotach 22 — 25 °C si srazenina po koagulaci mléka zadrzuje vSechnu vodu. Mecha-
nickym rozmichanim sraZeniny a zvySenim teploty dojde k makroskopickému rozdéleni
fazi, kdy se kasein oddé€luje ve tvaru vlocek a zaroveinl se oddeluje tekutd faze, tedy syro-
vatka. Vznik srazeniny, mnoZstvi syrovatky a latek obsazenych v syrovatce zavisi na sile,
mnozstvi pfidané nebo vytvoiené kyseliny, ale také na vapenatych soli kaseinu a pufrova-
cich sloucenin (bilkoviny, citraty atd.). To znamend, Ze se musi pfidat vice kyseliny pro
dosazeni izoelektrického bodu, a tim se zvysi i celkova kyselost, pfi niZ se mléko srazi

[10].
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1.2 Chemické sloZeni syrovatky

Syrovatka je tekutina tvofend z 90 — 94 % vodou, kdy zbylou ¢ést tvofi suSina. Nejvetsi
zastoupeni v su$iné maji sacharidy a z nich laktéza (45 — 60 g.I'), poté jsou to bilkoviny
(6 — 11 g.1™"), minerélni latky ve formé soli (8 — 10 g.1™"), kyselina mlé¢na (0,5 — 9 g1') a
penatych soli (zejména fosfat). V malém mnozstvi obsahuje i kyselinu citrénovou, slou-

¢eniny dusiku (mocovinu a kyselinu moc¢ovou) a vitaminy skupiny B, C, E1 A [2, 3].

Chemické slozeni syrovatky také rovnéz zavisi na slozeni piivodniho mléka, na stupni fer-
mentace laktdzy, na stupni zahtati mléka pfi pasteraci, a také na pfipadném zifedéni syro-
vatky vodou. Dale téZ na zptsobu srazeni, kdy kysela syrovatka obsahuje zpravidla vice
popelovin a kyseliny mlééné. Naopak sladkd syrovatka vznikld enzymatickym srdzenim

obsahuje vice bilkovin a lakt6zy (viz Chyba! Nenalezen zdroj odkazi.) [1].

Tabulka 1: Priblizné slozeni jednotlivych typii syrovatek v % [11, 12].

Komponenty Sladka syrovatka | Kysela syrovatka
Voda 93,00 - 94,00 93,00 — 95,00
Susina 6,00 6,40
Laktoza 4,60 — 5,20 4,40 — 4,60
Bilkoviny 0,60 — 1,00 0,60 — 0,80
Nebilkovinné dusikaté latky 0,20 0,20
Mineralni soli 0,50 0,80
Kyselina mlé¢na 0,05 -0,20 0,05 -0,64
Tuk 0,05 0,05

1.2.1 Mlécny cukr — laktéza

Hlavni sloZzkou syrovéatkové suSiny je mlécny cukr, laktoza, kterd tvoii z celkové suSiny
okolo 70 %. Z chemického hlediska je laktoza (4-O-B-galaktopyranozyl-D-glukopyrandza,
C12H2,01,) disacharid, skladajici se z jedné molekuly glukézy spojené s jednou molekulou
galaktozy glykosidickou vazbou B-1,4. Tento sacharid je St€pen enzymem laktazou. Lakto-
za se v syrovatce vyskytuje ve dvou izomerech, jako a- a B-laktoza (viz Obrazek I). Jednak
se mezi sebou li§i prostorovym uspotfadanim vodikovych a hydroxylovych skupin v gluko-
ze. Tato rozdilna uspofadani maji vliv na fyzikalni vlastnosti laktézy naptiklad na hygro-

skopicitu, kdy B-laktéza je mnohem vice rozpustna za béznych podminek na rozdil od a-
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laktozy, ktera je 1épe rozpustna pii teplotach nad 93,5 °C. DalSim rozdilem je sladivost,

kdy B-krystaly anhydridu jsou sladsi a vyrazné rozpustnéjsi nez a-hydrat [2, 13, 14].

Krystaly a-laktézy jsou vice citlivé na zvySeni teploty, kdy se stdvaji méné rozpustnymi a
po ochlazeni koncentrovaného roztoku dochazi k rychlej$imu nasyceni, kdy za¢ne krystali-
zovat ve form¢ a-hydratu, kterd dokdze ptijmout vodu. Tim se porusi rovnovaha mezi o-
laktézou a B-laktdozou. Porusenim rovnovahy za¢ne mutarotace P-laktézy za tvorby a-
laktozy, ktera dale krystalizuje. Rychlost mutarotace je ovlivnéna zvysujici se teplotou a
zménou pH, kdy rychlost mutarotace se zvySuje 2,8krat o kazdych 10 °C. Tato mutarotace
ma negativni vliv na vlastnosti suSené syrovatky (tvorba slepencii). V zavislosti na pod-
minkach krystalizace maze a-laktdza také ovlivnit senzorické vlastnosti ve vyrobcich, kdy

krystaly s velikosti 10 — 16 um mohou vytvofit defekt (piskovitost) [14, 15].

CH,OH CH,0 CH,OH CH,OH

N

Obrazek 1: Struktura molekul dvou izomeru o- a p-laktozy [14].

Laktéza slouzi jako zdroj energie, dale jako stimulant peristaltické aktivity v zaZivacim
traktu, ovliviiuje absorpci vapniku a fosforu, kromé toho také zajistuje optimalniho mnoz-
stvi hot¢iku v lidském organizmu. Mala ¢ast laktozy se vyuZiva v dneSni dob¢ jako surovi-
na pro enzymatickou, mikrobidlni a chemickou pfeménu na jeji derivaty. Piikladem muze

byt laktuldza, laktitol, laktosachar6za nebo galaktooligosacharidy [2, 16].

1.2.2 Bilkoviny

Syrovatkové proteiny jsou ekonomicky i technologicky zajimavé produkty diky nutricnim a
biologickym vlastnostem. Syrovatkové bilkoviny mohou byt pouzity nejen jako jednoduché
proteinové dopliky, ale také k vyrobé& proteinovych hydrolyzat. Slozeni bilkovin v syro-
vatce (viz Tabulka 2) od nejvyssiho zastoupeni je nasledujici: B-laktoglobulin (50 %) a a-

laktalbumin (20 %), které se skladaji z mnoha esencialnich aminokyselin a dale pak imu-
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noglobuliny (10 %), sérovy albumin (10 %), laktoferin (3 %) a laktoperoxidazy (0,3 %) [3,
12].

Tabulka 2: Obsah jednotlivych kompo-

nent bilkovin v syrovdatce [3].

Syrovatkové bilkoviny | Obsah [g.I'']
Celkové mnozstvi 7,0
B-Laktoglobulin 3,5
o-Laktalbumin 1,2
Imunoglobulin 0,7
Sérovy albumin 0,4
Laktoferin 0,02 - 0,35
Laktoperoxidaza 0,01 -0,03

B-Laktoglobulin je rozpustny globularni protein, ktery ma funkci nosice pro naptiklad reti-
nol, vitamin D a cholesterol. Tyto latky mlzZe ochranit béhem prichodu zaludkem, usnad-
fyje traveni mlécnych lipidd. Také hraje dulezitou roli ve vyvoji pasivni imunity s imuno-
globulinem G a pfi jejim pfenosu na novorozence. A v neposledni fad¢ je zdrojem cystei-
nu, ktery je nezbytny pro syntézu glutationu, tripeptidu vytvofeného v jatrech na ochranu

proti sttevnim naddortim [3].

a-Laktalbumin je dtlezitym pro tvorbu laktézy. Mé antikarcinogenni vlastnosti a déle se
vyuziva jako 1€k na chronické onemocnéni vyvolané stresem, diky obsahu tryptofanu, jako
prekurzoru serotoninu. Sérové albuminy slouzi k syntéze lipidli, maji antimutagenni, antio-
xidac¢ni a antikarcinogenni vlastnosti. Obdobné vlastnosti maji i laktoferin, laktoperoxidéza
a imunoglobulin, kdy imunoglobulin spolu s imunoreaktivhim enzymovym systémem
v syrovatce podporuji ochranu a obranu téla proti Skodlivym bakteriim, virim a infekénimu
agens. Syrovatka ma tedy v mens$i mife 1 1écebné vlastnosti, které mohou také sniZit nebo
inhibovat alergické reakce. Tyto pozitivni vlastnosti jsou sniZeny nebo inaktivovany pfi
zpracovani syrovatky, a to zejména tepelnou upravou, kdy dojde k denaturaci proteinti [3,

12].

Sladké syrovatka navic obsahuje 1 glykomakropeptid, ktery vznika pti enzymatické hydro-
lyze kaseinu. OSetfeni mléka vysokymi teplotami (121 °C, 83 min) nebo ultrafiltraci ma za
nasledek vysraZeni syrovatkovych bilkovin a tak i1 sniZzeni nutriéni hodnoty syrovatkovych

proteinli. Syrovatkové bilkoviny obsahuji vice sirnych aminokyselin, nez je celkové u
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mléénych bilkovin (1,35 % oproti 0,36 %). Nutriéné nejhodnotnéjSimi esencidlnimi ami-
nokyselinami v syrovatkovych bilkovinach jsou zejména lyzin, leucin, izoleucin a valin.
Déle z aminokyselin obsahuje cystein a cystin. Obsah lyzinu v syrovatce je vyssi nez cel-

kove v mléce (10,5 % oproti 7,75 %) [2, 5].

Pro vyuziti bilkovin v téle je velmi dilezity pomér aminokyselin cysteinu a metioninu. Kdy
cystein se vyskytuje az desetkrat vice v laktalbuminu nez kaseinu. Z tohoto divodu jsou
syrovatkové bilkoviny nezbytné pii piipravé potravin pro kojence. Kojenciim chybi enzym
cystationdza, ktera pfeméiuje metionin na cystein, a proto je syrovatka vhodnym zdrojem

cysteinu, ktery ovliviluje vyvoj mozku a spravnou funkci jater [12].

Zastoupeni a podil volnych aminokyselin v syrovatce je zavisly na stupni hydrolyzy kasei-
nu pii vyrobé syrl, piicemz syrovatka obsahuje vyssi podil téchto volnych aminokyselin
nez samotné mléko (viz Tabulka 3). Porovnat lze i mnozstvi volnych aminokyselin
v jednotlivych druzich syrovatky, kdy v sladké syrovatce je hodnota Ctyfikrat vyssi nez u

mléka a kysela syrovatka obsahuje az desetkrat vice volnych aminokyselin nez mléko [12].

Tabulka 3: Porovnani obsahii aminokyselin v bilkovindach mléka [g/100g] [12].

Aminokyseliny | Kasein | Laktalbumin | Aminokyseliny | Kasein | Laktalbumin
Tryptofan 1,3 2,2 Cystein 0,38 34
Treonin 4,3 5,2 Metionin 3,1 2,3
Izoleucin 6.6 6.2 Fenylalanin 5.4 4.4
Leucin 10,0 12,3 Tyrozin 5,8 3,8
Lyzin 8,0 9,1 Valin 7,4 5,7

V mensi mife se v syrovatce vyskytuje i nebilkovinny dusik, a to ve form¢ purinovych za-
sad. V procesu zpracovani syrovatky nehraje toto mnozstvi velky vyznam a nedochazi tu-

diz k zadnému ovlivnéni [2].

1.2.3 Mineralni latky

v

Syrovatka je surovinou, ktera je zejména bohatd na mineralni soli. Nejhojnéjsi prvky jsou
vapnik (Ca), sodik (Na), fosfor (P), hot¢ik (Mg), a draslik (K), v malém mnozstvi i zinek
(Zn), zelezo (Fe), méd’ (Cu) a mangan (Mn). Slozeni mineralnich latek v susin€ syrovatky
je velmi proménlivé a zavisi na vyrobnim procesu pii vyrob¢ syri. Nejveétsi ¢ast mineral-
nich latek syrovatky predstavuji fosforecné a vapenaté soli. Vyssi podil téchto soli se vy-

skytuje v kyselé syrovatce v dasledku vétsi kyselosti média, tim 1 veétsi rozpustnosti té€chto
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mineralnich latek. Syrovatka je také dobry zdroj drasliku. Ten hraje zésadni roli v proce-
sech asimilace a katabolizmu na bunécné urovni a také pii prenosu nervovych impulsii a

svalovych kontrakei [3, 12].

Negativni vliv na mineralni latky ma pouziti vysokych teplot, kdy dochazi v syrovatce
k snizeni rozpustnosti mineralnich latek, ale také ke snizeni nutricnich vlastnosti. Velké
mnozstvi mineralnich latek zejména fosforeCnanu vapenatého ovlivituje spolu s kyselinou
mlécnou organoleptické vlastnosti. Jsou odpovédné za nezadouci slanou, hoikou chut’ sy-
rovatky a za hrudkovitost. Tento problém nastava hlavné u kyselé syrovatky. V tomto pfi-
padé se nejcastéji provadi demineralizace syrovatky elektrodialyzou. DalSim feSenim je

napiiklad pfidani ochucujici slozky, mnohdy ovocnym koncentratem [12].

1.2.4 Vitaminy

Do syrovatky se z mléka dostavaji predevSim vitaminy rozpustné ve vodé, které jsou za-
stoupeny hlavné komplexem vitaminli B. Syrovétka obsahuje vice vitaminu B, (riboflavi-
nu), nez mléko. Za tento jev mohou nékteré bakterie mlééného kvaseni pii vyrobé syra.

Role riboflavinu v syrovétce je, Ze zajist'uje jeji charakteristickou Zluto-zelenou barvu [16].

Kobalamin (vitamin B);) a kyselina listova (vitamin By)se v syrovatce nachazi navazany na
syrovatkovych bilkovinach, na rozdil od riboflavinu, ktery se vyskytuje v syrovatce z 95 %
ve volné form¢€. Vitamin C se nachdzi v malém mnozstvi, kdy se tento vitamin rozklada uz
pfi samotné vyrobé€ syra. Vitaminy rozpustné v tucich jako je A a E se vyskytuji jen ve
velmi malém mnozstvi. Vys§§i mnozstvi vitaminu A bylo zaznamenano v ov¢i a kozi syro-
vatce, naopak v kozi syrovatce je vyznamny nedostatek kyseliny listové a kobalaminu [3,

12].

1.3 Zpracovani syrovatky

Pti vyrobé mlécnych produktii jako primarniho cile vznika zaroven 1 velké procento vedlej-
Stho produktu, tedy mlécné syrovatky. Mnozstvi vyprodukované syrovatky v roce 2013
¢inilo piiblizn€ 180 milionil tun, kdy z tohoto mnozstvi je 1,5 milionu tun obsah bilkoviny
a 8,6 milionu tun laktdzy, coZ jsou dilezité zdroje pro nutriéni trh, jako jsou sportovni,
klinické a kojenecké vyzivy. K tomuto je nejvhodné;jsi sladka syrovatka. Zpracovani syro-
vatky znamend i vyuziti jednotlivych slozek syrovatky, coz zahrnuje pfedpfipravu (napft.

filtrace), demineralizaci nebo suseni, které prodluzuji dobu trvanlivosti syrovatky. Nejméné
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se vyuziva slana syrovatka, ktera odchazi po ptidani soli k syfeniné, aby se odstranila dalsi

wewvr

1.3.1 Preduprava syrovatky

Pted samotnym zpracovanim syrovatky se provad¢ji tkony, které umoznuji jesté tekutou
syrovatku skladovat po urcitou dobu. V prvnim kroku po odseparovani od syfeniny se sy-
rovatka Cisti od nezadoucich rezidui syrafského prachu. Provadi se filtrace, usazovani ¢i
odstied’ovani, a to v zavislosti na velikosti a mnozstvi pevnych cCastic. Poté se syrovatka
zbavi nezadoucich forem bilkovin a tuku pomoci cyklontl, odstiedivych, nebo vibra¢nich ¢i
rotujicich separatorii. Z tohoto tuku se ziskava syrovatkova smetana, z niz se vyrabi tukovy
krém. Ten se pouziva na vyrobu syrovatkového masla nebo syrovatkové smetany, ktera
slouzi jako ptisada k vyrobé€ syra typu mozarella. Po odseparovani téchto slozek se syro-
vatka pasteruje pii teplot¢ 72 — 78 °C po dobu 15 — 20 sekund a poté se chladi na teplotu
niz§inez 5 °C[11, 17].

Dalsimi upravami se docili lepsiho zpracovani syrovatky. Sem patii predevsim odstranéni
kyseliny mlécné z kyselé syrovatky. Kyseld syrovatka obsahuje az 16krat vyssi koncentraci
kyseliny mlééné nez syrovatka sladkd. Pritomnost kyseliny mlééné v kyselé syrovatce
ovlivituje vysledek suSeni, kdy dochazi k vyssi adsorpci vlhkosti vzhledem k hygroskopic-
ké povaze laktatovych iontd. To vede ke vzniku hrudek v prasku a lepkavych usazenin
uvnitf suSicky, které nemohou byt tolerovany ve vyrobnim procesu. Neziidka dochazi i k
vypousténi kyselé syrovatky do Cisticky odpadnich vod, kde mtize zpiisobit sniZzeni pH vo-
dy, ale také navySeni chemické a biochemické spotieby kysliku, tedy jeji znecisténi. Nej-
vhodnéjSimi metodami k odstranéni kyseliny mlé¢né je nanofiltrace, elektrodialyza anebo
kombinace téchto metod. Témito metodami mizeme docilit i vyroby demineralizované
syrovatky. Dal§i metodou miize byt neutralizace pomoci ptidavku odstiedéného mléka ne-

bo vyrobki z obilovin, které ale nezakryji hotkou a adstringentni chut’ [11, 18, 19, 20].

Demineralizace znamend sniZzeni obsahu mineralnich latek v syrovatce, ktera je takto
vhodné pro piipravu détské vyzivy a krmnych smési. Demineralizovat syrovatku lze nejen

elektrolyzou, ale také gelovou filtraci nebo pomoci ionexa [17].
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1.3.2 ZahuSténi syrovatky

Pocatecni pokusy o primyslové odpareni a vysuSeni syrovatky pochazi z roku 1920. Meto-
da je zalozena na pouziti konvencnich valcovych susicek, az se ziska koncentrovana kapa-
lina, ktera se dale chladi na teplotu tuhnuti. V dnesni dobé¢ se syrovatka odpatuje na piesy-
ceny roztok s obsahem 60 — 73 % pevnych latek. Cilem je zisk laktozy, kdy chlazenim za-
husténé syrovatky vznikaji z mate¢niho louhu krystaly, které postupné nartstaji. Dle poza-
dované jakosti se krystaly Cisti nebo rafinuji, nebo se znovu rozpoustéji a rekrystalizuji za

pfitomnosti aktivniho uhli pro odstranéni necistot [4, 11].

Nejprve u syrovatky s obsahem suSiny 6 % je provedena reverzni osmodza, nebo kombinace
reverzni osmozy s nanofiltraci, kdy obsah suSiny se navysi na 18 — 25 %. Poté nasleduje
zpracovani takto upravené syrovatky k vyrobé nebo pokracuje proces odpatovani, popiipa-
d¢ suseni. Dalsi navySeni suSiny nastdva pifi pouziti mechanické kompresi par. Syrovatka
po tomto kroku dosahuje pfiblizn€ 45 — 65 % suSiny. Po odpateni se zahu§téna syrovatka
rychle zchladi na teplotu 30 — 40 °C a zaroven béhem chlazeni vznikaji podminky pro
tvorbu krystall laktozy. V krystaliza¢nich nddobach se syrovatka 4 — 8 hodin mich4, aby

vznikla smés rovnomérné malych krystald laktozy [11].

1.3.3 SuSeni

Suseni syrovatky probiha obdobné jako u mléka za pouziti bubnové susicky, rozprasSovaci
nebo vélcové susarny. Bubnové suSicky a valcové susarny jsou vice problémové a je tedy
zapotiebi spolu se syrovatkou aplikovat 1 plnidla v podobé pseniénych nebo zitnych otrub
pro lepsi odstraiiovani suSené syrovatky z povrchu bubnu. Dal§im problémem je laktoza,
kterd vytvofi amorfni sklovitou taveninu s nevhodnymi fyzikalnimi vlastnostmi (hnédnuti,
hrudkovitost, vysoka hydroskopicnost) [11, 21].

SusSeni pomoci rozprasovaci susarny je v dnesni dobé nejvyuzivanéjsi a nejrozsirencjsi me-
toda. Rozprasovaci susarna se sklada z odparovaci casti, kdy se od syrovatky oddéli vice
nez 90 % vody a z ¢asti, kde probihd mlhové suseni, kterym se odstrani zbylé mnozstvi
vody. Problém s laktozou je zde feSen pomoci krystalizace, kdy vznika a-hydrat, jeZ ma
lepsi fyzikalni vlastnosti. Postup zahrnuje zahusténi syrovatky, chlazeni a michani, kdy cast
laktozy vykrystalizuje a ziska se disperze krystali v syrovatkovém sirupu a poté nasleduje

samotné suseni [11, 21].
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1.3.4 Frakcionace susiny v syrovatce

S obsahem 0,8 % bilkovin, 4,5 % laktézy a 0,2 % mineralnich latek a soli, 1ze syrovatku
susit a pak tedy ji vyuzit pfimo nebo jen jeji frakcionované Casti. K izolaci syrovatkovych
bilkovin se vyuzivaji membranové separace (frakcionace), iontova vyména nebo chroma-
tografické metody. Vznika tak syrovatkovy proteinovy koncentrat a syrovatkovy proteinovy
izolat, které jsou vhodné jako ptisady pro kojenecké vyzivy, sportovni napoje a posilujici
proteinové napoje pro nemocné a starsi osoby. Takto ziskané bilkoviny maji ve vyrobcich
dobré¢ funkéni vlastnosti, tj. rozpustnost, pénici, emulgujici, gelotvorné a vyzivové vlast-

nosti [11].

Syrovatkové proteinové koncentraty jsou vyrabény ze suseného retentatu, ktery byl vyroben
z ultrafiltrované syrovatky. Ze 100 kg syrovatky vznika ptiblizné 17 kg retentatu a 83 kg
permeatu. Retentat obsahuje hlavné mlécné bilkoviny a velmi maly podil mlééného cukru a
minerdlnich latek. Retentat se vyuziva jednak jako ptidavek do mléka nebo jinych potravi-
nafskych surovin, popiipad¢ se susi. Mnozstvi proteinu v susiné¢ mtize byt rtizny, od 35 %,
kdy je hodnota podobna jako u odtuénéné¢ho mléka az po maximalni hodnotu 65 %. Navy-
Senim procent suSiny na 80 lze pomoci diafiltrace. Metoda diafiltrace, je proces, ktery vyu-

ziva kombinaci ultrafiltrace a dialyzy, pfi niz dochazi k vymyti laktozy [11, 18].

Permedt, ktery projde procesem ultrafiltrace koncentratu nebo izolatu obsahuje predevs§im
laktozu, mineralni latky a nebilkovinné dusikaté latky. Permeét 1ze diky obsahu dostatec-
ného mnozstvi nutrientll vyuZzit pro fermenta¢ni aplikace nebo mize byt vysusen a pouzit

jako pfidavek do potravin, popiipad¢ jako surovina, z které 1ze ziskat laktozu [18].
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2 ALKOHOLOVA FERMENTACE

Obecné je fermentace proces, pii kterém probihd pfeména produktu pomoci kvasinek a
tek jednodussi. Mezi biologické procesy patii nejen alkoholova fermentace, ale také aerob-
ni fermentace nebo metanové kvaseni. Alkoholové kvaSeni je nejvice prostudovanou me-
todou, ale pfesto se stale pracuje na zlepSeni této metody vcetné vyuziti alternativnich su-
rovin. Cilem je zajistit snizeni vyrobnich ndkladi a zohlednit 1 dopad vyroby na zivotni
prostfedi. Surovinami pro pfeménu na produkt etanol, jsou sacharidy, Skrobové suroviny i

lignocelu6zové biomasy [22, 23].

Historie fermentace pti vyrobé urcitych potravin je historicky velice starobylou zalezitosti,
napt. nalezy kvasnych nadob na vino pochdazi jiz z neolitu (dnesni Irdn, Hajji Firuz Tepe,
8500 — 4000 let pred nasim letopoctem). Kvasné procesy jsou velice intenzivné vyuzivany
v potravinafstvi i dnes pii vyrob¢ lihovin, piva, vina, kyselého zeli, octa, kynutého tésta

atd. [22].

VéEtsi pozornosti ziskala az od 19. stoleti presnéji rokem 1897, kdy bratii Buchnerové se
zabyvali studii, pfi které bylo zjisténo, Ze pfeména gluk6zy na oxid uhli€ity a etanol probi-
ha 1 béhem nebunécéného kvaseni, tedy pomoci enzymu. To dalo zéklad biochemickému
oboru — enzymologii. Od roku 1930 bylo jasné, ze fermentace je komplex metabolickych
procest, které vyplyvaji ze sledu za sebou jdoucich chemickych reakei, z nichz kazda je
katalyzovana specifickym enzymem. Dfive byla volena fermentace za anaerobnich podmi-
nek, kdy dochazi k produkci ATP bez spotieby kysliku. Dnes se vyuZziva fermentace i pii
aerobnich podminkéach za pouZiti specializovanych mikroorganizm a za zvlastnich pod-

minek [24].

Nevyhodou fermentace ve vyrobé¢ je nestabilnost vytézku, produktivity a konverze produk-
tu. Vliv na tuto labilnost maji vyrobni podminky. Alkoholové kvaseni se fadi mezi exo-
termni reakce, a proto i mensi vychyleni teplot pfi vyrobé zplisobi naruSeni podminek, coz

vede k niz§imu vynosu produktu a Zivotaschopnosti mikroorganizm [25].

2.1 Fermentacni procesy

Fermentacni procesy se déli na vsadkové (Batch), pritokové (Fed-batch), pritokové (konti-

nualni) a kontinualni s recyklaci, které mizou probihat diskontinualné, semikontinualné
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nebo kontinudlné. Obecné plati, Ze optimalni teplota se pohybuje okolo 30 °C a pH média
je vrozmezi 4 — 4,5 u vSech procest. Dalsi faktory ovliviujici tvorbu etanolu jsou napfi-
klad kvalita pouzivaného izolatu jako inokula, kvalita ristového média nebo michani me-
dia s inokulem, kdy se méni pomér kysliku a oxidu uhli¢itého. Kazdy z téchto kultivac¢nich

rezimu predstavuje velmi odlisSné ukazatele vykonu v produkeci etanolu [23, 26].

2.1.1 Vsadkovy (Batch) proces

Batch proces je nejjednodussim typem fermentace a také nejstarSim, z néhoz vychézeji
dalsi metody. Batch proces probihd jako uzaviend fermentace, diskontinualné, coz zname-
n4, ze vSechny ziviny se piidavaji na zacatku fermentacniho procesu. Pocate¢ni krok proce-
su zahrnuje pomnozeni kvasinek v provzdusnéném bioreaktoru, kde jsou mikrobidlni bui-
ky nasobeny a poté mize byt medium steriln¢ zaockovano do fermentoru. Kultura kvasinek
je predmnozena ve stejném médiu jako pfi findlni fermentaci, aby se minimalizoval ¢as
k adaptaci kvasinek. Ve fermentoru jsou zajistény podminky potiebné pro anaerobni kulti-
vaci kvasinek, zvySuje se tim produkce etanolu. Kvaseni probihad bez ptidavku cerstvého
média nebo odstranéni vycerpané¢ho. Hlavni nevyhody tohoto postupu spocivaji v casové
naroc¢nosti, pracnosti, ve vysSich provoznich nékladech a naro¢nosti na mnozstvi suroviny,
potiebné pro kazdou fermentacni Sarzi, aby se zajistilo dostatecné pomnoZeni kvasinek.
Tento proces pokracuje az do doby, dokud se nedosahne pozadované koncentrace etanolu
nebo do vypotfebovani Zivin. Proces je také zastaven, 1 pokud dojde k nahromadéni toxic-
kych zplodin. Kvasinky jednou pouZité pii procesu nelze pouZzit opakované. Produkce eta-

nolu ¢ini 1 -3 g/(m3 x hodin). Tato hodnota je nizka v porovnéni s ndklady [23, 26].

2.1.2 Pritokovy (Fed-batch) proces

Ptitokovy proces je nejpouzivanéjSim zpisobem fermentace. Tento proces probihd vétsi-
nou semikontinualné, kdy ¢ast média je periodicky odebirdna a nahrazena Cerstvym médi-
em. Jakmile jsou sacharidy spotfebovany kvasinkami, zajisti se pfivod Cerstvého média do
bioreaktoru. V procesu dochazi k zvySovani koncentrace substratu, ktery inhibuje specific-
ké metabolické pochody, které maji vliv na rast kvasinek. Regulace pfitoku cerstvého mé-
dia je vyhodna pro neutralizaci zivné piidy pro kvasinky a to vede ke zvySeni vynosu etano-
lu. Vynos se zvysi o 10 az 14 % produktivity etanolu. Pro vyssi produkci etanolu mé vliv i

pouziti imobilizované kvasinkové kultury. Hlavni nevyhody tohoto procesu jsou potize s
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fizenim kultiva¢niho prostfedi média, tedy jeho parametry. U tohoto procesu je vyssi riziko

kontaminace, ale 1 vys$i naklady [23, 26].

2.1.3 Pritokovy (kontinualni) proces

Kontinualni fermentace probihé tak, ze kultivace bunck v bioreaktoru je trvale zasobovana
Cerstvym médiem a zaroven je odstranovana prokvasend zapara. Mikroorganizmy jsou re-
gulovany v bioreaktoru tak, aby se udrzoval rovnovazny stav a homogenita systému, ktera
je zabezpecena i michadlem. Rychlost pritoku je pak dana rychlosti rustu kvasinek. Nej-
star$i systémy kontinualniho procesu jsou takové, které se skladaji z jedné a vice nadob
(kaskada 10 a vice reaktort), kde médium proudi z jedné nadoby do druhé bez zpétné cir-
kulace. Na rozdil od diskontinudlniho nebo semikontinualniho procesu probiha tento pro-
ces nepfetrzité bez zastaveni, coZ ma za nasledek zvysSeni objemové produktivity etanolu.
Postupné zdokonalovani tohoto procesu umoznilo zavedeni efektivnéjsich systému a sni-
zeni vyrobnich ndkladi. K optimalizaci se také vyuzivaji imobilizované kvasinky nebo
alginatové pelety, které maji pozitivni vliv na tvorbu etanolu. Nevyhodou je zvySena tvorba
oxidu uhli¢itého. Na konci fermenta¢niho procesu mohou vznikat shluky a vloc¢ky, které
1ze odstranit pomoci membranovych filtra, které udrzuji fedici poméery a zvySuji obsah
etanolu. U vysledného produktu je zndma koncentrace etanolu, ale také bunééného protei-
nu, lipidd nebo antibiotik. Dalsi nevyhodou kontinudlniho systému je velké riziko konta-
minace produktu a dale utoky fagu nebo mutace. Pfi dlouhodobé kultivaci kvasinek za
anaerobnich podminek dochazi ke snizeni schopnosti produkovat etanol. Nepfetrzity pro-

voz reaktord je béZzny v chemickém primyslu [23, 26, 27].

2.1.4 Kontinualni proces s recyklaci

Jedna se o modifikovany Batch proces s nazvem Melle-Boinot. Tento proces se napiiklad
vyuziva pii vyrobe vina. V podstaté jde o alkoholové kvaseni, které se sklada s hydrolyzy
sachardzy na glukozu a fruktdézu piisobenim invertazy. Poté nasleduje enzymaticka fermen-
tace zymazou, kterou produkuji kvasinky. Nej€asteji se k tomuto vyuziva st'ava z cukrové
titiny, u které se upravi pred fermentaci obsah cukru na pozadovanou tiroveii pomoci mela-
sy nebo $tav z vyparniku. Dale se upravuje pH pomoci kyseliny sirové, coz ma za nasle-

dek sniZeni kontaminace. Tento krok trva ptiblizn€ 2 hodiny [23, 28].
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Samotny proces spo¢iva v tom, Ze se cast fermentacniho produktu odebere a nasledné se
pouzije k opakované inokulaci dal§iho fermenta¢niho cyklu. Doba pfemény sacharézy kva-
sinkami trva piiblizn¢ 4 — 6 hodin a fermentace je ukoncena béhem 6 — 10 hodin. Teplota
je udrzovana kolem 32 — 35 °C. Béhem procesu je nutné chlazeni zejména v letnim obdobi.
Vyhodou tohoto procesu je stalé dostatecné mnozstvi inokula s vyssi odolnosti proti zbyt-
kovému etanolu. Takto se zrecykluje 90 — 95 % kvasinkovych bunék, které se po ukonceni
fermentace odstiedi a odd¢€li. Kvasinkové buiiky se mohou pouzit opétovné alespon dva-
krat denné v prabéhu vyrobniho obdobi 200 — 250 dnti. V porovnani s kontinudlnim proce-
zneCisténi a snazsi udrzby. Nevyhodou mize byt zhutiovani bunék ve spodni ¢asti nadrze,

a proto je nadrz vybavend michadlem pfti nizkém vykonu [29].

2.2 Kbvasinky

Kvasinky jsou heterotrofni eukaryotni organizmy, které ndlezi k i$i hub. Jejich ndzev do-
staly diky schopnosti vétSiny druhii zkvasovat monosacharidy a nékteré disacharidy i trisa-
charidy na etanol a oxid uhli¢ity. Kvasinky netvoii plodnice, rozmnoZovani probiha pte-
vazné nepohlavné (vegetativni) a to pfedevsim délenim nebo pucenim, ale také pohlavné
pomoci viecek. Jejich klasifikace probihd na zékladé¢ jejich sexuality na houby vieckaté,
houby stopkovytrusné a nedokonalé (Deuteromycotina). Niz§i taxonomické ¢lenéni (podce-
led’, rod, druh a kmen) se stanovuje pomoci morfologickych, fyziologickych a genetickych

vlastnosti, v€etn¢ pohlavniho rozmnozovani [30].

2.2.1 Kluyveromyces

Rod Kluyveromyces byl poprvé pojmenovan v roce 1956 na pocest nizozemského mikrobi-
ologa Alberta Jana Kluyvera (1888 — 1956). V roce 1970 zahrnoval rod okolo 21 druhii.
Pomoci genového inzenyrstvi se tento pocet snizil na pouhych 6 druhli. Mezi nejcastéji
pouzivané druhy rodu Kluyveromyces jsou K. lactis a K. marxianus (diive Kluyveromyces
fragilis). Tyto druhy umoziuji na rozdil od ostatnich druhli vyuzivat xylézu, xylitol, celo-
biozu, laktézu a arabindzu, jak v pevném, tak 1 v kapalném médiu. Kluyveromyces obsahu-
je tyto dva geny LAC12 a LAC4, které v tomto pofadi umoziiuji internalizaci a poté hydro-
Iyzu na glukdzu a galaktozu. Diky této schopnosti se vyuzivaji v mnoha pramyslovych od-

vétvich a navic patii mezi skupinu mikroorganizmt, které byly schvéleny jako GRAS (vSe-
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obecné povazované za bezpecné) americkym ufadem pro chemické latky ptidavané do po-

travin (Food and Drug Administration) [31, 32].

K. lactis se vyskytuje v koloniich krémové, lehce nartizovélé barvy, diky pigmentu pul-
cherriminu, ktery produkuji. V kapalném médiu tvofi sediment a prstenec. Jejich tvar je
elipsoidni nebo kulovity. Jejich rlst je optimalni pfi teplotach v rozmezi 25 °C az 35 °C.
Jsou schopny anaerobni fermentace, ale nejsou schopny rastu za téchto podminek dlouho-

dobé [31].

Existuji dva rtizné druhy K. lactis: domaci K. lactis var. lactis a divoké K. lactis var. dro-
sophilarum. Nejvétsi rozdil mezi témito druhy spoc¢iva v metabolizmu laktézy, kdy divoky
druh ztratil schopnost zkvaSovat laktézu. To znamend, Ze jsou inaktivovany enzymy [-
galaktoziddza a permeaza laktézy. Domaci druh K. /actis var. lactis se proto pouzivé pie-
devsim v oblasti biotechnologii. Dal$im rozdilem je, ze K. lactis var. lactis je heterotalicka
(s prevazné haploidnim zivotnim cyklem) na rozdil od divokého druhu. Velmi casto jsou
kvasinky K. lactis porovnavéana s kvasinkami Saccharomyces cerevisiae, které jsou také
schopné produkovat etanol. Rozdilem mezi témito kvasinkami je v primarnim metaboli-

zmu [31].

V mlékéarenském pramyslu se Kluyveromyces lactis vyuziva diky moZnosti zkvasovat lak-
tozu napiiklad u vyroby kefirt. Déle slouzi k vyrobé nativni B-galaktozidazy a rekombi-
nantniho chymozinu. Tento chymozin vykazuje vyssi specifickou aktivitu nez tradi¢ni sy-

fidla [31].

K. lactis je schopna také produkovat vyznamné proteiny jako jsou inulinazy, fosfolipazu B,
chitindzu, xylandzu a sladce chutnajici protein brazzein. Komeréné vyrabény jsou 1 nékteré
kyseliny, tedy metabolity pfemén xyldzy, kyselina xylénova a nebo cukerny alkohol D-

arabitol, ktery se vyrabi piimo ze syrovatky pfeménou arabinozy [31].

2.3 Mechanizmus tvorby etanolu

Etanol vznika jako jeden z produkti béhem anaerobni katabolické fermentaci sacharolytic-
kymi mikroorganizmy. Prvnim krokem pfii alkoholovém kvaseni je transport cukri do bun-
ky. Tento transport probiha ttemi zplsoby: jednoducha diftize, usnadnéné difuze nebo ak-
tivni difuze. Disacharidy jsou rozloZeny hydrolyzou vné buniky prostfednictvim enzymi na

monosacharidy, naptiklad glukozu, fruktézu a galaktozu, které jsou prepravovany za po-
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moci usnadnéné difuze, coz je proces, ktery nespotiebovava zadnou chemickou energii

(ATP) [30, 33].

Glukoéza déle vstupuje do glykolyzy (Embden-Meyerhof-Parnasova nebo také EMP draha),
spocivajici v pfeméné hexdz na pyruvat. K hlavnim reakcim glykolyzy patii postupna fos-
forylace hex6z az na fruktdzu-1,6-bisfosfat za ucasti ATP. Poté pomoci aldolazy je bisfos-
fat Stépen na dvé molekuly triosafosfatu a po jejich oxidaci na 1,3-bisfosfoglycerat, kdy se
zaroveh redukuje koenzym NAD' v NADH. Vznikly NADH nemiize byt reoxidovan
v dychacim fetézci, protoze etanolova glykolyza probiha anaerobné, diky tomu nedochazi
k pteneseni vodiku z NADH. Reoxidace nastava az pii posledni fazi etanolové glykolyzy,

kdy se vodik pfenasi na acetaldehyd, kdy se regeneruje NAD+ [30, 34].

Z kyseliny 1,3-bisfosfoglycerové se pomoci transferazy odstépi kyselina fosfore¢na a ta se
prenasi na ADP za vzniku ATP a kyseliny 3-fosfo-D-glycerové. Z t¢ se za katalytického
plsobeni enoldzy odstépi voda a vznika kyselina 2-fosfoenolpyrohroznova. Plsobenim
fosfotransferazy se uvoliluje fosfat, ktery se vaze na ADP za vzniku ATP a dale vznika
kyseliny pyrohroznova (pyruvat). Tato kyselina je dekarboxylovana plisobenim pyruvatde-
karboxyldzou za vzniku acetaldehydu a oxidu uhli¢itého. V posledni fazi etanolové glyko-
lyzy je acetyldehyd redukovan pomoci NADH, vzniklého pii oxidaci glyceraldehyd-3-
fosfatu na etanol. Enzymem pii tomto kone¢ném kroku je alkoholdehydrogenaza. Pti eta-
nolové glykolyze vznikaji z 1 molekuly glukozy celkem 4 molekuly ATP, kdy se 2 moleku-
ly ATP spottebuji, to znamena zisk 2 molekul ATP (viz Obrazek 2) [34].

CeHy,0g+ 2 H3PO,+2 ADP — 2 C,H:OH+2 C0,+ 2 ATP+ 2 H,0

Obrazek 2: Celkova ucast ATP pri alkoholové glykolyze [34].

Mnozstvi etanolu je zavislé na mnozstvi zkvasitelnych cukrii v suroving, pouzitém druhu a
kmenu kvasinek, teploté fermentace, obsahu zivin v médiu a dalSich faktorech. Etanolové
kvaSeni se vyuziva pii vyrobé alkoholickych ndpoju a etanolu, pro 1ékatské ucely, plni vy-
znamnou ulohu pfi pouZiti pekdrenského drozdi a pfi primyslovém etanolovém kvaSeni
vznikd 1 malé mnozstvi glycerolu a v malém mnozstvi i vyssi jednosytné alkoholy (propa-

noly, butanoly a pentanoly) a estery (ovliviujici buket vina) [30, 35].
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3 MOZNOSTI BIOTECHNOLOGICKEHO VYUZITI SYROVATKY

Ze syrovatky, jako vedlejsiho produktu, lze ziskat, jak uz bylo dfive zminéno, mnoho pro-
duktti, jako jsou laktdza a jeji derivaty nebo proteiny ziskany frakcionaci, syrovatkova sme-
tana, ale také syrovatkovy syr ¢i tvaroh. Mezi alternativnimi produkty, které mohou byt
ziskavané ze syrovatky, jsou metan, ktery spolu s oxidem uhli¢itym tvofi bioplyn, organic-
ké kyseliny (kyselina octovd, propionova, jantarova, mlécnd a citrénova), aminokyseliny
(kyselina glutamova, lyzin a treonin), vitaminy (kobalamin a riboflavin), polysacharidy
(xantan, dextran, pullulan a gellan), enzymy (p-galaktozidaza a polygalaktourondza) a jiné
slouceniny (galaktooligosacharidy, fruktoza-1,6-difosfat, 2,3-butandiol, hotecnato-

vapenaty acetat, laktat amonny, butanol a glycerol) [35].

3.1 Derivaty laktozy

3.1.1 Laktitol

Hydrogenaci laktdzy vznikd laktitol (4-O-B-D-galaktopyranozyl-D-sorbitol). Sladivost lak-
titolu je vyssi nez u laktozy a podstatné niZsi nez u sachardzy. Jeho metabolické odboura-
vani nezavisi na inzulinu a diky tomu se vyuziva v dietni stravé a také jako sladidlo pro
diabetiky. Laktitol je ¢astecné metabolizovan v tlustém stievé, kde probiha jeho hydrolyza
na mastné kyseliny s kratkym fetézcem, galaktdzu a sorbitol. Jeho u€inky jsou mirné laxa-
tivni, slouZi jako zdroj energie a ovliviiuje metabolizmus kyseliny cholové. Esterifikaci
laktitolu vznika ester laktitol-palmitat s emulgaénim ucinkem, ktery se pouZziva v lidské

vyzivé [2, 36, 37].

3.1.2 Laktuloza

Izomeraci laktézy vznikd laktuléza (4-O-B-D-galaktopyranozyl-D-fruktéza). Obvykle
k této izomeraci dochazi v alkalickém prostiedi. Déle pak vznika i pii tepelném zpracovani
syrovatky, kdy probihd pfeména mensiho podilu laktézy na laktulézu. Laktul6za dosahuje
pfiblizné 48 — 62 % sladivosti sachardzy, je sladsi nez laktoza a je nestravitelna. Laktuldza
je prebiotikum, které ma ptiznivy Gc€inek na rist bifidobakterii ve stfevech, kde tyto bakte-
rie produkuji kyselinu mlé¢nou, kterd ma pozitivni vliv na stfevni peristaltiku. U dospélého
¢loveéka zplsobi piijem 3 g laktulézy denné kolonizaci stfev bifidobakteriemi ze 47 %.

Jedna se tedy o disacharid hojn¢ vyuzivany ve farmakologii. V medicin¢ je laktul6za pou-
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zivana jako laxativum, tedy projimadlo, ale také spolu s laktitolem maji pozitivni u¢inek
pfi 1écbé jaterni encefalopatie (intoxikace mozku mocovinou v disledku nefunkénosti ja-

ter) a napomahaji v tlustém stfevé k redukci tvorby amoniaku [2, 36, 37].

3.1.3 Laktozylmocovina

Vyroba laktozylmocoviny spociva v piimé reakci laktozy a mocoviny v kyselém prostiedi.
Vyuziti ma jako levny zdroj nebilkovinného dusiku pro dobytek, jelikoz samotnd mocovina

vede k rychlému rastu toxické hladiny amoniaku [2].

3.2 Syr Ricotta a syrovatkovy napoj

Syrova syrovatka bez uprav se vyuZiva k rychlé konzumaci v podobé napojii nebo krmiv.
Jednou z moznosti je také zuzitkovani tekuté syrovatky pro vyrobu syrovatkovych syra,
které se déli dle doby skladovatelnosti. Syry spotiebovany v kratké dobé po vyrobé jsou
napiiklad Ricotta, Requeijao a Manouri, zatimco napiiklad Gjetost, Mysost a Myzithra
vykazuji delSi skladovatelnost. Tyto syrovatkové syry jsou spiSe speciality stfedomotské

oblasti (Italie, Portugalska atd.), ale 1 naptiklad z Norska [38].

Ricotta se obvykle prodava jako Cerstvy, zrnity syr, ktery je bily, mékky a vlhky. M4 po-
mérné nevyraznou nebo naslddlou chut’, kterou ma diky sladké syrovatce. Originalni Ricot-
ta se vyrabéla z ov¢i syrovatky. Nyni se pfidava plnotuc¢né mléko, nebo castecné odstiedé-
né, kdy tento produkt ziskal mék¢i a jemnéjsi strukturu. Vyroba spociva nejprve smicha-
nim sladké syrovatky s asi 5 — 10 hmotnostnich procent mléka, které bylo piedehraté na
40 — 50 °C. Nasleduje ptidani 0,1 % soli a zahtivani na 80 — 85 °C, pfi této teploté se prida
kyselina citréonova v mnozstvi 0,11 kg/l a micha se. Tento proces je ukoncen po vyvstani
bilych vloc¢ek na hladinu. Tyto vlocky jsou sloZzené ze syrovatkové bilkoviny, zbytkového
tuku, laktdzy a mineralnich soli. Po odpoc¢inku se tvaroh nabira do perforovanych forem, ze

kterych unika zbytek syrovatky [38].

Na trhu se vyskytuji napoje z Cerstvé syrovatky nebo také v instantni podobé. Obvykle tyto
napoje vznikaji namichanim syrovatky s jinym produktem. Fermentované syrovatkové na-
poje se vyskytuji mén¢. Jednim z téchto ndpoju, které Ize zminit je ovEi napoj Zincica, jez
se vyrabi hlavné na Slovensku. Jedna se o syrovatku, kterd vznikla béhem vyroby ov¢ich

syru (oStiepku a parenic). Tato syrovatka je zahfivana na 90 °C a poté je zaockovana sme-
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tanovym zakysem, diky tomu ziska lahodné smetanovou chut’. Ze 100 litrii syrovatky je

mozno vyrobit 25 — 30 litrt zincice [21, 39].

3.3 Produkty fermentace

3.3.1 Galaktooligosacharidy

Pomoci enzymu B-galaktosidazy je mozné stépit laktozu a syntetizovat z ni galaktooligosa-
charidy. Ve vyrobcich galaktooligosacharidy zvysuji viskozitu, u mrazenych krémi ovliv-
fluji bod tuhnuti a u tepelné opracovanych potravin snizuji hnédnuti v disledku Maillardo-
vych reakci. Zamezuji projevim mikrobialni kontaminace vyrobkt a také mohou byt vyu-
zivany jako inhibitory retrogradace Skrobu. V téle maji prebioticky G€inek. To ma za nasle-
dek proliferaci bakterii rodu Bifidobacterium, jsou tedy vhodné jako ptisada do kojenecké
vyzivy a dalSich mléénych produkti. Mnozstvi vyprodukovanych galaktooligosacharidi je
zavislé na pocatecni koncentraci laktézy, na mnozstvi a slozeni mineralnich latek, které
inhibuji aktivitu B-galaktoziddzy (naptiklad véapnik), jiné ji naopak zvySuji (naptiklad hot-

¢ik). Dale i vy$si mnozstvi bilkovin negativné ovliviiuje jejich tvorbu [32, 37].

3.3.2 Kyselina laktobionova

Kyselina laktobionova (4-O-B-D-galaktopyranozyl-D-glukonova kyselina) je organicka
kyselina, ktera ma vyuziti jednak v potravinaiském primyslu (antioxida¢ni ¢inidlo a Zeliru-
jici latka), ale také ve farmaceutickém (biomaterialy). Ma sladkou chut, nizkou energetic-
kou hodnotu a prebiotické vlastnosti, které 1ze uplatnit do détskych vyziv nebo jako ptisada
do sladkosti, zmrzlin, mléénych vyrobka a peciva. V soucasné dob¢ se kyselina vétSinou
vyrabi chemickou syntézou z rafinované laktézy. Diky vysokym ndkladim se chemicka
syntéza nahrazuje biotechnologickymi metodami z levnéjSich zdroji substratl, jako je na-
ptiklad syrovatka. Fermentace probihd pomoci bakterie Pseudomonas taetrolens. Pteména
substratu, tedy laktézy, ze syrovatky na kyselinu laktobionovou je u¢innéjsi za ptidavku

glukozy, kdy béhem této fermentace vznika i kyselina glukonova [37, 40].
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3.3.3 Kyselina octova

V syrovatce probihd octové kvaSeni aerobnim kvaSenim alkoholu. Tento alkohol (etanol)
byl vytvoren pii predeslém alkoholovém kvaseni za pomoci rodu Kluyveromyces. Za octo-

vé kvaseni jsou zodpovédné bakterie Acetobacter sp. [41].

Kyselina octova je dilezitd organickd chemikalie. Primyslové vyuziti ma kyselina octova
jako naptiklad acetatové odstraiiovace namrazy. Tyto acetatové rozmrazovaci prostiedky
jsou Setrné k zivotnimu prostiedi. Nevyhodou je jejich nédkladna vyroba. Proto je snaha o

levnéj$i vyrobu z obnovitelnych zdroju naptiklad ze syrovatky nebo biomasy [42].

3.3.4 Kyselina propionova

Pti fermentaci syrovatky probihd i propionova fermentace pomoci bakterii Propionbacteri-
um sp. Navazuje na mlécné kvaseni, kdy jako substrat slouzi kyselina mlé¢na. Produktem
tohoto kvaseni je kyselina propionova, octova a oxid uhli¢ity. Propionova kyselina se mize
pfidavat do obilnych vyrobki jako u¢inny prostfedek na hubeni plisni. Uéelem je nahrada
za chemické konzervani latky. Estery propionové kyseliny se dale vyuzivaji
v parfémovém primyslu. Béhem fermentace vznikaji i jiné kyseliny napiiklad kyselina
octova, kterd negativné ovliviiuje rist propionovych bakterii. Aby se zvysila u¢innost této
fermentace, doporucuje se pouZit imobilizované buiiky bakterii v Ca-alginatu anebo v po-

lyakrylamidovém gelu [41, 43].

3.3.5 Kyselina jantarova

Kyselina jantarova je dikarboxylova kyselina, kterd vznikéd jako meziprodukt citratového
cyklu a také jako jeden z produktii fermentace anaerobniho metabolizmu. Tato fermentace
je umoznéna diky bakterii bakteriim Anaerobiospirillum succiniciproducens, kterd dokaze
zpracovavat laktozu na kyselinu jantarovou. Kyselina jantarova se miZe pouzivat na vyro-
bu syntetické pryskyfice a biologicky odbouratelné polymery a jako meziprodukt pro che-
mické syntézy. Stale pfevlada chemickd syntéza jantarové kyseliny. V posledni dobé€ je

ovSem zajem o vyrobu z obnovitelnych zdroji jako je naptiklad syrovatka [44].

3.3.6 Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronovd je linedrni polysacharid slozeny =z dimernich jednotek N-

acetylglukozaminu a kyseliny glukoronové. Tento polysacharid je slozkou ktize, chrupav-
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ky, pupecni $itiry, ve sklivci a také je ptitomny v bunéénych sténach bakterii, jako je Strep-
tococcus zooepidemicus. Biologickd funkce a specifickd aplikace kyseliny hyaluronové
zéavisi na molekulové hmotnosti, kdy vysoka molekulova hmotnost znamena vyssi vyuziti
ve farmaceutickém primyslu napiiklad pfi 1écbé artritidy, popalenin nebo v plastické chi-
rurgii. Vyhoda této kyseliny je jeji vyborna biologicka odbouratelnost a biokompatibilnost.
Diive se kyselina hyaluronové extrahovala ze zivocisné tkané (kohouti hiebinky, hovézi
sklivce a lidské pupecni $itiry), ale nyni se stale vice zivoc¢iSna tkan nahrazuje fermentaci
pomoci bakterii Streptococcus zooepidemicus, kterd ma své vyhody naptiklad v niz§ich
vyrobnich nédkladech a vysSich vytéZcich. Jako vhodny substrat pro fermentaci se ukazala
syrovatka, diky svému obsahu bilkovin jako zdroji dusikatych latek pro tvorbu kyseliny
hyaluronové [45].

3.3.7 Biomasa

Kvasinky schopné svym metabolizmem podporovat rychly rist a produkci biomasy a do-
provodnych produktii jsou naptiklad Saccharomyces cerevisiae, Pichia stipitis, Candida
utilis, Kluyveromyces lactis nebo K. marxianus. Z bakterii mizeme uvést Zymomonas mo-
bilis gram-negativni bakterii, ktera je tolerantné;s$i ke koncentraci etanolu a téz je schopna
produkce biomasy. Rust bun¢k a fermentace je oproti kvasinkdm podstatné niZ$i, a proto se

tato bakterie, tak Casto nevyuziva [46].

Bunécnd biomasa je vynikajici dopln€k pro zvifata i pro lidskou stravu, protoze je dulezi-
tym zdrojem ribonukleotidii, poly- a oligosacharidli a proteind. Tyto vyrobky maji kromé
jinych aplikaci vlastnosti jako imunostimulanty, nosi¢e, zahustovadla, stabilizatory a pre-
biotika. V nékterych ptipadech, napiiklad pti extrakci dochucovadel pouZiti Kluyveromyces
ma vyznamné vyhody oproti Saccharomyces kvasinkam, u kterych se musi nejprve provést

odstranéni hotkych latek (debitter) [32, 47].

3.3.8 Etanol

Etanol se vyuziva ve velkém mnoZstvi v chemickém, farmaceutickém a potravinaiském
primyslu ve form¢ surového materidlu nebo rozpoustédla. Pro produkei etanolu je velmi
dalezité zvolit kmen s vhodnymi fyziologickymi vlastnostmi, aby se dosédhlo dobrého vyu-
ziti laktozy ze syrovatky. Ro¢ni svétova produkce syrovatky €ini asi 160 miliont tun s 5 %

laktozy, to znamena asi 8 miliont tun laktozy. Kdyby se vyuzila jen polovina tohoto mnoz-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 34

stvi, coz déla mnozstvi v USA pii konverzni a¢innosti 85 %, mize vzniknout az 2.300.000
m° etanolu. To by znamenalo 3,5 % z celkové svétové produkcee etanolu z roku 2008, ktera
byla pfiblizné 65 milioni m>. V roce 2015 se produkce etanolu v USA zvysila na 67 milio-

ni m’ [35, 46, 48].

Neustale prevlada zavedeny postup pii vyrobé etanolu za pouziti titinového cukru nebo
kukuti¢ného skrobu. Nov¢ vznikajici technologie hledaji alternativy k vyrob¢ bioetanolu ze

syrovatky, lignocelul6zové biomasy nebo z fas [46].

Zajem o etanol mimo potravinarsky primysl je hlavné kvili vyrobé paliva z néj, ktery je na
trhu stale zddangj$Sim. Etanol vznik4 asimilaci sacharidii mikroorganizmy nebo jejich fer-
mentaci. Ro¢ni produkce primyslového etanolu €ini asi Ctyii miliony tun, z nichz 80 % je

praveé produkovana fermentaci [48].

Etanol jako slibny zdroj energie, ktery diky svému vys§imu oktanovému cislu (106 — 110)
se stava vykonnéjsi nez klasicky benzin s oktanovym cislem 91 — 96, proto se etanol ptida-
va k benzinu. Zaroven pokud se zajisti vyssi vyparné teplo etanolu ve smési, zajisti se lepsi
vykon na rozdil od €istého benzinu. Vyssi hodnota oktanového ¢isla (nad 100) znamena, ze
je palivo vice odolné proti samozapalu nez Cisty izooktan. Vyhodou tohoto paliva je jeho
nizka cena a slevy na danich, coz je vyhodou pro podnikatele zabyvajici se prepravou. Ne-
vyhodou je nedostatek Cerpacich stanic s timto palivem, nutnost hlavné v zimnich obdo-

bich vétsiho ptidavku benzinu a také, Ze ne vSechny vozy lze piestavit [46].

Bioetanol je okysli¢ené palivo s obsahem 34,7 % kysliku. Pfidanim k benzinu se zvysi spa-
lovani o 15 %. To ma za nésledek snizeni emise ¢astic a oxidii dusiku. Na rozdil od benzi-
nu obsahuje bioetanol zanedbatelné mnozZstvi siry a tedy ve smési s benzinem nedochazi
k nadmérnému uvoliovani oxidu sifi¢iteho, ktery je karcinogenni a pfispiva k tvorbé kyse-
lych destt. Dal§im vyuzitim bioetanolu je jako nahrada za metyl-terc-butyleter (MTBE),
ktery se pouziva jako oktanovy zesilova¢ do benzinu. Jeho velkou nevyhodou je produkce
oxidu uhelnatého a oxidu uhli¢itého pii spalovani, coz ma za nasledek znecisténi podzem-
nich vod a poté i pitné vody. Tato voda ma nezadouci Ucinky, které negativné ovlivituji

lidské zdravi. V nékterych zemich je proto pouziti MTBE zakédzano [46].
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3.3.9 Metan

Proces vyroby metanu je zalozen na ¢innostech nékolika skupin anaerobnich i fakultativné
anaerobnich bakterii. Jednd se o anaerobni rozklad vychozich slozek na kone¢ny metan ve
vzduchotésnych nédrzich reaktoru. Vyroba metanu probihd dvoustupniovou anaerobni di-
gesci, ktera ma vyssi vynos nez jednostupiiova. Pii vyrobé metanu jsou vyuzity metano-

genni bakterie [49, 50].

Vytézek metanu je zavisly na teploté ve fermentoru, koncentraci syrovatky a velikost vy-
hnivacich nadrzi. Déle je dilezitd volba bakterii v tomto procesu, aby se zkratila doba roz-
kladu. Proces probihd ve fermentorech pfi teploté 35 °C, které jsou vyhiivany teplou vo-
dou, ktera se ohtala v jiné Casti vyroby. Pfi pouziti termofilniho rezimu se fermentor pfi-
hiiva na teplotu 55 °C. V obvyklych piipadech je vytézek plynti 35 — 58 m® z 1 m’ syrovat-
ky zahusténé na obsah susSiny 70 — 80 %. Z tohoto mnozstvi ptipada na metan 60 — 62 %

[49].

Metan se vyuziva naptiklad v energetickém primyslu jako pohonnd hmota a také v che-
mickém primyslu. Spolu s vodikem tvofi slouceninu hytan, ktera mé lepsi spalovaci vlast-

nosti neZ zemni plyn [49, 50].
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CIiLPRACE

Cilem diplomové prace bylo sledovani vybranych faktori ovliviiujicich fermenta¢ni proce-
sy laktézy v modelovych vzorcich syrovatky za pomoci vybranych kment K/uyveromyces
lactis. Samotna prace je rozdélena do dvou souvisejicich Casti, cast teoretickou a ¢ast prak-
tickou.

Cilem teoretické ¢asti bylo:
e charakterizovat vlastnosti, tvorbu, slozeni a zpracovani syrovatky,

e popsat princip alkoholové fermentace, charakterizovat rod kvasinek Kluyveromyces

a prub¢h tvorby etanolu,

e popsat moznosti biotechnologického vyuziti syrovatky se zaméfenim na ziskavani

etanolu.
Cilem praktické ¢asti bylo:

e zaloZeni fermentacnich pokust se syrovatkou s vyuzitim 5 kment kvasinek K/uyve-

romyces lactis, pricemz byly sledovany tyto faktory:
e koncentrace syrovatky (3 a 5 % w/w)
e teplota fermentace (20, 28 a 35 °C)
e analyza ubytku substratu (lakt6zy) pomoci HPLC-RI béhem fermentace (5 odbérit),

e vyhodnoceni vybranych faktord, které mohly ovlivnit prubéh fermentace syrovatky

a formulace zavéra.
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5 METODIKA PRACE

5.1 Pouzité pomucky a chemikalie

5.1.1 Material
Susend demineralizovana syrovatka D90 (Moravia Lacto a.s.)
Kvasinky Kluyveromyces lactis — kmeny CCDM 251, 252, 255, 742 a 1054

Fyziologicky roztok

5.1.2 Chemikalie

Standardy laktézy, glukdzy, galaktozy, fruktozy, maltozy a sachardzy (Sigma - Aldrich)
Standard etanolu 99,8 % (Penta)

Carrez I - 30 % (w/w) ZnSOj4 (Penta)

Carrez II - 15 % (w/w) K4[Fe(CN)¢] (Penta)

Acetonitril pro HPLC > 99,9 % (Sigma - Aldrich)

Ultra ¢ista voda pro HPLC (pietisténa systémem Aqua Max™™ Ultra 370 Series; Young
Lin)

5.1.3 Pomucky
Bézné laboratorni sklo a pomucky
Fermentac¢ni nadoby s kvasnymi zatkami

Filtra¢ni papir KA 4 (Papirna Perstejn s.r.o. Keseg & Rathousky)

Stiikackové filtry 0,22 pm (Cronus)

5.1.4 Pristroje
Analytické vahy EP 214 CM (OHAUS)
Inkubétor INCU-Line (VWR International)

Magnetické michadlo MSH-20D (Vitrum)
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Kapalinovy chromatograf Shimadzu LC-20AD Prominence

- kvartérni pumpa

- pétikanalovy degaser DGU - 20Asg

- autosampler SIL - 20ACyt

- diferencialni refraktometricky detektor RID - 20A (vSe Shimadzu)
Kolona Agilent Zorbax NH; (4,6 x 250 mm x 5 um) (Agilent Technologies)

Piedkolonovy cartridge filtr 0,2 pm (Optimize Technologies)

5.2 Popis experimentu

Pro modelové vzorky byla pouzita susend demineralizovana syrovatka, ktera byla pfiprave-
na v koncentraci 3 a 5 % (w/w). Obnovena syrovatka byla pasterovana pii teploté 72 °C a

vydrzi 5 minut ve vodni 1azni.

Po pasteraci nasledovalo zchlazeni na teplotu fermentace a inokulace piislusSnym kmenem
kvasinek. Inokulum bylo pfipraveno pomnozenim kvasinek v médiu Malt Extract Broth
Base pii 25 °C po dobu 48 hodin a naslednym zfedénim kvasinkové suspenze 1:9 fyziolo-
gickym roztokem. Takto pfipravené inokulum bylo v mnoZstvi 1 ml aplikovano do paste-

rované syrovatky a kvasné nadoby byly uzavieny kvasnou zatkou.

Takto piipravené vzorky byly inkubovéany v termostatu pii teplotach 20, 28 a 35 °C. Jedna
sada vzorkl se odebirala pro okamzité hodnoceni, tedy v ¢ase 0. Ostatni vzorky se odebira-

ly postupné v ¢asech 24, 48, 72 a 96 hodin.

Po vytazeni vzorkd z termostatu bylo nutné zastavit proces fermentace. K tomuto ucelu
bylo zvoleno ¢ifeni Carrezovymi Cinidly, které kromé zastaveni ¢innosti enzymii, odstrafiu-
ji nesacharidové latky rusici stanoveni cukrii, pfedevsim bilkoviny. Citiciho ucinku je do-

sazeno vytvofenim sraZeniny hexokyanoZeleznatanu zine¢natého (viz Obréazek 3).
2 ZnS0, + K,[Fe(CN).] = Zn,[Fe,(CN).] + 2 K,S0,

Obrazek 3: Rovnice vzniku sraZeniny hexokyanoZelezna-

tanu zinecnatého [51].
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Do 10 ml syrovatky byly piidany 2 ml Carrezova ¢inidla I a po dikladném promichani a
stani 1 minutu byly pfidany 2 ml Carrezova cinidla II. Po uplynuti 1 minuty byly vzorky
doplnény po rysku neionizovanou vodou (50 ml odmérna baiika), zfiltrovany ptes papirovy

filtr a nasledn¢ jeste pres stiikackovy filtr.

Takto ptipravené vzorky byly analyzovany pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatogra-
fie s refraktometrickou detekci. Byla vyuzita izokraticka eluce, jako mobilni faze byla pou-
Zita smé&s acetonitril:voda (70:30) a pritok mobilni faze byl nastaven na 1,0 ml.min™. Ana-

lyza trvala 20 minut a teplota kolony a detektoru byla udrzovana na 25 + 1 °C.

Schematicky je experiment zachycen na obrazku (viz Obrazek 4).

|3 nebo 5 % (wiw) syrovatka |

20°C 28°C 35°C

odbéry: 0,24, 48, 72396 h

2x

Obrazek 4: Popis experimentu

VysSe uvedeny postup byl proveden 5krat, tedy pro kazdy kmen jednou. Pro jeden kmen
pfipraveno celkem 60 kvasnych nadob (5 odbérové Casy x 2 koncentrace syrovatky x 3
teploty inkubace x 2 opakovani). Z kazdé kvasné nadoby bylo provedeno 2krat ¢ifeni. Do-
hromady tak bylo pfipraveno 600 vzorkd. Kazdy ze vzorkl byl 2krat analyzovan pomoci

HPLC-RI (n = 8).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 41

Pro urceni obsahu laktozy ve vzorcich byla pfipravena kalibracni fada o koncentraci 10, 8,
6,4,2,1,05a0,1 g.l'l. Z regresni rovnice kalibra¢ni kifivky bylo vypocitano mnozstvi

laktézy v kazdém vzorku v %.
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6 VYSLEDKY A DISKUSE

Na obrazku (viz Obrazek 5) je vzorovy chromatogram smésného standardu cukrii o kon-
centraci 10 g'1"". Pomoci programu LabSolution (Shimadzu) byly ode&teny plochy pikii v
jednotkach mV.min. Na obrazku (viz Obrazek 6) je zobrazena kalibra¢ni pfimka laktozy,
z jejiz regresni rovnice byly vypocitany koncentrace laktdézy v jednotlivych vzorcich.

Vsechny vysledky koncentraci byly zprimérovany a vyhodnocovany.

1200

1000
E 300 y =107,7x- 10,529
’“'2: R*=0,9991
Eg 600
%5 400
B 200

0
0 2 4 6 8 10 12
koncentrace (g.I'!)
Obrazek 5: Chromatogram smésného standardu cukrii

1200

1000
E y =107.7x- 10,529
’“'2: R*=0,9991
Eg 600
%5 400
B 200

0
0 2 4 6 8 10 12

koncentrace (g.1'1)

Obrazek 6: Kalibracni primka laktozy
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6.1 Pribéh fermentace 3% syrovatky

Do grafi (Obrazek 7 - Obrazek 11) byly zaznamenany zavislosti obsahu laktozy

v procentech na Case ve tiech inkubacnich teplotach (20, 28, 35 °C). Grafy jsou rozdé€leny

dle kment Kluyveromyces lactis.
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Obrazek 7: Graf zavislosti obsahu laktozy na dobé fermentace v dané teploté

pro kmen CCDM 251
V prvnim grafu (viz Obrazek 7) pro kmen CCDM 251 pfi koncentraci syrovatky 3 %
mnozstvi laktozy (2,56 %) klesalo ve vSech tiech teplotach. Zna¢ny pokles laktozy byl za-
znamenan pfi teploté 28 °C. Pocate¢ni mnoZstvi laktozy se snizilo 0 49 % (z 2,56 % na
1,31 %). Naopak nejmensi tbytek byl zaznamenan pii teplote¢ 35 °C, kdy z pocatecniho

mnozstvi laktdzy bylo zfermentovano pouze 13 % (na 2,22 %).
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Obrazek 8: Graf zavislosti obsahu laktozy na dobé fermentace v dané teplote

pro kmen CCDM 252

Vzorek fermentovany kmenem CCDM 252 dle grafu (viz Obrazek 8) vykazoval pfi vSech
ttech teplotach vyrazné snizeni obsahu laktozy. Nejvyssi ubytek laktozy probihal pii teploté
20 °C, ubytek ¢inil 83 % (z 2,96 % na 0,51 %). U zbyvajicich teplot bytek ¢inil pfiblizné
77 % (28 °C) a 72 % (35 °C). Nejintenzivnéjsi poklesy laktdzy byly zpozorovany pii odbé-

cv v

zaznamenany pii odbérech po 24 hodinach.
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Obrazek 9: Graf zavislosti obsahu laktozy na dobé fermentace v dané teploté
pro kmen CCDM 255

Vzorek po fermentaci kmenem CCDM 255 (viz Obrazek 9) vykazoval Ubytek nad 50 % u
vSech tii teplot. Nejvétsi tbytek probihal pfi teploté 28 °C, kdy pocateéni mnozstvi laktdzy
(2,43 %) se snizilo 0 79 % (na 0,51 %). Naopak nejnizsi ubytek 63 % (na 0,9 %) nastal pii
20 °C. Nejintenzivnéjsi poklesy laktozy byly zpozorovany pii odbéru po 48 hodinach, ale
také pti odbérech po 96 hodinach. Naopak nejnizsi poklesy byly zaznamenany pii odbérech
po 24 hodinach.
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Obrazek 10: Graf zavislosti obsahu laktozy na dobé fermentace v dané teploté

pro kmen CCDM 742

Ve vzorku po fermentaci kmenem CCDM 742 (viz Obrazek 10) byl zjistén nejnizsi ubytek

laktozy (2,67 %) ze vSech zvolenych kmentl. Z toho nejvyssi pokles laktozy probihal pii

teploté 35 °C, kde ubytek Cinil ptiblizn€ 21 % (na 2,12 %). Pti této teploté v ¢ase odbéru

72 hodin byl zaznamenan i nejintenzivnéjsi pokles obsahu a to o 15 %, u zbylych ¢asii roz-

dily byly jen o 1 — 4 %. Nejniz$i hodnota ubytku obsahu laktozy, tedy asi jen 3 % (na 2,58

%) byla pozorovana pii 20 °C.
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Obrazek 11: Graf zavislosti obsahu laktozy na dobé fermentace v dané teploté

pro kmen CCDM 1054

Ve vzorku po fermentaci kmenem CCDM 1054 (viz Obrazek 11) byl zjistén také velmi
nizky ubytek laktozy (2,72 %). Nejvyssi ubytek byl opét pii teploté 35 °C, tento ubytek
¢inil 21 % (na 2,14 %) a i nejintenzivngj$iho ubytku bylo dosazeno pii této teploté pii od-
béru po 72 hodinach (12 %). Nejnizsi hodnota tbytku byla opét pii 20 °C s 12 % (na 2,40
%).

6.2 Pribéh fermentace 5% syrovatky

Do grafii (Obrazek 12 — Obrazek 16) byly zaznamendny zavislosti obsahu laktozy
v procentech na Case ve tfech inkubacnich teplotach (20, 28, 35 °C) tentokrat pro 5% syro-

vatku. Grafy jsou opét rozd¢leny dle jednotlivych kmenti Kluyveromyces lactis.
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Obrazek 12: Graf zavislosti obsahu laktozy na dobé fermentace v dané teplote

pro kmen CCDM 251

V prvnim grafu (viz Obrazek 12) pro kmen CCDM 251 pfi koncentraci syrovatky 5 % se

mnozstvi laktézy (4,21 %) snizovalo. Nejvyssi pokles laktdozy byl zaznamenan pii teploté

28 °C. Pocate¢ni mnozstvi laktozy se sniZilo o 33 % (na 2,84 %). Naopak nejmensi ubytek

byl pozorovan pfi teploté 20 °C. Z pocateéniho mnozstvi ubylo 18 % (na 3,46 %). Ob-

dobné mnozstvi bylo i pfti teploté 35 °C, kde tbytek ¢inil 20 %.
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Obrazek 13: Graf zavislosti obsahu laktozy na dobé fermentace v dané teplote

pro kmen CCDM 252



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 49

Vzorek po fermentaci kmenem CCDM 252 (viz Obrazek 13) s obsahem laktozy (4,31 %)
vykazoval nejvyssi ubytek (nad 50 %) u teploty 28 °C. Naopak nejnizsi ubytek 37 % (na
2,73 %) byl zjistén pti 35 °C. Nejintenzivnéjsi poklesy laktozy byly zpozorovany pii odbé-

fv v

hodinach.
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Obrazek 14: Graf zavislosti obsahu laktozy na dobé fermentace v dané teploté
pro kmen CCDM 255

Vzorek fermentovany kmenem CCDM 255 dle grafu (viz Obrazek 14) vykazoval pii vSech
trech teplotach snizeni obsahu laktozy. Nejvyssi ubytek laktdzy probihal pfi teploté 28 °C,
ubytek ¢inil 55 % z ptivodniho mnozstvi laktozy (ze 4,58 % na 2,07 %). U zbylych teplot
20 a 35 °C byl ubytek ptiblizné€ 38 a 33 % (na 2,86 % a na 3,09 %). Nejintenzivngj$i rozdil

byl zaznamenan v odbérech po 96 hodin¢ a to pfi teplotach 20 a 28 °C.
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Obrazek 15: Graf zavislosti obsahu laktozy na dobé fermentace v dané teplote

pro kmen CCDM 742

ubytek laktozy ze vSech zvolenych kment. Nejvyssi pokles laktozy byl zaznamenan pii 35
°C, kde tbytek cinil jen 11 % (ze 4,18 % na 3,72 %). Nejnizsi hodnota ubytku obsahu lak-
tozy, tedy asi jen 8 % (na 3,85 %), probihala pti obou zbylych teplotach. Béhem prvnich 24

hodin nedoslo pii teploté 20 a 28 °C k témet zadné fermentaci laktdzy.
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Obrazek 16: Graf zavislosti obsahu laktozy na dobé fermentace v dané teplote

pro kmen CCDM 1054
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Ve vzorku po fermentaci kmenem CCDM 1054 (viz Obrazek 16) byl zjistén velmi maly
ubytek laktézy. Nejvyssi ubytek byl pfi teplotach 28 a 35 °C, tento ubytek ¢inil 15 % (ze
4,50 % na 3,75 %). Nejnizsi hodnota tbytku byla pti 20 °C s 13 % (na 3,82 %).

6.3 Porovnani jednotlivych kmenii Kluyveromyces lactis pri fermentaci

laktozy

Pro nazorngjsi srovnani ucinku jednotlivych kmenti Kluyveromyces lactis byly zaznamena-
ny grafy zavislosti obsahu laktdzy na dobé fermentace pro 3% syrovatku (viz Obrazek 17 —
Obrazek 19) a 5% syrovatku (viz Obrazek 20 — Obrazek 22). Kazda z fermentacnich teplot

byla zobrazena zv1ast’.
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Obrazek 17: Graf zavislosti obsahu laktozy na dobé fermentace 3% syrovatky pri 20 °C

Dle tohoto grafu (viz Obrazek 17) lze vycist nejvyssi ubytek laktézy u kmene CCDM 252.

v

1ze z grafu vyc¢ist nizsi ubytek laktézy do 24 hodiny.
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Obrazek 18: Graf zavislosti obsahu laktozy na dobé fermentace 3% syrovatky pri 28 °C

4

Na grafu (viz Obrazek 18) pfi teploté 28 °C je zfejmy nejvyraznéjsi ubytek laktézy u kme-
nit CCDM 252 a 255. Nejniz§i ubytek byl opét zjistén u kmentt CCDM 742 a 1054.
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Obrazek 19: Graf zavislosti obsahu laktozy na dobé fermentace 3% syrovatky pri 35 °C
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U grafu (viz Obrazek 19) pii 35 °C pro 3% syrovatku je viditelny pokles laktdzy u kmenti
CCDM 252 a 255, kdy hodnoty dosahovaly pod 1 %. Pro kmen CCDM 251 nemusela byt
tato kultivacni teplota vhodna. Nejvice se kvasinky tohoto kmene projevovaly do 24 hodin,
kdy z ptivodniho mnozstvi laktozy (2,56 %) ubylo 9 %, postupem casu ubytek €inil kolem
1-2%.
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Obrazek 20: Graf zavislosti obsahu laktozy na dobé fermentace 5% syrovatky pri 20 °C
V ptipadé 5% syrovatky byly ubytky laktézy u nékterych kmeni malo patrné, laktoza byla
(ve srovnani s 3% syrovatkou) fermentovana o poznani mén¢. Z grafu (viz Obrazek 20) lze
pti 20 °C vycist nejvyssi ubytek laktozy uc¢inkem kmentt CCDM 252 a 255, kdy hodnoty
ubytku byly u obou kolem 40 %. Nejméné pak byla laktézy fermentovana u kmene CCDM
742 (0 8 %) a CCDM 1054 (0 13 %).
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Obrazek 21: Graf zavislosti obsahu laktozy na dobé fermentace 5% syrovatky pri 28 °C
Pti 28 °C je na grafu (viz Obrazek 21) znatelny ubytek laktozy u kmene CCDM 252 a také
255, kdy ubytek ¢inil zhruba 50 %. U kmene CCDM 251 doslo ke snizeni laktdzy o 33 %.
Kmeny CCDM 742 a 1054 fermentovaly laktézu jen nepatrné.
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Obrazek 22: Graf zavislosti obsahu laktozy na dobé fermentace 5% syrovatky pri 35 °C
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Na poslednim grafu (viz Obréazek 22), kdy fermentace 5% syrovatky probihala pii 35 °C, je
vysledek obdobny jako pii 20 °C. Ztetelné tibytky byly zaznamenany u kmentt CCDM 252
a 255. Nejniz8i hodnoty ubytku jsou zejména opct u kmene CCDM 742 (o 11 %) a také u
CCDM 1054 (o 15 %).

6.4 Souhrnna diskuze

Ze ziskanych vysledkll a prezentovanych grafii je patrné, Ze nejvyssich ubytkl laktézy, a
tedy nejucinnéjsi fermentace, bylo dosazeno pro vétSinu kment pfi teploté 28 °C. Naopak
pfi teplotach 20 a 35 °C probihala fermentace laktozy v mensi mife. Odborna literatura [31,
35] uvadi pro nékteré¢ kmeny kvasinek Kluyveromyces schopnost ristu a fermentace
pii teplotnim optimu 25 — 35 °C a dokonce pii teplotach 50 — 55 °C. Vysledky ziskané
v této diplomové praci s témito informacemi koresponduji zejména v piipad¢é fermentacni
teploty 28 °C, ktera byla pro vétSinu kmenti optimalni pro zkvaSovani laktozy. Pti teploté
35 °C dochézelo k fermentaci laktdzy také, ale tbytek byl jen v malém mnozstvi. Pfi vys-
Sich teplotach by bylo v o¢ekéavani rychlejsiho ubytku laktozy naptiklad po 24 hodinach
k ¢emuZz nedochézelo. Pti teploté 28 °C, u které byl detekovan nejintenzivnéjsi pokles lak-
tdzy, byl az pii1 odbéru ve 48 hoding, ale také po odbérovém case 96 hodin. Také pii nejniz-
$i pouzité fermentacni teploté, tj. 20 °C, kvasinky laktézu zkvasSovaly, ale opét u vétSiny
kmenti v mensi mite nez pti 28 °C.

Nejen inkubacni teplota, ale 1 koncentrace syrovatky méla vliv na Ubytek laktozy. Pti nizsi
koncentraci (tedy 3 %) byl Ubytek laktézy procentudlné vyssi nez pii fermentaci 5% syro-
vatky. Tyto problémy mohou byt pfi¢itany osmotické citlivosti (v dlsledku vysokych kon-
centraci laktozy), ale také nizké toleranci k etanolu, ktery mohl pii fermentaci vzniknout

[35].

Rozsah téchto ucinkii (teploty a koncentrace syrovatky) se zdd byt zavisly 1 na zvoleném
kmenu kvasinek. Bylo zpozorovéno, ze vyssi tolerance k témto G€inkim mély kmeny
CCDM 251, 252 a 255. Zbylé dva kmeny (CCDM 742 a 1054) mohly byt jednak citlivé;si
na podminky fermentace jiz uvedené, ale i na koncentraci kysliku, pH a obsahu dalSich
zivin, které mohou hrat klicovou roli [35]. Nizky pokles laktozy mohl byt dale zptsoben
Spatnou adaptibilitou téchto kmenti vii¢i sloZeni a vlastnostem syrovatky, ale také kratkou

dobou inkubace. Pfeména laktdézy na galaktozu, glukézu a etanol 1 v mensSi mife, muze
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znamenat, ze tyto produkty staci kvasinkdm k jejich pteziti. Kdy hlavn¢ galaktoza a gluko-

za jim slouzi jako zdroj uhliku.

Metoda pouzitd pii tomto vyzkumu bude vyzadovat dal§i optimalizaci, aby se dosahlo
presngjsich vysledkl. Optimalizaci by byla vhodné provést u ptipravy vzorkil, zvolenim
pocatecni koncentrace laktozy, vybérem vhodného pH, pfidavkem enzymti nebo vybérem
fermentacniho prostfedi (kombinaci mikroorganizmi). Jednou z moznosti je také kultivace
a adaptace kmene Kluyveromyces lactis na dané prostiedi syrovatky. Dale bude potieba
optimalizovat metodiku HPLC stanoveni tak, aby bylo mozné v jednom kroku stanovit

nejen mnozstvi substratu (laktozy), ale 1 produktu fermentace (etanolu).
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ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo sledovani obsahu laktézy po fermentaci péti kment kva-
sinek Kluyveromyces lactis ve vzorcich syrovatky. Byl sledovan vliv vybranych faktort,
(fermentacni teplota, koncentrace syrovatky) na pribéh fermentace béhem 96 hodin. Sle-
dovanim téchto faktorti mély byt ziskdny poznatky o tom, pii jakych optimalnich podmin-

kach by se mélo mnozstvi laktdozy maximalné snizovat a pietvaret se na mozné produkty.

Prvnim sledovanym faktorem bylo pozorovat zmény obsahu laktozy pii tfech fermentac-
nich teplotach (20, 28 a 35 °C). Pii zvolenych teplotach se nejvice ubytku laktdzy projevo-
valo pii teploté 28 °C, kdy lze fici, Ze pfi této teploté byly kvasinky nejproduktivnéjsi. Ten-

to vysledek odpovidal s porovnanou odbornou literaturou.

Druhym vyhodnocovanym faktorem bylo porovnat vliv koncentrace syrovétky (3 a 5 %) na
prabéh fermentace laktdzy. VSechny kmeny kvasinek uc¢inngji fermentovaly 3% syrovatku,

u 5% syrovatky byly pozorovany mensi ubytky laktozy.

Doba inkubace byla tfetim faktorem, jenz byl v této praci zkouman. Fermentace byla sle-
dovéna v rdmci 4 dnt (5 odbérii po 24 hodinach — 0, 24, 48, 72 a 96 hodin). Vysledky byly

navzajem porovnany a bylo zji$téno, ze nejintenzivnéjsi ubytky laktdzy probihaly vétSinou

pfi odbéru po 48 hodindch. Tento faktor byl ovlivnén i vybranymi kmeny, kdy i po 96 ho-

S 24

Poslednim posuzovanym faktorem byl rozdil aktivity 5 kmenti (CCDM 251, 252, 255, 742
a 1054) kvasinek Kluyveromyces lactis béhem fermentace. Z danych kment byl jako nej-
produktivnéj$i vyhodnocen kmen CCDM 252. Tento kmen vykazoval pii vSech teplotach i
koncentracich syrovatky nejvyssi aktivitu pii fermentaci laktézy. Naopak kmeny 742 a
1054 pattily k nejméné i¢innym.

Syrovatka je dulezity vedlejsi produkt syrarské technologie. Kromé tradi¢niho zpracovani
roste poptavka po jejim biotechnologickém vyuziti. Jednou z moZnosti je alkoholova fer-
mentace pomoci kvasinek K/uyveromyces. Jejich ptizniva vlastnost spociva ve schopnosti
zkvaSovat laktozu pfimo. V této préci byla tato schopnost ovétfena, v dalSich pracich by
bylo vhodné zaméfit se na dalsi faktory, které by mohly pribéh fermentace ovlivnit a také
vyvinout metodiku pro stanoveni etanolu spolu s laktézou (coz se v této diplomové praci

bohuzel nepodatilo).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 58

SEZNAM POUZITE LITERATURY

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

PANESAR, P., J. KENNEDY, D. GANDHI a K. BUNKO. Bioutilisation of whey
for lactic acid production. Food Chemistry, 2007, 105, 1-14. ISSN 03088146.

SISO, Gonzales, M. 1. The biotechnological utilization of cheese whey: A review.

Bioresource Technology, 1996, 57, 111. ISSN 0960-8524.

RAMOS, O. L., R. N. PEREIRA, R. M. RODRIGUES, J. A. TEIXEIRA, A. A.
VICENTE a F. X. MALCATA. Whey and Whey Powders: Production and Uses.
Encyclopedia of Food and Health. Elsevier, 2016, 498. ISBN 9780123849533.

ONWULATA, Charles a Peter HUTH (eds.). Whey processing, functionality and
health benefits. Ames, lowa: Wiley-Blackwell, 2008. ISBN 0813809037.

VASEY, Christopher. The whey prescription: the healing miracle in milk. Ro-
chester, Vt.: Healing Arts Press, 2006. ISBN 1594771278.

FORMAN, Ladislav. Mlékarenska technologie II. Vyd. 2. Praha: Vysoka Skola
chemicko-technologicka, 1996. ISBN 8070802502.

SUSTOVA, Kvétoslava a Vladimir SYKORA. Miékdrenské technologie. V Brng:
Mendelova univerzita, 2013. ISBN 978-80-7375-704-5.

KRENIKOVA, Véra. Odpady a druhotné suroviny I. Usti nad Labem: Univerzita
Jana Evangelisty Purkyné, Fakulta Zivotniho prostiedi, 2014. ISBN
9788074148699.

DAVIDEK, Jifi, Gustav JANICEK, Jan POKORNY Chemie potravin.
SNTL/ALFA: Praha, 1983, 629.

BREZINA, Pavel a Jaroslav JELINEK. Chemie a technologie mléka: urceno pro
posl. fak. potravinarské a biochemické technologie. Praha: Mezinarodni organiza-

ce novinaid, 1990. ISBN 8070800755.

BYLUND, Gosta. Dairy processing handbook. 2. Sweden: Tetra Pak Processing
Systems AB, 2003. ISBN 9163134276.

TRATNIK, Ljubica. Uloga sirutke u proizvodnji funkcionalne mlije¢ne hrane.

Mljekarstvo, 2003, 53, 325-352. ISSN 0026-704X.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 59

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

DRAPIER-BECHE, N., Jacques FANNI a Marc PARMENTIER. Physical and
Chemical Properties of Molecular Compounds of Lactose. Journal of Dairy

Science, 1999, 82, 2558-2563. ISSN 00220302.

GANZLE, Michael G., Gottfried HAASE a Paul JELEN. Lactose: Crystallization,
hydrolysis and value-added derivatives. International Dairy Journal, 2008, 18,
685-694. ISSN 09586946.

KADLEC, Pavel. Technologie potravin II. Praha: VSCHT, 2008. ISBN 978-80-
7080-510-7.

JELEN, P., H. ROGINSKI, J. W. FUQUAY, P. F. FOX. Whey Processing - utili-
zation and products. Encyclopedia of Dairy Sciences. London: Academic Press,

2003, 4, 2745.

SUKOVA, Irena. Syrovdtka v potravindrstvi. Praha: Ustav zemédélskych a potra-
vinafskych informaci, 2006. Potravinaiské informace. ISBN 80-7271-173-3.

CHEN, G. Q., F. I. . ESCHBACH, M. WEEKS, S. L. GRAS a S. E. KENTISH.
Removal of lactic acid from acid whey using electrodialysis. Separation and Puri-

fication Technology, 2016, 158, 230-237. ISSN 13835866.

Nejlepsi dostupné techniky v primyslu potravin, ndpoji a mléka: Zatfizeni pro
upravu a zpracovani mléka. eAGRI [online]. 2012 [cit. 2017-04-30]. Dostupné z:
eagri.cz/public/web/file/32314/PriruckaBREFmleko.doc

SIENKIEWICZ, Tadeusz, Carl-Ludwig RIEDEL. Whey and whey utilization. Fa-
chbuchverlag, 1986, 379. ISBN 3343001775.

MERGL, Milo§ a Ladislav FORMAN. Syrovatka - jeji uziti v lidské vyzZive a ve
VWZivé zvifat. Praha: Stied. techn. inform. potrav. praim. VUPP, 1979, 343.

FELTL, Tomas. Pracovni navod: Fermentace [online]. 2012 [cit. 2017-04-30].
Dostupné z: www.expoz.cz/sites/default/files/media/texty/50/expoz-

pracovninavod-ch18-v01-r01.pdf

CARDONA, Carlos A., Oscar J. SANCHEZ a Luis F. GUTIERREZ. Process syn-
thesis for fuel ethanol production. Boca Raton, FL: CRC Press, 2010. ISBN
9781439815984.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 60

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

TADEGE, Million. Ethanolic fermentation: new functions for an old pathway.
Trends in Plant Scienc, 1999, 4, 320-325. ISSN 13601385.

EDITORS a WILLIAM S. ADNEY, et. al. Biotechnology for fuels and chemicals:
The twenty-ninth symposium. United States: Humana Press, 2009, 812. ISBN
9781603275262.

SOCCOL, Carlos Ricardo, Ashok PANDEY a Christian LARROCHE. Fermen-
tation processes engineering in the food industry. CRC Press, 2013, 510. ISBN
9781439887653.

Technologie vyroby lihu a destilatii: vyroba prumyslového lihu [online]. 2017 [cit.
2017-04-30]. Dostupné z: web2.mendelu.cz/af 291 projekty2/vseo

SOCCOL, Carlos Ricardo, et al. Brazilian biofuel program: An overview. Journal

of Scientific & Industrial Research, 2005, 64, 897-904. ISSN 0975-1084.

Edited by BERNARDES, Marco Aurélio dos Santos. Biofuel Production-Recent
Developments and Prospects. InTech, 2011, 85-101. ISBN 978-953-307-478-8.

SILHANKOVA, Ludmila. Mikrobiologie pro potravindie a biotechnology. 3.
vyd. Praha: Academia, 2008. ISBN 9788020017031.

SPOHNER, S. C., V. SCHAUM, H. QUITMANN a P. CZERMAK. Kluyvero-
myces lactis: An emerging tool in biotechnology. Journal of Biotechnology, 2016,

222,104-116. ISSN 01681656.

RUBIO-TEXEIRA, Marta. Endless versatility in the biotechnological applications
of Kluyveromyces LAC genes. Biotechnology Advances, 2006, 24, 212-225. ISSN
07349750.

BUGLASS, Alan J. Handbook of alcoholic beverages: technical, analytical and
nutritional aspects. Chichester, West Sussex, England: John Wiley, 2011, 80-86.
ISBN 9780470512029.

SICHO, Vladislav, Zdenék VODRAZKA a Blanka KRALOVA. Potravinaiska
biochemie. 2., dopln. a pieprac. vyd. Praha: SNTL, 1981.

GUIMARAES, Pedro M. R., José¢ A. TEIXEIRA a Lucilia DOMINGUES. Fer-

mentation of lactose to bio-ethanol by yeasts as part of integrated solutions for the



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 61

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

valorisation of cheese whey. Biotechnology Advances, 2010, 28, 375-384. ISSN
07349750.

ALS-NIELSEN, Bodil, Lise L. GLUUD, Christian GLUUD. Non-absorbable di-
saccharides for hepatic encephalopathy: systematic review of randomised trials.

British Medical journal, 2004, 1046-1050. ISSN 0959-8138.

RUDOLFOVA, Jana, Ladislav CURDA. Prebioticky uéinek galaktooligosachari-
da a vyuziti laktosy pro jejich produkci. Chemicke listy, 2005, 99, 168-174.

PINTADO, Manuela E., Angela C. MACEDO a F. Xavier MALCATA. Review:
Technology, Chemistry and Microbiology of Whey Cheeses. Food Science &
Technology International, 2001, 7, 105-116. ISSN 15321738.

Ovei mléko a mléEné vyrobky: OvEi vyrobky. Zootechnika [online]. 2009 [cit.
2017-04-30]. Dostupné z: www.zootechnika.estranky.cz/clanky/chov-ovci/ovci-

mleko-a-mlecne-vyrobky

ALONSO, Satl, Manuel RENDUELES a Mario DIAZ. Simultaneous production
of lactobionic and gluconic acid in cheese whey/glucose co-fermentation by Pseu-
domonas taetrolens. Bioresource Technology, 2015, 196, 314-323. ISSN
09608524.

MAWSON, A. John. Bioconversions for whey utilization and waste abatement.

Bioresource Technology, 1994, 47, 195-203. ISSN 09608524.

HUANG, Yan a Shang-Tian YANG. Acetate production from whey lactose using

co-immobilized cells of homolactic and homoacetic bacteria in a fibrous-bed bio-

reactor. Biotechnol Bioeng, 1998, 60, 498-507. ISSN 0006-3592.

BOYAVAL, Patrick a Christian CORRE. Continuous fermentation of sweet whey
permeate for propionic acid production in a CSTR with UF recycle. Biotechnology

Letters, 1987, 9, 801-806. ISSN 0141-5492.

LEE, P. C., W. G. LEE, S. KWON, S. Y. LEE a H. N. CHANG. Batch and conti-
nuous cultivation of Anaerobiospirillum succiniciproducens for the production of
succinic acid from whey. Applied Microbiology and Biotechnology, 2000, 54, 23-
27.ISSN 0175-7598.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 62

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

AMADO, L. R., J. A. VAZQUEZ, L. PASTRANA a J. A. TEIXEIRA. Cheese
whey: A cost-effective alternative for hyaluronic acid production by Streptococcus

zooepidemicus. Food Chemistry, 2016, 198, 54-61. ISSN 03088146.

ZABED, H., J. N. SAHU, A. SUELY, A. N. BOYCE a G. FARUQ. Bioethanol
production from renewable sources: Current perspectives and technological pro-
gress. Renewable and Sustainable Energy Reviews. 2017, 71, 475-501. ISSN
13640321.

KOYAMA, Y., R. ZHAO, M. IKE a K. TOKUYASU. Candida utilis assimilates
oligomeric sugars in rice straw hydrolysate via the Calcium-Capturing-by-
Carbonation (CaCCO) process for glutathione- and cell-biomass production. Bio-

resource Technology. 2014, 172, 413-417. ISSN 09608524.

ZAFAR, Salman a Mohammad OWALIS. Ethanol production from crude whey by
Kluyveromyces marxianus. Biochemical Engineering Journal, 2006, 27, 295-298.
ISSN 1369703x.

MAWSON, A. John. Bioconversions for whey utilization and waste abatement.

Bioresource Technology, 1994, 47, 195-203. ISSN 09608524.

NATHAO, Chananchida, Ubonrat SIRISUKPOKA a Nipon PISUTPAISAL. Pro-
duction of hydrogen and methane by one and two stage fermentation of food was-
te. International Journal of Hydrogen Energy, 2013, 38, 15764-15769. ISSN
03603199.

DAVIDEK, Jiii a Jan VELISEK. Analyza potravin. 2. vyd. Praha: Vysoka $kola
chemicko-technologicka, 1992. ISBN 80-7080-163-8.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ADP

ATP

EMP

GRAS

HPLC

MTBE

NADH

Adenosindifosfat

Adenosintrifosfat

Embden-Meyerhof-Parnasova drdha

Vseobecné povazovany za bezpecny (Generally Recognized as Safe)
Vysokoucinnd kapalinova chromatografie

Metyl-terc-butyleter

Nikotinamidadenindinukleotid



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 64

SEZNAM OBRAZKU

Obrazek 1: Struktura molekul dvou izomerii o- a [-1aktozy [14]. ......cccoveveeeceveeieniianeannne. 16
Obrazek 2: Celkova ucast ATP pri alkoholové glykolyze [34]......cueeeeeeeeecieieiieeeieeeinenn, 28
Obrazek 3: Rovnice vzniku srazeniny hexokyanozeleznatanu zinecnatého [51]. ................ 39
Obrazek 4: POPIS @XPEFIMENLU ............cecveeeeieeeeiieeeiieeeieeeeseseeesiseeesseeessseeesseessseeesssessssseeans 40
Obrazek 5: Chromatogram smésného standardu CURTLL ...............c..cccueeeeveveeeceeeieeiieeieennn 42
Obrazek 6: Kalibracni primka [GKEOZY ............cccueeeeveeeiiieeeieeecee e eeeeeevee e vee e svee e 42

Obrazek 7: Graf zavislosti obsahu laktozy na dobé fermentace v dané teploté pro
KIN@I CODM 251 ..ottt ettt ettt e neeenee 43
Obrazek 8: Graf zavislosti obsahu laktozy na dobé fermentace v dané teploté pro
KIEI CODM 252 ...ttt ettt ettt sttt esnaeenee 44
Obrazek 9: Graf zavislosti obsahu laktozy na dobé fermentace v dané teploté pro
KNI CODM 255 ..ottt ettt e st e st e e s e e e saseeesaaeeeenseeennseeens 45
Obrazek 10: Graf zavislosti obsahu laktozy na dobé fermentace v dané teplote pro
KNI CODM 742 ..ottt e e et e st e st e e s ba e e s sbeeesasaeesaseeenseeennseaens 46
Obrazek 11: Graf zavislosti obsahu laktozy na dobé fermentace v dané teploté pro
KM@ CODM 1054 ..ottt ettt ettt e s aaeenee 47
Obrazek 12: Graf zavislosti obsahu laktozy na dobé fermentace v dané teploté pro
KINEI CODM 251 ..ottt ettt ettt ettt esaaeenee 48
Obrazek 13: Graf zavislosti obsahu laktozy na dobé fermentace v dané teploté pro
KM@ CODM 252 ...ttt ettt ettt et et e et e saaeenee 48
Obrazek 14: Graf zavislosti obsahu laktozy na dobé fermentace v dané teploté pro
K@ CODM 255 ..ottt ettt ettt e b e saaeenee s 49
Obrazek 15: Graf zavislosti obsahu laktozy na dobé fermentace v dané teploté pro
KM@ CODM 742 ..ottt sttt 50
Obrazek 16: Graf zavislosti obsahu laktozy na dobé fermentace v dané teploté pro
KIMEN CODM 1054 ..ottt sttt 50
Obrazek 17: Graf zavislosti obsahu laktozy na dobé fermentace 3% syrovatky pri 20


file:///C:/Users/Admin/Desktop/Diplomka/diplomová%20práce6.doc%23_Toc482080680
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Diplomka/diplomová%20práce6.doc%23_Toc482080682
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Diplomka/diplomová%20práce6.doc%23_Toc482080683
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Diplomka/diplomová%20práce6.doc%23_Toc482080684
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Diplomka/diplomová%20práce6.doc%23_Toc482080684
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Diplomka/diplomová%20práce6.doc%23_Toc482080685
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Diplomka/diplomová%20práce6.doc%23_Toc482080685
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Diplomka/diplomová%20práce6.doc%23_Toc482080686
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Diplomka/diplomová%20práce6.doc%23_Toc482080686
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Diplomka/diplomová%20práce6.doc%23_Toc482080687
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Diplomka/diplomová%20práce6.doc%23_Toc482080687
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Diplomka/diplomová%20práce6.doc%23_Toc482080688
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Diplomka/diplomová%20práce6.doc%23_Toc482080688
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Diplomka/diplomová%20práce6.doc%23_Toc482080689
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Diplomka/diplomová%20práce6.doc%23_Toc482080689
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Diplomka/diplomová%20práce6.doc%23_Toc482080690
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Diplomka/diplomová%20práce6.doc%23_Toc482080690
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Diplomka/diplomová%20práce6.doc%23_Toc482080691
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Diplomka/diplomová%20práce6.doc%23_Toc482080691
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Diplomka/diplomová%20práce6.doc%23_Toc482080692
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Diplomka/diplomová%20práce6.doc%23_Toc482080692
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Diplomka/diplomová%20práce6.doc%23_Toc482080693
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Diplomka/diplomová%20práce6.doc%23_Toc482080693
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Diplomka/diplomová%20práce6.doc%23_Toc482080694
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Diplomka/diplomová%20práce6.doc%23_Toc482080694
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Diplomka/diplomová%20práce6.doc%23_Toc482080695
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Diplomka/diplomová%20práce6.doc%23_Toc482080695

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 65
Obrazek 19: Graf zavislosti obsahu laktozy na dobé fermentace 3% syrovatky pri 35

R OSSOSO RUPRURROTRRRPTRRRI 52
Obrazek 20: Graf zavislosti obsahu laktozy na dobé fermentace 5% syrovatky pri 20

R OSSPSR PTRRRITRRRPTRRR 53
Obrazek 21: Graf zavislosti obsahu laktozy na dobé fermentace 5% syrovatky pri 28

e bttt h et e e bt et at e s he e bt et e bt et e st e nae et 54


file:///C:/Users/Admin/Desktop/Diplomka/diplomová%20práce6.doc%23_Toc482080696
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Diplomka/diplomová%20práce6.doc%23_Toc482080696
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Diplomka/diplomová%20práce6.doc%23_Toc482080697
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Diplomka/diplomová%20práce6.doc%23_Toc482080697
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Diplomka/diplomová%20práce6.doc%23_Toc482080698
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Diplomka/diplomová%20práce6.doc%23_Toc482080698
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Diplomka/diplomová%20práce6.doc%23_Toc482080699
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Diplomka/diplomová%20práce6.doc%23_Toc482080699

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 66

SEZNAM TABULEK
Tabulka 1: Priblizné slozeni jednotlivych typii syrovatek v % [11, 12]. ..........ccoeeuvennennn... 15
Tabulka 2: Obsah jednotlivych komponent bilkovin v syrovatce [3]. ......ccoceeeeveeevveencnnanns 17

Tabulka 3: Porovnani obsahii aminokyselin v bilkovindach mléka [g/100g] [12]. .............. 18



	OBSAH
	Úvod 10
	I TEORETICKÁ ČÁST 11
	1 Charakteristika syrovátky 12
	1.1 Tvorba syrovátky 12
	1.2 Chemické složení syrovátky 15
	1.3 Zpracování syrovátky 19

	2 Alkoholová Fermentace 23
	2.1 Fermentační procesy 23
	2.2 Kvasinky 26
	2.3 Mechanizmus tvorby etanolu 27

	3 Možnosti Biotechnologického využití syrovátky 29
	3.1 Deriváty laktózy 29
	3.2 Sýr Ricotta a syrovátkový nápoj 30
	3.3 Produkty fermentace 31

	II Praktická část 36
	4 Cíl práce 37
	5 metodika práce 38
	5.1 Použité pomůcky a chemikálie 38
	5.2 Popis experimentu 39

	6 Výsledky a Diskuse 42
	6.1 Průběh fermentace 3% syrovátky 43
	6.2 Průběh fermentace 5% syrovátky 47
	6.3 Porovnání jednotlivých kmenů Kluyveromyces lactis při fermentaci laktózy 51
	6.4 Souhrnná diskuze 55

	Seznam použité literatury 58
	Seznam použitých symbolů a zkratek 63
	Seznam obrázků 64
	Seznam tabulek 66
	Úvod
	1 Charakteristika syrovátky
	1.1 Tvorba syrovátky
	1.1.1 Sladká syrovátka
	1.1.2 Kyselá syrovátka

	1.2 Chemické složení syrovátky
	1.2.1 Mléčný cukr – laktóza
	1.2.2 Bílkoviny
	1.2.3  Minerální látky
	1.2.4 Vitamíny

	1.3 Zpracování syrovátky
	1.3.1 Předúprava syrovátky
	1.3.2 Zahuštění syrovátky
	1.3.3 Sušení
	1.3.4 Frakcionace sušiny v syrovátce


	2 Alkoholová Fermentace
	2.1 Fermentační procesy
	2.1.1 Vsádkový (Batch) proces
	2.1.2 Přítokový (Fed-batch) proces
	2.1.3 Průtokový (kontinuální) proces
	2.1.4 Kontinuální proces s recyklací

	2.2 Kvasinky
	2.2.1 Kluyveromyces

	2.3 Mechanizmus tvorby etanolu

	3 Možnosti Biotechnologického využití syrovátky
	3.1 Deriváty laktózy
	3.1.1 Laktitol
	3.1.2 Laktulóza
	3.1.3 Laktozylmočovina

	3.2 Sýr Ricotta a syrovátkový nápoj
	3.3 Produkty fermentace
	3.3.1 Galaktooligosacharidy
	3.3.2 Kyselina laktobionová
	3.3.3 Kyselina octová
	3.3.4 Kyselina propionová
	3.3.5 Kyselina jantarová
	3.3.6 Kyselina hyaluronová
	3.3.7 Biomasa
	3.3.8 Etanol
	3.3.9 Metan


	4 Cíl práce
	5 metodika práce
	5.1 Použité pomůcky a chemikálie
	5.1.1 Materiál
	5.1.2 Chemikálie
	5.1.3 Pomůcky
	5.1.4 Přístroje

	5.2 Popis experimentu

	6 Výsledky a Diskuse
	6.1 Průběh fermentace 3% syrovátky
	6.2 Průběh fermentace 5% syrovátky
	6.3 Porovnání jednotlivých kmenů Kluyveromyces lactis při fermentaci laktózy
	6.4 Souhrnná diskuze

	Seznam použité literatury
	Seznam použitých symbolů a zkratek
	Seznam obrázků
	Seznam tabulek

