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ABSTRAKT

Predklddana bakalafskd prace je zaméfend na problematiku vyuziti syrovatky
v biotechnologiich. Teoreticka ¢ast popisuje chemické sloZeni a vlastnosti syrovatky, dale
jsou vysvétleny tlakové membranové separani procesy a moznost jejich aplikace
Vv mlékarenském pramyslu, v posledni kapitole jsou vypsdny moznosti vyuziti syrovatky
Vv biotechnologiich.

V praktické casti byly sledovany vybrané hydrolytické procesy laktosy v modelovych

vzorcich syrovatky. Zavérem celé prace je vyhodnoceni zavislosti obsahu monosacharidi

na faktorech, jez pisobily na vzorky béhem hydrolysy laktosy.

Kli¢ova slova: syrovatka, biotechnologie, membranové procesy, fermentace

ABSTRACT

Bachelor thesis was focused on whey usage in biotechnology. In the theoretical part,
chemical composition and properties of whey, the pressure membrane separation processes
and the usage in dairy industry were described. The last part dealt with the possibility of

whey usage in biotechnology.

The practical part was focused on observation of specific hydrolytic processes of lactose in
model whey samples. The dependence of monosaccharides contents on selected factors

influencing lactose hydrolysis was evaluated.

Keywords: whey, biotechnology, membrane processes, fermentation
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UvVOD

Syrovatka byla dlouhou dobu povazovana za pouhy vedlejsi produkt ptfi vyrobé syri
a likvidovala se jako odpad. Ma velkou biochemickou spotiebu kysliku, tudiz jeji
vypousténi do vodnych tokti bez fadného vycisténi na vodu je nezadouci a znehodnocuje
zivotni prostiedi. Ve vodach vede ke spotiebovavani kysliku, coz ma za nasledek uhyn ryb,
a znehodnocuje zemédélskou pidu. Z divodu rostouci ekologické zatéze byla snaha najit

dalsi vyuziti pro syrovatku a komponenty z ni.

V dnesni dobé se jiz syrovatka vyuzivd v mnoha oblastech, od vyzivy Clovéka, az po
vyrobu rozlozitelnych polymert. Nejvetsi uplatnéni ma stale v potravinarském pramyslu,
kde se s ni mizeme setkat jako s napojem nebo v susené formé. Susena syrovatka se na trh
dodavd bud’ pfimo, nebo se pii dava do nékterych mlécnych, pekatskych 1 masnych
vyrobkil. Velka cast syrovatky se zpracovava na jednotlivé komponenty: bilkoviny, laktosa.
Ty se pak prodavaji nebo se dale vyuzivaji, jak v potravinaiském, farmaceutickém, tak

i chemickém pramyslu.

Dalsi s moznosti vyuziti syrovatky je jeji pfeména na jiné produkty. Pfemény syrovatky se
dociluje bud’ pomoci chemickych latek, ale ¢astéji pomoci mikroorganismii nebo jejich
casti. Toto vyuziti fadime do biotechnologickych procesti. Fermentaci (kvaSenim)
syrovatky za pouziti Sirokého spektra bakterii a kvasinek je mozné ziskat rozmanité
produkty: kyseliny, alkoholy, biomasy, bioplyny, napoje. Produkty kvaseni se pak vyuzivaji

V potravinaiském, farmaceutickém, chemickém, energetickém a plastikarském primyslu.

Cilem této bakalatské prace je popsat hydrolytické procesy laktosy v modelovych vzorcich

syrovatky a sledovat vliv vybranych faktorti na tuto hydrolysu.

Teoreticka ¢ast pojednava o syrovatce, membranovych separacnich procesech, které se
vyuzivaji pro Upravu a zpracovani syrovatky, a o moZnostech vyuziti syrovatky
v biotechnologiich.

V praktické Casti je pak popsana studie, jez hodnoti vliv faktort, ptsobicich b&éhem

hydrolysy laktosy Vv modelovych vzorcich syrovatky, (pH prostfedi, koncentrace

aplikovaného enzymu, teplotu inkubace a jeji délku) na obsah monosacharidu.
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. TEORETICKA CAST
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1 SLOZENI A VLASTNOSTI SYROVATKY

Podle vyhlasky ¢. 77/2003 Sb. ktera stanovuje pozadavky na mléko a mlécné vyrobky se
syrovatkou rozumi mlécny vyrobek vznikajici jako vedlejsi produkt pii vyrobé syrt, véetné

tvarohi a kaseinu [1].

Da se také charakterizovat jako mlécné sérum zlutozelené barvy, ziskané po vysrazeni
kaseinu. Z mléka, které predstavuje 100 % je pfi srazeni ptiblizné 15 % mlécnych slozek
vysrazeno na syfeninu a zbylych 85 % dale vyuzivano jako syrovatka. Ta se diky svému

slozeni a vlastnostem stala zakladni surovinou pro vyrobu riznych produkta [2].

Slozeni a vlastnosti syrovatky zavisi predevs§im na zpusobu, kterym se kasein vysrazi

z mléka [2].

Sladkéd syrovatka vznikd takzvanym sladkym srdZenim kaseinu za pouziti syfidla. Jako
syfidlo se vyuziva enzym rennin neboli chymosin, ktery se extrahuje ze slezti Zaludka

zpusobem se vyrabg&ji sladké syry [3].

Pii kyselém srazeni je potieba snizit pH mléka, coz je zplsobeno pfimym piidavkem
mineralnich nebo organickych kyselin, nebo pfidavkem bakterii mlééného kvaseni (Cistych
mlékarenskych kultur), které metabolizuji laktosu za vzniku kyseliny mlécné [4]. Timto
srazenim se vyrabé&ji nékteré tvarohy, kyselé syry a kaseiny a jako vedlejsi produkt vznika

kysela syrovatka [3].

1.1 Chemické sloZeni syrovatky

Z hlediska slozeni mizeme syrovatku charakterizovat jako vodny roztok laktosy s vysokym
obsahem mineralnich soli a nizkym obsahem syrovatkovych bilkovin, které zustali

V syrovatce po vysrazeni kaseinu [5].

Hlavni slozkou suSiny syrovatky je laktosa, ktera u kravského mléka dosahuje hodnoty
kolem 4-5%. Znacnou ¢ast susiny tvoifi proteiny a to nejen syrovatkové, ale také i Cast
kaseinovych. Neméné podstatnou slozkou jsou mineralni latky a vitaminy [3]. V malém
mnozstvi je obsazend i kyselina mlé¢nd, citronova, nebilkovinné slouceniny dusiku jako
napiiklad mocovina a dalsi [6]. Slozeni obou druht syrovatky se ¢astecné lisi (Tabulka 1)

[3]. Kysela syrovatka obsahuje mensi mnozstvi laktosy, kterd je preménéna na kyselinu
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mlécnou a vy$$i mnozstvi soli, které je zptisobeno zvySenim podilu rozpusténého vapniku
vlivem kyselého prostredi. Slozeni syrovatky také zalezi na slozeni mléka a na pouzitych
podminkach vyrobniho procesu [7]. Jako ostatni slozky jsou po¢itany nezminéné mineralni

latky, vitaminy, kyseliny a enzymy.

Tabulka 1: Slozeni sladké a kyselé syrovatky uvedené v hmotnostnich % [3,8].

Slozky [% wi/w] Sladka syrovatka Kysela syrovatka
Voda 93,00 - 94,00 94,00 - 95,00
Celkova susina 6,10 - 7,00 5,90 - 6,80
Laktosa 4,60 - 5,20 4,40 - 4,60
Proteiny 0,60 - 1,00 0,50-0,80
Tuk 0,03-0,05 0,01-0,03
Vapnik 0,04 - 0,06 0,12-0,16
Fosfor 0,10- 0,30 0,20 - 0,45
Kyselina mlé¢na 0,08 - 0,20 0,63-0,75
Ostatni slozky 0,10-0,20 0,10 - 0,20

Laktosa

Laktosa neboli také mléény cukr je mirné sladky redukujici disacharid vyskytujici se
Z chemického hlediska

VvV mléce savcu.

glukopyranosu.

H OH
galaktosza

se jednd o

glukaosa

Obrazek 1: Vzorec laktosy

B-D-galaktopyranosyl-a-D-
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Dodava mléku nasladlou chut’ a ve vodé je dobie rozpustny, avSak podstatné méné nez
jeho monosacharidové jednotky (gakaltosa a glukosa). Laktosa ptedstavuje hlavni
energetickou slozku mléka a mléEnych vyrobkd, avsak pro nékteré konzumenty, ktefi maji
nedostatek stievniho enzymu [-galaktosidasy, ktery ji §t€pi na jednodu$si monosacharidy,
je prakticky nestravitelna [9]. Dulezitou funkci ma v podpofe intestinalni absorpce
vapniku, hoi¢iku a fosforu [10]. Laktosa vytvaii vhodné prostiedi pro rozvoj fady bakterii,

¢imz tvoii syrovatku velmi nachylnou k mikrobialni kontaminaci [7].
Syrovatkové bilkoviny

Syrovatkové bilkoviny jsou bilkoviny, které ziistanou v syrovatce po vysrazeni kaseinu.
Nazyvaji se také sérové bilkoviny, ¢i bilkoviny mléného séra. Maji vysokou biologickou
hodnotu a jsou vyuzivany nejen v potravinaistvi, ale také v kosmetice a farmaceutickych

ptipravcich [5].

B-laktoglobulin

B-laktoglobulin je jeden z hlavnich bilkovin kravského mléka a predstavuje asi 50 % vsech
syrovatkovych bilkovin [10]. Je to globularni protein, rozpustny ve zifedéném solném
roztoku pii pH 4,60. Jeho molekulova hmotnost je 18kDa a sklada se ze 162 aminokyselin,
V nativni formé je citlivy na faktory, diky nimz denaturuje: teplo a pH [11]. Slouzi jako

vynikajici zdroj biologicky aktivnich peptidi [7].
a-laktalbumin

Druhou pievladajici bilkovinou Vv syrovatce je a-laktalbumin. Vyskytuje se v mléce vsech
zivocCiSnych druhti a jedna se 0 globularni protein, ktery je tvofen v mlééné zlaze a jeho
molekulova hmotnost je 14 kDa [13,14]. Dohromady jej tvofi 123 aminokyselin. Vaze
vapnik a ma vysokou afinitu k jinym kovovym iontim. Navéazané Ca®* maji zasadni
vyznam pro zachovani struktury proteinu. a-laktalbumin se vyznacuje tim, Ze je ze
syrovatkovych bilkovin tepelné nejstalejsi, pokud vSak nemd ve svém okoli dostate¢né
mnozstvi Ca®*, stava se velmi nestabilnim [11]. Je pIné syntetizovan v mlé&né Zlaze, kde

pusobi jako koenzym pro biosyntézu laktosy [10].
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Imunoglobuliny

Imunoglobuliny nesou biologickou funkci protilatek a jsou ve velkém mnozstvi pfitomny
v mlezivu vSech kojicich druhti, aby mlad’atiim zajistily pasivni imunitu. V mlezivu tvoii
az 80 % z celkového mnozstvi bilkovin, ve zralém mléce jen 1 - 2 %. Jedna se o minoritni
vysokomolekularni globularni glykoproteiny, které jsou rozd€leny do raznych tiid na
zaklad¢ jejich fyzikalné-chemické struktury a biologické aktivity. Zakladni struktura v§ech
imunoglobulinii je slozena ze dvou fetézcii s mens$i molekulovou hmotnosti (kolem
23 kDa) a ze dvou fetézci s vétsi molekulovou hmotnosti (kolem 50 kDa), které jsou
spojeny disulfidovymi vazbami. Kompletni zakladni molekula ma tvar pismene Y a ma

molekulovou hmotnost 160 kDa [10].

Dalsi syrovatkové bilkoviny

Mezi vedlejsi proteiny, jez jsou pfitomny v syrovatce, patii proteoso-peptony, bovinni

sérovy albumin a laktoferin [10].

Bovinni sérovy albumin pfedstavuje ptiblizné 5 % syrovatkovych bilkovin. Neni
syntetizovan v mléce, ale piechdzi do mléka z krve. Obsahuje 582 aminokyselinovych
zbytkli a molekulovou hmotnost 66 kDa [15]. Molekula tohoto proteinu ma specificka
vazebna mista pro hydrofobni molekuly a jak v krvi, tak i v mléce funguje jako nosi¢

volnych mastnych kyselin [16].

Laktoferin spolu s laktoperoxidasou jsou nejmensi syrovatkové bilkoviny. Laktoferin je
glykoprotein charakterizovany molekulovou hmotnosti 80 kDa a je slozen z 692
aminokyselin. M4 schopnost vazat a pienaset Fe®" ionty. Je sou¢asti vrozeného imunitniho

systému a podili se na specifickych imunitnich reakcich [15].
Tuk

Tuk je v syrovatce pfitomny pouze v malém mnozstvi 0,10 - 0,80 %. V piipadé dokonalého

odstiedéni syrovatkové smetany je obsah tuku jesté mensi [6,7].
Mineralni latky a soli

V mléce je obsazeno okolo 20 mineralnich latek, které jsou z hlediska lidské vyzivy
povazovany za dilezit¢ (Na, K, Cl, Ca, Mg, P, Fe, Cu, Zn, Mn, Se, 1, Cr, Co, Mb, F, As,
Ni, Si, B). Prevazna cast téchto latek pti vyrobé¢ syru prechazi do syrovatky a ovliviiuje jeji

vlastnosti i nutri¢ni hodnotu [10]. Mineralni latky v syrovatce se vyskytuji ve formé
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organickych a anorganickych slou¢enin. Jedna se pievazné o soli kyseliny fosfore¢né,
mlécné, uhlicité, citrobnové, poptipade i chlorovodikové a sirové. Nejvétsi podil tvoti soli
draselné a véapenaté [7]. Bud’ se nachazi ve formé roztokt, Vv koloidni formé nebo vazany
na jednotlivé slozky mléka. Do mléka jsou prenaseny z krve [12]. Jak v mléce, tak

1 v syrovatce jSOU nejvice zastoupeny draslik, vapnik, chlor, fosfor a sodik [17].

Obsah minerdlnich latek v mléce neni konstantni, ale je ovlivnény fadou faktord, jako je

stupen laktace, zdravotni stav zvifete a environmentalni a genetické faktory [17].
Vitaminy

V mléce jsou obsazeny prakticky veskeré vitaminy, jelikoZ je to jediny zdroj pro sajici
mlad’ata. Vyznamny vliv na mnozstvi vitamini ma ro¢ni doba, stadium laktace a vyziva
dojnic [12]. Z mléka do syrovatky piechazi pievazny podil vitamini rozpustnych ve vodé
a jen malé mnozstvi vitamint rozpustnych v tucich. To je zpisobeno tim, ze v syrovatce je
pfitomno jen velice malé nebo z4dné mnozstvi tuku. Syrovatka je tedy vyznamnym
zdrojem vitamina skupiny B ale také malého mnozstvi vitaminu C [7]. Riboflavin udava

syrovatce jeji typickou zlutozelenou barvu [12].
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2 MEMBRANOVE SEPARACNI PROCESY V MLEKARENSTVI

Membranovym separa¢nim procesem se rozumi metody, pii nichz se vyuzivaji k rozdéleni
smési dvou ¢i vice slozek selektivni polopropustné membrany. Membrana je tenka vrstva,
anebo folie, ktera propousti z nastiku jen urcité latky neboli permedt a jiné zadrzuje, ty se

nazyvaji retentat [18]. Jak retentat, tak i permeat jsou produktem.
Existuje n€kolik mechanismil separace pomoci membran, které se mohou i kombinovat.
e Na zéklad¢ riiznych velikosti ¢astic.

o Na zédkladé rizné afinity smési k materialu, z n¢hoz je vyrobend membrana a rtizné

rychlosti difize membréanou.

e Na zaklad¢ elektrochemickych interakci mezi slozkami smési a materidlem

membran [19].

Membranové procesy se dale déli. Vyuzivaji se procesy tlakové, elektromembranové,
separace plynt a par, pervaporace a dal$i [19]. Nasledujici text se zabyva pouze tlakovymi

membranovymi procesy, které se vyuzivaji v mlékarenském pramyslu [20].

V mlékarenském primyslu jsou membranové procesy vyuzivany jiz od roku 1960. Pfi
modernim zpracovani mléka a mléénych vyrobki hraji membrany vyraznou roli pfi ¢iSténi
mléka, zvySeni koncentrace nékterych slozek, jakoz i oddéleni specifickych slozek z mléka
nebo jeho vedlejSich produktd. V roce 2013 potravinaisky pramysl predstavoval 20 - 30 %
z celkového obratu membran po celém svéte a kazdy rok toto mnozstvi roste. Ptiblizné 2/3
plochy membrén instalovanych v mlékarenskych provozech se vyuzivaji ke zpracovani

vedlejsich produktii a zbyla 1/3 pro zpracovani mléka [20].

Pouziti membranovych filtraci ma fadu vyhod. Nemusi se pouZivat zahfivani na vyssi
teploty, tudiZ se minimalizuje nepfiznivy vliv teploty na slozky mléka a zamezi se zménam
senzorickych vlastnosti. Membrany zachyti jak velkou ¢ast mikroorganismu, tak
i chemické latky (herbicidy, pesticidy, barviva) a sediment, ktery by mohl nepfiznivé
ovliviiovat produkt. Selektivita membran je velmi vysoka a jeji naroky na provoz 1 ¢iSténi
jsou velmi nizké. Navic jsou tyto metody jednoduché na provedeni. K ziskani
pozadovaného efektu je vSak Casto zapotiebi pouzit kombinaci membran, spiSe nez

jednoduché membrany [20].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 18

2.1 Tlakové membranové procesy

Mezi tlakové membranové procesy se fadi separa¢ni metody, jez vyuzivaji polopropustné
membrany jako separatniho elementu a hnaci sily je docileno tlakovym rozdilem. Tyto
procesy separace maji oproti tepelnym ¢i chemickych metoddm zpracovani mnoho vyhod.
Neovlivituji chutové vlastnosti produktu, neni¢i dulezité slozky, jako jsou naptiklad

vitaminy, nevznikaji pfi nich dalsi odpadni latky a nejsou energeticky naro¢né [19].

Mezi tlakové membranové procesy patii Ctyfi typy separacnich technik a to mikrofiltrace
(MF), ultrafiltrace (UF), nanofiltrace (NF) a reverzni osmdza (RO). Jednotlivé techniky se
od sebe lisi ve velikosti pouzivanych tlakovych rozdild, ve vlastnostech membran
a V transportnim mechanismu, ktery pievazuje. Vhodny typ techniky se pak vybira podle
separovanych ¢astic nebo molekul. Vybér je také zavisly na chemickych vlastnostech

rozpoustédla [21].

Tlakovy rozdil, ktery je vyuZivany jako hnaci sila nad a pod membranou zpisobuje, Ze
molekuly rozpoustédla, resp. nizkomolekularni latky, membranou projdou a vétsi molekuly
a Castice se na membrané zachyti. V posloupnosti od MF k UF, NF az k RO, velikost
separovanych castic klesa, tudiz velikost pori se zmenSuje, a je zapotiebi stale vysSsiho
tlaku aby se ptekonal odpor membran proti transportu. I ptes tyto rozdily neexistuje piima

hranice mezi jednotlivymi typy tlakovych membranovych procesi [19].

Celkovée se vSak nyni poZadavky na tlak snizuji a to diky aplikaci membran z vhodnéjSich
materidli. Membrany musi mit velkou separacni ucinnost, odpovidajici propustnost,
stabilitu vi¢i samovolné hydrolyze, odolnost proti Cisticim prostfedklim, mechanickou

pevnost a snadnou Cistitelnost [7].

DEAD-END CROSS-FLOW
nastrik
R22X;
______________ nastiik —>» > retentat
permeat permeat

Obrazek 2: Schématické znazornéni usporadani dead-end a cross-flow

filtrace.
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V praxi se objevuji dva zpisoby filtraci, které se déli z hlediska procesniho uspotadani:

a) Dead-end= Nastiikovy proud natékd kolmo na membranu a castice, které se
zachyti, tvoii na povrchu membrany vrstvu neboli kolaé. Cim je vrstva na

membrang vétsi, tim se snizuje pratok permeatu.

b) Cross-flow= Nastiik protéka podél povrchu membrany velkou rychlosti. Castice
roztoku se na povrchu membrany zachycuji jen v malém mnozstvi a filtracni kola¢

vznika jen z Casti anebo vibec [21].

Membranové procesy se ¢im dal tim vice pozivaji v oblasti mlékarenskych technologii.
Snizuji finanéni naklady jak na technologii tipravy mléka a vyrobu mléénych vyrobka, tak
i na transport a umoziuji vyrobu novych produktt [22]. Zastupuji i vice tradi¢ni procesy
pouzivané pii zpracovani mléka. Naptiklad misto odstfed'ovani a baktofugace se muze
aplikovat mikrofiltrace, k zahusténi se nemusi vyuzivat pouze odpafovani, ale také reversni

0smosa, ktera je méné naro¢na na energii [20].

2.1.1 Mikrofiltrace

Mikrofiltrace je metoda, ktera se nejvice podoba klasické filtraci. Mikrofiltraéni membrany
maji velikost port v rozmezi 0,05 - 10,00 pm a vyrabi se z organickych (polymery)
I z anorganickych latek (keramika, kov, sklo) [21]. Tato separacni technika se vyuziva pro
dé€leni suspenzi a disperzi. Problém u této metody je V zanaSeni membran, které se alespon
¢astecné teSi vhodnym vybérem materidlu membrany, u kterého musi byt zvolena vhodna

velikost port a bere se ohled i na absorpci materialu [19].

Pouziti v mlékarenském primyslu nachazi v redukci bakterialnich spor a mikroorganismii,

pti frakcionaci mléénych bilkovin a odstrannovani mlééného tuku z mléka.
Redukce mnoZzstvi bakterii

Mikrofiltrace ptfedstavuje alternativu k tepelnému oSetfeni mléka. Tepelnym oSetfenim
mléka pfi teplote 85 - 129°C v kombinaci s nizkym casem (teplota 120°C po dobu
maximalng 2 s) se ziska ESL (Extended Shelf Life) mléko, které ma snizeny pocet bakterii
a spor a jeho trvanlivost je prodlouzena az na 21 dni pfi teploté 8°C. Stejného Gcinku lze
dosahnout mikrofiltraci pfes membranu s velikosti port 1,40 pum. Na rozdil od tradi¢niho
tepelného oSetfeni mléka, pfi kterém se mikroorganismy usmrcuji a chemické sloZeni

mléka je pozménéno, mikrofiltrace odstrafiuje bakterie, spory, odumielé bunky a necistoty



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 20

z mléka fyzicky, zachytem na membrané bez nezadoucich zmén chemického slozeni jako
je denaturace sérovych bilkovin ¢i zména forem vapniku. Pro lep$i G€¢innost se pouziva

kombinace s mirnym zahievem [20,26].

Kromé¢ mléka se mikrofiltrace za tucCelem snizeni poctu mikroorganisma aplikuje

i U syrovatky a u roztoku NaCl, ktery se pouziva k soleni syra [20,26].
Frakcionace mléénych proteint

Mlécné bilkoviny jsou vyuzivany jako vysoce hodnotné piisady do potravin a 1éCiv.
Mikrofiltraci se da ziskat mléko bohaté na kasein (retentat) a syrovatkové bilkoviny, bez
obsahu kaseinovych micel a tuku (permeat). K frakcionaci mléénych proteint se pouziva
velikost membran 0,20 um a neni zapotiebi pouziti vysokych teplot ¢i chemickych latek.

MIéko se zvySenym obsahem kaseinovych bilkovin je vhodné k vyrob¢ syrt [20,26].
Odstranéni mlécného tuku

Tradi¢né se mlécny tuk v podobé smetany, oddéluje z mléka energeticky ndro¢nou separaci
Vv odstfedivce, ve které se vyuziva odstfedivé sily. Mikrofiltraci 1ze smetanu odseparovat
S pouzitim mensi energie a bez poSkozeni membran tukovych kulicek. K této separaci se

poziva membran s velikosti 2,00 um [20,26].

2.1.2 Ultrafiltrace

Ultrafiltrace slouzi pro zachyt makromolekularnich a koloidnich latek z roztoku. Je to
urcity prechod mezi mikrofiltraci a nanofiltraci. Velikost porit membran pouzivanych pti
této separa¢ni metodé je od 10,00 nm do 0,05 um. Jedna se o Cisté porézni membrany,
jejichz reakce je dand pomérem velikosti a tvaru zachycovanych molekul a velikosti pora.

Transport molekul je pfimo tmérny velikosti pasobiciho tlaku [19].

Jelikoz ma ultrafiltratni membradna mensi pory a mensi porovitost nez mikrofiltraéni,
dochazi na ni k vy$§imu hydrodynamickému odporu. Aktivni vrstva se obvykle pohybuje
V tloust’ce mensi nez 1,00 um. Komeréné vyrabéné ultrafiltratni membrany se vyrabi
z polymernich materiald: polysulfony, polyvinylfluoridy, polyakrylonitril, acetaty celulosy,
polyimidy a polyamidy. Z anorganickych materialt se vyuziva: Al,O3 a ZrO, [21].

Vyuziva se pro velké mnozstvi aplikaci, kdy je zapotiebi oddélit z roztokti koloidni

a makromolekularni latky, popt. i mikroorganismy a jiné ptipadné necistoty [21].
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Separace syrovatkovych proteini a laktosy

Izolace proteinli ze syrovatky se provadi nejcastéji pomoci membranové ultrafiltrace. Jak
jiz bylo uvedeno vyse, syrovatkové bilkoviny jsou velmi kvalitni, a proto se jedna o velice
Casté zpracovani syrovatky [24]. Syrovatkové proteinové koncentraty se komercné déli

podle obsahu bilkovin a funkénich vlastnosti [25]:

e Syrovatkovy proteinovy koncentrat (WPC - Whey Protein Concentrate) obsahuje
34 - 80 % bilkovin.

e Syrovatkovy proteinovy izolat (WPI - Whey Protein Isolate) je tvofen az z 99 %
bilkovinami a obsah laktosy je pouze 0,5 % [20,22].

Proteinovy retentat se nazyva syrovatkovy proteinovy koncentrat a filtrat je znamy jako
syrovatkovy permeat. V zéavislosti na sloZeni a vyuziti koncentratu mize byt pozadovano

jeho odsoleni, které se provadi nanofiltraci, ionoménicové nebo elektrodialyzou [24].

Ze syrovatkového permedtu se dale ziskava laktosa. Princip spociva v zahusténi syrovatky
nebo permeatu, pomoci reversni osmosy, odpafovanim ¢i kombinaci téchto dvou zptisobti,
na 50% hmotnosti laktosy a nasledné fizené krystalizaci chlazenim po dostate¢né dlouhou
dobu aby doslo k nukleaci a odpovidajicimu ristu krystalt laktosy. Ty se poté izoluji od
matecniho louhu a nasledné se susi pfi teplot¢ 120 - 180°C Takto vyrobena laktosa je
povazovéna za potravindiskou surovinu méla by byt alespoit 99%. Laktosa pro
farmaceutické vyuziti vyzaduje dalsi kroky c¢iSténi, aby se odstranily stopy bilkovin,

riboflavinu, fosfote¢nanti a kyseliny mlécné [24].

Vyuziti laktosy v potravinaistvi ale 1 farmacii je velké. Pouziva se jako dopln€k v détské
vyzivé V cukrarenské vyrobé, do pekarenskych a masnych vyrobkd. Ve farmaceutickém
primyslu se laktosa pouZiva jako pomocnd latka pro vétSinu tablet, protoZe je inertni,
neSkodnd, nehydroskopicka a je k dispozici ve vysoké Cistot¢ a méa dobré vazebné

vlastnosti [24].
Odstranovani laktosy

Ultrafiltrace je jednim ze zpisobl vyroby mléka Lactose Free [26]. Na membrané se jako
retentat zachycuji jak kaseinové, tak syrovatkové bilkoviny a v permeétu je odseparovana

laktosa a ¢ast mineralnich latek a vitamint. Laktosa se poté nahrazuje jinym cukrem [27].
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Pouziva se také pro zakoncentrovani stejné jako nanofiltrace a reverzni osmosa, tento

proces bude zminény a vysvétleny az v podkapitole: Reverzni osmosa.

2.1.3 Nanofiltrace

Nanofiltrace primarn¢ slouzi k oddélovani organické nizkomolekularni latky a vicevalentni
soli od jednovalentnich a od molekul rozpoustédla. Pfi tomto procesu je nutno piekonat

osmoticky tlak a k tomu se aplikuji tlaky v rozmezi 100 - 400 MPa [19].

Pii nanofiltraci se vyuziva co nejmensi tloustky aktivni vrstvy a to pod 1 um a velikosti
pért mensich nez 2 nm. Nejvhodnéjsi k separaci vodnych systémt jsou hydrofilni
polymery, které maji nizkou propustnost pro separovanou slozku. Separa¢ni vlastnosti
nanofiltracnich membran jsou vyrazn¢ ovlivnény nabojem membrany a také pH prostiedi,

které, v piipadé ionizujicich organickych latek, ovliviiuje délici schopnost membrany [21].

Nanofiltratni membrany jsou nepropustné pro nékteré soli a vysoce ucinné ke zpomaleni
organickych slou¢enin s molekulovou hmotnosti v rozmezi od 0,30 do 1,00 kDa. Diky této
vlastnosti se pouzivaji k zmékcovani vody pii upravé pitné vody. Membrany jsou rovnéz
vysoce propustné pro monovalentni soli, jako jsou NaCl a KCl, a pro nizkomolekularni
slouceniny, ¢ehoz se vyuziva pii odsolovani a koncentrovani syrovatky jako alternativa

Kk odpafovani a elektrodialyse [21].
Demineralizace

Demineralizace neboli odstranovani mineralnich latek ze syrovétky se pouziva naptiklad
k vyrob¢ syrovatky, jez se pridava do kojenecké nebo specialni vyzivy [26]. Nanofiltraci se
odstrani maximalné 36 % mineralnich latek a jsou odstranovany ptfevazné jednomocné

ionty. Tato metoda se kombinuje s elektrodialyzou a klasickou iontovou vymeénou [27].

K elektrodialyse se pouziva zafizenim, jez se sklada z fady iontovée selektivnich membran
uspofadanych v nosné konstrukci v parech se stfidavou propustnosti. Tim vznikaji dva

prostory, v jednom dochazi k zted’ovani soli a v druhém k jejich koncentraci [7].

Vyhodou pouZiti nanofiltrace je soucasné zahusStovani syrovatky a minimalni ztraty na

laktose a bilkovinach [27].
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2.1.4 Reverzni osmosa

Membranova separace, jez je schopnd oddélit molekuly s nizkou molekularni hmotnosti
1 jednovalentni ionty z vodnych roztokii se nazyva reverzni osmoza. V posledni dob¢ se

naroky na aplikovany tlak snizily z 600 - 1000 MPa na 0,6 - 20 MPa [19,23].

Odlisnosti od obycejné osmosy je v pusobeni tlakd. Jak u osmosy, tak u reverzni osmosy
prechazi rozpoustédlo vhodnou polopropustnou membranou, kterd oddéluje dva prostory.
V jednom prostoru se nachazi pouze rozpoustédlo a v druhém roztok nizkomolekulérni
latky. Rozpusténa latka ma vlivem rozdilu chemickych potencialt tendenci proniknout do
rozpoustédla, cemuZz je membranou, kterd je propustna pouze pro rozpoustédlo, zamezeno.
U osmosy tim v prostoru s roztokem ptibyva rozpoustédla az do vyrovnani osmotického
tlaku rozpoustédla a hydrostatickym tlakem sloupce roztoku. Pfi reverzni osmose je vSak
osmoticky tlak ptekonan vnéjsim tlakem a tim prechazi rozpoustédlo z roztoku do prostoru

s Cistym rozpoustédlem. Nizkomolekularni latka je membranou zachycovana [21].

Jako materidl pro reverzné- osmotické membrany se nejvic vyuziva esterii celulosy,
predevSim diacetatu a triacetatu celulosy. Jsou vhodné diky jejich velké propustnosti pro
vodu a malé permeability pro stl. Nevyhodou vsSak je jejich mala chemicka, bakterialni
a tepelnd odolnost. PouZivaji se také aromatické polyamidy, které taky dobie zachycuji stl,

ale jejich propustnost je nizsi [21].
Koncentrovani

Zpusoby pro zakoncentrovani tedy zahuSténi syrovatky byly vyvinuty s cilem snizit
naklady na jeji dopravu a skladovani a ziskat mikrobiologicky stabiln&j$i produkt.
Nejcastéjsim zplisobem pro zahusténi je reverzni osmosa, je dobfe prizplisobena pro malé
vyrobni jednotky. Jedna se o jednoduchy proces, pii kterém membrana, pouzivana
u reversni osmosy, propousti pouze vodu a tim se nepropusténé latky zakoncentrovavaji.

Muze se pouzivat zahuStovani i pomoci NF a UF [24].

Syrovatka se zahustuje na 18 az 38 % suSiny pro ucel transportu, na 40 az 60 %
k pridavani do krmiv pro zvitata a syrovatka se susinou 70 az 75 % se vyuziva jako liz pro
zvifata. Koncentrovani se provadi jako pfedstupenn pied suSenim, protoze syrovatka
obsahuje velké mnozstvi vody, které by se pouhym suSenim odstrafiovalo Spatné, a tento

proces by byl velmi finan¢né naroény [24].
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Cisténi vody

Reversni osmosa se da také vyuzit pro cCiSténi vody, coz je velice dualezitd cast
mlékarenského pramyslu [26]. Mlékarensky primysl ma vysokou spotiebu vody a vytvaii
velké mnozstvi vody odpadni: 0,20 az 10 I na 1 1 zpracovaného mléka. Voda je vyuzivana
Kk procestim zahiivani, chlazeni a udrzovani potiebné turovné &istoty. Cisténi vody, ktera
byla pouzita k technologickym procesim i té, ktera byla ziskana z produktti suSenim,
zahustovanim a dal§imi procesy, umoziuje jeji opétovné pouziti. To snizuje naklady na
vodu a chrani tim zivotni prostiedi. Z mlékaren nesmi byt vypousténa nevycisténa odpadni
voda, jelikoz vypusténi nckterych latek (pf.: syrovatka — vysokd hodnoty biochemické
spotieby kysliku BSK— thyn ryb) a chemikalii by mohlo zpiisobit thyn organismt ve

vodnim Fecisti a znehodnotit ptidu v okoli fek [36].
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3 MOZNOSTI VYUZITi SYROVATKY V BIOTECHNOLOGIICH

Existuje nckolik zplsobt jak dale vyuzit syrovatku nebo ji zlikvidovat jako odpadni
surovinu. Mohou byt rozdéleny do tii hlavnich kategorii, které se vSak mohou navzajem

prolinat.

1) Ptimé vyuziti nebo likvidace - Syrovatka je pouzivana po Zadné nebo minimalni

upraveé. Zde mizeme zahrnout vyuziti syrovatky jako krmiva pro zvifata, pfimé
pouziti celé nebo proteinii zbavené syrovatky jako slozky potravin a napoji nebo
jeji Cisténi na vodu.

2) Stabilizace - Syrovatka je zpracovana fyzikalnimi a/nebo chemickymi postupy,
které ji ucini podstatné stabiln€jsi k mikrobidlni degradaci. Zde se fadi odstranéni
bilkovin ultrafiltraci nebo tepelnou denaturaci, zkoncentrovani reverzni osmézou
a/nebo odparenim, krystalizace laktosy a suseni. Takto upravena syrovatka nebo jeji
¢asti jsou dale vyuzivany v potravinaiském, farmaceutickém ¢i chemické primyslu.

Nékteré mohou byt také dale vyuzity k pteméné.

3) Pieména - Laktosa obsazena v syrovatce je zpracovana pomoci biotechnologii. To
znamend, ze je ¢innosti mikroorganisml nebo chemickych latek pfeménovana na
jiné latky. K tomuto vyuziti se mize pouzivat celd, deproteinisovand, zahusténa,
popiipadé i suSena syrovatka [3].

Ptiblizné 50 % z celkové produkce syrovatky se zpracuje do riznych potravinarskych
vyrobkd, z toho asi 45 % se vyuziva piimo v kapalné form¢, 30 % v susené formé, 15 %
tvofi laktosa a vedlej$i produkty vzniklé pii jejim odstranéni, zbytek produkce tvofi

syrovatkovy bilkovinny koncentrat [2].

Vzhledem ktomu, ze hlavni slozkou syrovatky je laktosa, ve které jsou pftitomny
I rozpustné vitaminy, mineraly a proteiny, je syrovatka vybornym médiem pro rast
mikroorganismi. Proto je hojn€ vyuZivana v biotechnologickych procesech. Tyto procesy
se fadi do tfeti kategorie moznosti dal$iho vyuziti syrovatky, tedy do pfemény. Laktosa
a dalsi latky jsou v prubéhu zminénych procest St€peny a preménovany na dalsi produkty.
Jedna se prevazné o primyslovou vyrobu nékterych kyselin, alkoholi nebo biomasy

[2,38,39].
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Biotechnologie se daji charakterizovat jako vSechny technologie, které vyuzivaji Zivé
organismy nebo jejich soucasti k vyrobé nebo modifikaci produktii, k cilené modifikaci

rostlin, Zivo¢ichd a mikroorganismu pro specificka pouziti [28].

Jak lze vidét na obrazku (Obrazek 3), syrovatka se mize vyuzit jako vychozi substrat pro
velké mnozstvi produktt. Pouzitim kvasinek rodu Kluyveromyces nebo Candida vznika
kvasnicova biomasa, ze které je mozno hydrolyzou vzniklych kvasinek ziskat kvasnicovy
autolysat a PB-galaktosidasu. Bakterie mlé¢ného kvaSeni pfeméni laktosu v syrovatce na
kyselinu mlé¢nou, ktery ma Sirokou skalu pouziti a jeji fermentaci pomoci Saccharomyces
cerevisiae vznika pekaiské drozdi. Kyselina mlé¢na slouzi jako substrat i pro bakterie
druhu Propionibacterium, které produkuji kyselinu propionovou. Kvasinky druhu
Kluyveromyces marxianus fermentuji laktosu na etanol, z néhoz pak plisobenim bakterii
rodu Acetobacter vznika kyselina octova. Metan se vyrabi fermentaci syrovatky kombinaci

anaerobnich mikroorganismu [3].

Kvasnicovy autolysat

Kluyveromyces nebo Candida sp. T (autolysa)
» Kvasnicova biomasa

B-galaktosidasa

(hydrolysa) 7
Saccharomyces
BMK cerevisiae
> K. mlééna » Pekaiské drozdi
Syrovatka —» NH;
. , Syrovatkové
L5 Laktat amonny

napoje

Kluyveromyces

marxianus Acetobacter sp.

v

» Etanol

Kyselina octova

Propionbacterium sp.

v

Kyselina propionova

Kombinace anaerobnich bakterii

v

Metan

Obrazek 3: Schéma moznosti vyuziti syrovatky v biotechnologiich.
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Syrovatka, ptfevazné laktosa vni, se pfeméinuje anaerobni oxidaci uskute¢novanou
chemoorganotrofnimi mikroorganismy, které takto ziskavaji energii. Tento zpusob
rozkladu se nazyva fermentace neboli kvaseni. Podle produktd, které timto Stépenim
organického substratu vznikaji, rozliSujeme nékolik druhti kvaseni: etanolové, mlécné,

octové a dalsi [29].
Vyhody fermentacnich procest:
- Probihaji za mirnych podminek (teplota, pH).
- Spottebovavaji malo energie.
- Je potieba relativné nizkych investi¢nich a provoznich nakladu [30].

Fermenta¢ni pochody jsou uz dlouhou dobu pouzivany pro vyrobu kvaSenych néapoji
a potravin, nyni tvoii fadu velmi dilezitych odvétvi potravinaiského prumyslu. Naptiklad
pro vyrobu piva, vina, destilatd, jogurtdl, nékterych pekarenskych vyrobki, mlééné kvasené
zeleniny, ale také pro vyboru octa a pekarenského drozdi. Pouziti vSak nalezne i v dalSich

odvétvich, jako naptiklad pti vyrobé chemickych latek.
V soucasné dob¢ existuji dvé moznosti fermentace syrovatky a to:

1) Ptfeména laktosy obsazené v syrovatce na jednodussi cukry, které poté mohou byt

vybranymi mikroorganismy vhodné metabolisovany.

2) K fermentaci pouzit mikroorganismy, které jsou schopny metabolisovat piimo

laktosu ze syrovatky, bez pfedchézejici pfemény na jednodussi cukry [24].

3.1 Produkce kvasnicové biomasy

K vyrobé kvasnicové biomasy se pouziva zpravidla syrovatka zbavena proteind, jelikoz
pouzité mikroorganismy je nejsou schopny metabolisovat. Vyuziva se tedy syrovatkovy
permeat v némz jsou pestovany kvasinky, prevazné: Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces

fragilis, Torulopsis bovina a Candida sp. [3].

Kvasinky se vétSinou péstuji kontinualnim procesem, pii kterém se udrzuje pH 3,50
a teplota 38°C. Vyssi teplota a nizké pH je zvoleno z divodu niz§iho rizika kontaminace.
Vytézek susené biomasy je 50 % hmotnosti obsahu syrovatky obsazené v pivodnim
substratu. Biomasa se oddé€luje odstfedénim, poté se provede jeji hydrolysa zahfatim na

85°C a nakonec se susi. Ziskana biomasa obsahuje 48 az 52 % bilkovin [3].
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Kvasnicova biomasa neboli také krmné drozdi se pouzivéa jako potravinovy dopln¢k do
krmiv v mnozstvi 5 - 10 %. V tomto ptipadé by vsak obsah bilkovin mél byt nizsi nez 45%.
Nutricni vlastnosti kvasnic jsou spojeny s obsahem aminokyselin, sterolti, mastnych
kyselin a vitamin. Funk¢ni vlastnosti jako je uchovavani velké vazebné energie, dobra
vaznost vody a zahuStujici vlastnosti zajiStuji moznost pouziti v potravindiském

I farmaceutickém pramyslu [3,30].

3.1.1 Kvasnicovy autolysat

Autolyza znamena poskozeni a rozlozeni bun¢k jejich vlastnimi enzymy z lysozymu.
Autolyza kvasinek umoznuje extrakci enzymi (viz. Produkce B-galaktosidasy) a jsou pfi ni

uvolnovany do okoli proteiny, aminokyseliny a dalsi ¢asti bunky [24].

3.1.2 Produkce B-galaktosidasy

Enzym [-galaktosidasa se ziskava enzymatickou hydrolysou kvasinek (Kluyveromyces
fragilis a Kluyveromyces lactis) nebo plisni (Aspergillus niger). Coz znamena, Ze se mize
vyrabét z kvasnicové biomasy daného druhu kvasinek. Vyrobeny enzym se poté vyuziva

k hydrolyse laktosy [24].

3.2 MiIlé¢né kvaSeni syrovatky

Z celkového mnozstvi kyseliny mlécné, ktery je kazdy rok na svété vyrobend se piiblizné

90 % vyrabi fermentaci bakteriemi mléného kvaseni a zbytek se vyrabi synteticky.

Kyselina mlécnd a jeji derivaty jsou Siroce pouZivany v potravinaiském, farmaceutickém
textilnim, kozedéIlném primyslu a dalSich chemickych aplikacich ptevazné jako okyselujici
a konzervacni latky. Potravinafsky primysl piedstavuje piiblizn€ 85 % poptavky po
kyselin¢ mlécné, zbylych 15 % je vyuzivano v nepotravinaiském pramyslu [31]. Kyselina
mlécna se rovnéZz miize pouzit pro vyrobu kyseliny polymlécné, coz je biodegradabilni

polyester [2].

3.2.1 Bakterie mlééného kvaSeni
Vétsina bakterii mlééného kvaseni jsou fakultativné anaerobni, Gram-pozitivni, kataldza-
negativni, nepohyblivé a netvoii spory. Jsou schopny metabolisovat laktosu pfi¢emz jejich

Klicovou vlastnosti je produkce kyseliny mlééné jako hlavniho nebo jediného produktu.
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Jsou vysoce tolerantni ke kyselému prostfedi a pifi fermentaci vytvareji pro svij druh
typické produkty. Hlavnimi rody téchto bakterii jsou Lactobacillus, Lactococcus,

Leuconostoc, Pediococcus a Streptococcus [2].

3.2.2 Mlécné kvaseni
Bakterie mlé¢ného kvaseni délime podle jejich metabolismu na:

e Obligatn¢ homofermentativni, které fermentuji hexosy primarné na Kkyselinu

mlé¢nou (Lactococcus, Pediococcus, Streptococcus a nékteré druhy Lactobacillus).

e Obligatn¢ heterofermentativni, které fermentuji hexosy na smés kyseliny mlé¢né,
octové a mravenéi, etanolu a oxidu uhli¢itého, a pentosy fermentuji na kyselinu

mlécnou a octovou (nékteré druhy Lactobacillus a Leuconostoc).

e Fakultativné heterofermentativni , které pii optimélnich podminkach fermentuji
hexosy homofermentativné na kyselinu mlé¢nou, a pentosy na kyselinu mlécnou

a octovou [2].

Glukosa
Homofermentativni l Heterofermentativni
Glukosa-6-P Glukosa-6-P
Fruktosa-6-P 6-fosfoglukonat
Fruktosa-1,6-2P Ribulosa-5-P
Glvceraldehvd-3-P <= Dihvdroxvaceton-P Glvceraldehvd-3-P Acetvl-P
o [
2 Pyruvat Pyruvat Acetaldehyd
2 Kyselina mlééna Kyselina mlééna Etanol

Obrazek 4: Obecné schéma homofermentativni a heterofementativni fermentace glukosy.
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Jedna se o anaerobni kvasny pochod, pii némz bakterie zjednoduchych sacharidi
(v ptipad¢ syrovatky z laktosy) vyrabéji kyselinu mlécnou a dalsi vyuzitelné produkty jako
je etanol a oxid uhliéity [2].

Do syrovatky se ptidavaji bud’ pfimo bunky piislusné kultury, nebo imobilizované buiiky.

3.2.3 Produkce kyseliny mlé¢né za pomoci bunéénych systému

Pro vyrobu kyseliny mlécné ze syrovatky je nejvhodnéjsi naoCkovani bakterii Lactobacillus
helveticus, ktera vytvaii téméf dvojnasobné mnozstvi kyseliny mlééné nez ostatni bakterie
mlééného kvaseni. Jedna se o homofermentativni bakterii, ktera produkuje racemickou
(DL-) smés kyseliny mlééné [2]. Dalsim dulezitym divodem pro pouzivani této bakterie je
jeji velka tolerance k nizkému pH a vysoké koncentraci kyseliny mlééné [32]. Optimalni
podminky rustl jsou pii teploté 42°C a pH 5,80. Produktivita tohoto systému se pohybuje
okolo 3,97 g.h™! na 1 nezieddné syrovatky. Je viak samoziejmé mozné pouZit k zao&kovani
jakékoliv jiné bakterie mlécného kvaseni i jejich kombinace, aby se dosahlo pozadovaného

slozeni produktu [2].

3.2.4 Produkce kyseliny mlé¢né za pouZziti imobilizovanych bunék

Imobilizace v biotechnologii znamena pouziti bun€k, organel, enzymt popiipadé jinych
proteinli, které jsou fyzikadlné nebo chemicky zafixované na pevném povrchu nebo
zadrzeny membranou za ucelem zvySeni jejich stability a umoznéni jejich opakovaného
a/nebo kontinualniho pouzivani [2].

Vyuziti imobilizovanych bunc¢k, mé& nékolik vyhod: umoznuje vyS$i hustotu bunck
v bioreaktoru, zlepsuje stabilitu produktu, umozinuje opétovné pouziti a nepietrzity provoz
a vylucuje potiebu oddélit bunky ze substratu produkti po zpracovani [2].

Pro imobilizaci bun¢k bakterii mlé€ného kvaSeni se vétSinou pouzivd kovalentni vazba
a jako nosi¢ muZze slouzit dfevni Stépka, cihelné Castice, porézni sklo nebo vajecné

skotapky. Imobilizuji se nejcasteji bakterie rodu Lactobacillus a Lactococcus [2].

3.2.5 Produkce syrovatkovych napoju

Syrovatkové néapoje se ziskavaji fermentaci rlznych druht bakterii mlééného kvaSeni.

Pouzivaji se heterofermentativni druhy, jelikoz je Zaddouci tvorba etanolu a oxidu uhli¢itého
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aby se dosahlo typickych senzorickych vlastnosti. Dalsi moznosti je piidani kvasinek

produkujicich etanol k bakteriim mlécného kvaseni (viz. nize) [3].

3.3 Produkce pekarského drozdi

Jednim z principti vyroby pekaiského drozdi je pomoci kvasinek druhu Saccharomyces
cerevisiae. Cilem je ziskat produkt, ktery by vyhovoval pozadavkiim pekarenské vyroby,

coz jsou: vysoka mohutnost kynuti v tésté, mikrobialni Cistota a trvanlivost.

Bakterie mlécného kvaseni nejdiive metabolisuji laktosu na kyselinu mlécnou, ktera
podporuje mnozeni kvasinek druhu Saccharomyces cerevisiae. Je vhodné nepouzivat
homofermentativni bakterie mlééného kvaseni, jez produkuji velké mnozstvi kyseliny
mlécné, ktera by mohla zpusobit inhibici kvasinek. Proto se pro kvaSeni syrovatky pouziva
Streptococcus thermophilus, ktery kromé kyseliny mlééné §tépi laktosu na glukosu
a galaktosu. Pro zvyseni mnozstvi jednoduchych cukrti v substratu, nebo pii pouziti jinych

bakterii mlééného kvasena se do substratu ptida hydrolysovana syrovatka.

Pekaiské drozdi se ziskava za aerobnich podminek, rust kvasinek je optimalni pii pH 5 - 6
a pii 25 - 35°C, pricemz vytéznost kone¢ného produktu se pohybuje okolo 31 % biomasy
na utilisovany cukr. Mnozstvi vytvofené biomasy je zavislé na mnoha faktorech. Je

dulezité dodrzovat optimalni kultivaéni podminky [6,24].

3.4 Etanolové kvasSeni syrovatky

Prumyslova vyroba etanolu se uskuteciiuje v lihovarech. V jinych statech (USA, Novy
Z¢land) existuje jiz n€kolik lihovard, které vyrabi etanol ze syrovatky a kde se zpracovava
az 50% celkového objemu syrovatky. NejvyuzivanéjSim mikroorganismem pro pfeménu
laktosy na etanol jsou kvasinky Kluyveromyces fragilis, Kluyveromyces marxianus
a Candida pseudotropicalis. Jsou schopné utilisovat az 95 % laktosy z nezahusténé
syrovatky su¢innosti 80 - 85 % piedpokladané ucinnosti 0,538 kg etanolu na kg

spotiebované laktosy [24, 40].

CeH120¢ — 2 CH3;CH>,0OH + 2 CO, + 2 ATP

Obrdzek 5: Sumarni rovnice vzniku etanolu z hexosy po EMP draze
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Z ckonomického hlediska je produkce etanolu z nezahu$téné syrovatky neproveditelné,
jelikoz 1ze dosdhnout pouze 2 % obsahu etanolu a nasledny proces destilace by byl velice
finan¢n€ narocny. Proto se pouziva zahusténa deproteinisovana syrovatky, aby se dosahlo
vétSiho zakoncentrovani laktosy a tim vétsi vytéznosti etanolu. Musi se vSak brat v potaz
1 to, ze rust mikroorganismu je ovlivnény nejen piitomnosti substratu ale také mnozstvim
metabolitu v okoli a to hlavné vytvareného etanolu, glycerolt, esterdi, vysSich alkohold,
organickych kyselin a dalSich. Optimalni koncentrace laktosy v substratu se udava 150 g

laktosy na 1 syrovatky. Toto mnozstvi cukru mize vyprodukovat 8 % (v/v) etanolu [24].
K alkoholovému kvaseni se pouzivaji také jiné kvasinky rodu Saccharomyces nebo Torula

Jak jiz bylo zminéno, etanol tvoii i bakterie mlééného kvaseni. Jednd se vSak o jiny
metabolicky proces nez u kvasinek a mnozstvi vzniklého etanolu je mensi, tudiz nejsou

vhodné k prumyslové vyrobé etanolu [6].

Etanolové kvaseni se vyuziva pii vyrob& alkoholickych napoji, vznikly etanol jako
biopalivo do spalovacich motorti. Ma vlastnosti rozpoustédla, pouziva se k extrakci nebo
k ¢isténi. V kosmetickém primyslu je jednou ze slozek deodoranti. Muze byt také dale

zpracovavan na jiné produkty, jako je napiiklad kyselina octova [33, 40].

3.5 Octové kvaSeni

Kyselina octova vnika aerobnim kvasenim alkoholu (etanolu vzniklého pii alkoholovém

kvaseni) pomoci bakterii rodu Acetobacter. Jedna se o princip vyroby octa [3].

CH3;CH,0H + O, — CH3;COOH + H,0

Obrazek 6: Sumdarni rovnice vzniku kyseliny octové z etanolu

Kyselina octova je také dulezitym chemickym produktem s Sirokym spektrem pouZiti.
Pouzivd se kprodukci vinylacetitu, ktery slouzi jako monomer pro vyrobu
polyvinylacetatu. Dale slouzi jako rozpoustédlo pii piiprave ¢istych chemickych sloucenin

[37].

3.6 Propionové kvaseni

Propionové kvaseni probiha pomoci propionovych bakterii Propionibacterium

a Clostridium propionicum. VétSinou navazuje az na mlééné kvaseni a jako substrat
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vyuziva kyselinu mlé¢nou, kterou az poté¢ zpracovava na kyselinu propionovou, octovou
a oxid uhlicity.

Hlavnim produktem propionovym kvasenim syrovatky je karboxylovd propionova
kyselina, ktera se pouziva az ze 70 % jako konzervacni latka do potravin a krmiv, ale
vyuziti ma také pro dalsi chemickou upravu pii vyrobé celulosovych plastii, parfémil,

herbicidu a 1é¢iv [34].

3.7 Produkce metanu

Praktickd aplikace anaerobniho rozkladu na metan se provadi ve fermentacnich
vzduchotésnych nadrzich, v nichz mikroorganismy rozkladaji syrovatku, a vznikly metan je

zadrzovan v reaktoru [3].

Tento proces vyuzivd cCinnosti né€kolika skupin anaerobnich poptipadé i1 fakultativné
anaerobnich bakterii. Hydrolytické bakterie syrovatku nejprve rozlozi na kratké retézce
tékavych mastnych kyselin, oxid uhli¢ity a vodik. Mastné kyseliny, jez jsou vySsi nez
kyselina octova, jsou pak degradovany acetogenickymi bakteriemi na kyselinu octovou,

oxid uhli¢ity a vodik, tedy latky slouzici jako hlavni substrat pro metanogenni bakterie [3].

Mnoho bakterii, které se podili na tomto procesu, roste jen pomalu, ¢imz se prodluzuje
doba rozkladu. Je vhodné pouZivat zahuSténou syrovatku, aby se sniZily naroky na velikost
vyhnivacich nadrzi. VétSina fermentorii se provozuje pti teploté 35°C a jsou vytapény
teplou vodou ohfivanou v jinych ¢astech provozu. N&kdy je bézny také termofilni reZim,

kde se fermentor zahtiva az na teplotu 55°C [3].

Obvykly vytézek plyni je 35 - 58 m*z1lm? syrovatky zahu$téné na obsah suSiny
70 - 80 %. Ptri¢emz mnozstvi metanu z celkového mnozstvi vyprodukovaného plynu je
60 - 62 % [3].

Metan se d& vyuzit v energetickém primyslu, jako pohonna latka a samoziejmeé ma vyuziti

I v chemickém pramyslu [3,35].
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PRAKTICKA CAST
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4 CILPRACE

Cilem ptedkladané bakalaiské prace bylo sledovani vybranych faktorti ovliviujicich
hydrolytické procesy laktosy v modelovych vzorcich syrovatky. Samotna prace je

rozdélena do dvou souvisejicich ¢asti, ¢ast teoretickou a ¢ast praktickou.
Cilem teoretické casti bylo:
e charakterizovat vlastnosti a slozeni syrovatky,

e popsat vyznam a principy tlakovych membranovych separaci a moznosti jejich

aplikace v mlékarenském prumyslu,

e vypsat biotechnologické procesy, Vkterych mulze byt syrovatka pouzita jako

substrat, a produkty, které se mohou témito procesy vyrabét.
Cilem praktické ¢asti bylo:

e samotné¢ sledovani vybranych hydrolytickych procest laktosy ve vzorcich

syrovatky,
e 7zjisténi mnozstvi glukosy a galaktosy, které vznikly pii St€peni laktosy,

e vyhodnoceni faktord, jez mohly ovliviiovat pribéh Stépeni a formulovat zavery.
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5 METODIKA PRACE

5.1 Pouzité pomiicky a chemikalie

Bé&Zné laboratorni sklo

Filtra¢ni papir KA 4; Papirna Pernstejn Keseg & Rathouzsky

Stiikackové filtry 0,22 pm; Cronus

Ultra ¢ista voda pro HPLC - pfecisténa systémem Aqua MaxTM Ultra 370 Series; Young
Lin

- galaktosidasa; Sigma - Aldrich

Carrez | - 30% ZnSO,; Penta

Carrez Il - 15% K,[Fe(CN)g]; Penta

Acetonitril pro HPLC > 99,9 %; Sigma - Aldrich

Standardy glukdzy a galaktozy; Sigma - Aldrich

5.2 Popis experimentu

Pro modelovou vyrobu vzorki se pouzila susena syrovatka, kterd byla ve vodé rozmichana
na 15 % (w/w) suSiny. Obnovena syrovatka byla rozdé€lena na 5 ¢asti, z nichz kazda byla
upravena na jinou hodnotu pH (6,50; 6,75; 7,00; 7,25; 7,50). Kazda ¢ast s danym pH se
rozdelila do 6 odmérnych banék a vzdy do 2 se napipetoval stejny objem enzymu
B-galaktosidasy (takovy objem aby se dosahlo koncentrace 3; 5; 7 g-1™"). Takto pfipravené 2
sady vzorku po 15 odmérnych barikach se nechaly inkubovat v termostatu pti pozadované
teploté (30; 35; 40°C). Jedna sada se odebirala pro nasledujici hodnoceni po 6 a druha po
24 hodinéch inkubace pfti pfislusné teploté. Do vyjmutych vzorkl byly pfidany Carrezova
ginidla pro zastaveni &innosti enzymu, a nasledné byli zfiltrovany. Cast filtratu byla

odebrana do vialek.

Vyse uvedeny postup se provadél 3 krat. Dohromady bylo zhotoveno 90 typt vzorki
(5 trovni pH x 3 koncentrace enzymu X 3 teploty inkubace % 2 doby inkubace). Hodnoceni
vzorku (zjistovani koncentrace monosacharidu — glukosy a galaktosy) se provadélo pomoci

vysokoucinné kapalinové chromatografie. Ziskané chromatogramy byly vyhodnoceny.
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5.3 Pouzité metody

5.3.1 Priprava roztoki syrovatky o poZadovaném pH

SuSena syrovatka byla rozpusténa ve vod¢ o teploté pifiblizn¢ 30°C na koncentraci 15 %
(w/w). Tato koncentrace byla zvolena, protoze pocitame s pokracovanim vyzkumu na
zahusténé Syrovatce, ktera bude odebirdna od vyrobce disponujiciho reversni osmosou
(zahustovani na 15 — 18 % w/w). Promichand disperze rozpusténé syrovatky byla
rozdélena na 5 ¢asti a u kazdé bylo upraveno pH pomoci pH-metru Spear (Eutech
Instruments) na pozadovanou hodnotu: 6,50; 6,75; 7,00; 7,25; 7,50. Jelikoz namé&fené
neupravené pH syrovatky bylo 6,24, byla pro dosazeni pozadovanych hodnot pH pouzita

zasada ato 0,5 mol-17 roztok NaOH.

Kazda smés o daném pH se rozpipetovala po 25ml do sesti 50ml odmérnych banék.

5.3.2 Davkovani enzymu a inkubace vzorku

Do piipravenych odmérnych banék byl piidan enzym [-galaktosidasa. Byly pipetovany tii
riizné objemy enzymu, aby se doséhlo pozadovanych koncentraci enzymu a to: 3; 5; 7 g-1™.
Stejné mnozstvi enzymu bylo pfidano vzdy do dvou odmérnych ban€k se vzorkem
o stejném pH. Timto krokem byly pfipraveny 2 sady vzorkil po 15 odmérnych barkach,

v kazdé byl vzorek s jinou kombinaci pH a koncentraci enzymu.

Takto ptipravenych 30 odmérnych banc¢k Se zazatkovalo, lehce promisilo a vlozilo do
termostatu, ktery byl nastaveny na pfislusnou teplotu. Jedna sada vzorkl se nechala

inkubovat po dobu 6 hodin a druha po dobu 24 hodin.

5.3.3 Zastaveni piisobeni enzymu a filtrace

Po vytahnuti vzorka z termostatu bylo nutné zastavit pusobeni enzymu, aby dale nestépil

laktosu a nezkresloval tak vysledky. K tomuto tcelu bylo zvoleno cefeni.

Vzorky byly vyéeteny podle Carreze piidanim Sml ZnSO4 a 5 ml K4[Fe(CN)g]. Pouzitim

Carrezovych ¢inidel se ukoncila ¢innost enzymu a vysrazely se ptitomné bilkoviny.
Carrezova ¢inidla se pouZzivaji k Cifeni (k odstranéni bilkovin). K ukonceni piisobeni -
galaktosidasy byla zvolena, protoze enzym ma bilkovinnou strukturu. Cinidla jsou dvé

a pouzivaji se dohromady. Jako prvni se aplikuje Carrez | 30 % (w/w) ZnSQ,, ktery se
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alespon minutu promichava se vzorkem, poté se ptida Carrez II 15 % (w/w) K4[Fe(CN)g].
Smés se promiché a nechéd se par minut pusobit. Citiciho u¢inku je dosahnuto vytvoienim

srazeniny hexokyanozeleznatanu zine¢natého [41].

K4[F€(CN)6] +2 7ZnS0,4 — 2 K,SO,4 + an[FE(CN)e]

Obrazek 1: Rovnice vzniku srazeniny hexokyanozeleznatanu zinecnatého

Poté byly odmérné baniky doplnény destilovanou vodou po rysku, jejich obsah se promichal

a nechal se filtrovat pres filtracni papir.

Ziskany filtrat byl pomoci stiikacky nadavkovan vzdy do dvou vialek. Na sttikacku byl pti

davkovani ptidan stiikackovy filtr, aby se zajistila ¢istota kone¢ného vzorku.

Tabulka 2: Vyroba vzorkii pri jedné dané teplote

pH 6,50 pH 6,75 pH 7,00 pH 7,25 pH 7,50

c3 6 hod. c3 6 hod. c3 6 hod. c3 6 hod. c3 6 hod.

[21"] | 24 hod. | [g1%] | 24 hod. | [¢1%] | 24 hod. | [¢1Y] | 24 hod. | [¢17] | 24 hod.

c5 6 hod. c5 6 hod. c5 6 hod. c5 6 hod. c5 6 hod.

[21"] | 24 hod. | [g1%] | 24 hod. | [¢1%] | 24 hod. | [¢1Y] | 24 hod. | [¢17] | 24 hod.

c7 6 hod. c7 6 hod. c7 6 hod. c7 6 hod. c7 6 hod.

[21"] | 24 hod. | [g1%] | 24 hod. | [¢1%] | 24 hod. | [¢1Y] | 24 hod. | [¢17] | 24 hod.

5.3.4 Vyhodnocovani vzorki

Vyhodnoceni vzorkli bylo provadéno pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie.

Byl pouzit kapalinovy chromatograf Shimadzu LC - 20AD Prominence:

- pumpa

- pétikanalovy degaser DGU - 20Asr

- autosampler SIL - 20ACyt

- diferencialni refraktometricky detektor RID-20A (vSe Shimadzu - Kyoto, Japonsko)
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Kolona: Agilent Zorbax NH,: 4,6 x 250 mm x 5 um (Agilent Technologies - Santa Clara,
USA)

Predkolonovy in-line filtr: 0,2 um (Optimize Technologies - Oregon City, USA)
Podminky separace:

Jednalo se o izokratickou eluci. Jako mobilni faze byla pouzita smés: acetonitril-voda
(70:30) a pritok mobilni faze byl nastaven na 1,40 ml.min™. Nastiik vzorku byl o objemu
20 ul a celkova analyza trvala 12 minut. Kazdy ze vzorkt se proméfoval 2x. Po celou dobu

vyhodnocovani vzorku se teplota kolony a detektoru udrzovala na 25 °C.
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6 VYSLEDKY A DISKUSE

Vystupem z chromatografu byly chromatogramy se dvéma piky. Prvni odpovidal glukose
a druhy galaktose. Pomoci programu LabSolution (Shimadzu) byly odecteny plochy piku
v jednotkach pV.min™. Koncentrace monosacharidi v jednotkach g.I"! byly poté vypocteny
Z kalibra¢nich ptimek standardti (Obrazek 8, Obrazek 9), které byly vyhotoveny pfedem, za
stejnych podminek separace jako vzorky. Vysledky koncentraci byly zprimérovany

a vyhodnocovany.
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Obrazek 8: Kalibracni primka- glukosa
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Obrazek 9: Kalibracni primka- galaktosa

Vysledky koncentraci monosacharidii glukosy a galaktosy, které¢ vzniky Stépenim laktosy
ze syrovatky byly porovnavany v zavislosti na faktorech, které na vzorky pii Sté€peni

pusobily: pH prostiedi a koncentrace pfitomného enzymu, teplota pii inkubaci a jeji doba.

6.1 Zavislost koncentrace monosacharidi na pH prostiedi a na
koncentraci enzymu ve vzorku

V nasledujicich grafech (Obrazek 10 - 15) jsou vyjadieny zavislosti koncentrace vzniklych

monosacharidii na pH prostiedi a na pouzité koncentraci enzymu. Piedpokladalo se, ze

optimalni rychlost hydrolysy laktosy bude pii pH 7,00 a bylo potieba zjistit, jaké mnozstvi

enzymu bude vhodné aplikovat do syrovatky, aby se v daném Case rozstépila laktosa.

Grafy jsou rozdé€leny podle teploty a délky inkubace.
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Obrdazek 10: Zavislost koncentrace monosacharidii (GLU — glukosy a GAL — galaktosy) na
hodnoté pH a pouzité koncentraci enzymu (3 - 7 g/l) pri teploté 30°C po dobu 6
hodin

Na vzorcich inkubovanych pii teploté 30°C po dobu 6 hodin Ize pozorovat, Ze v téch, jez

obsahuji veétsi mnozstvi enzymu, je vétsi koncentrace monosacharidi.
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Obrazek 11: Zavislost koncentrace monosacharidii (GLU — glukosy a GAL — galaktosy) na

hodnoté pH a pouzité koncentraci enzymu (3 - 7 g/l) pri teploté 30°C po dobu 24
hodin

U vzorkil inkubovanych pfti teplot€¢ 30°C po dobu 24 hodin se koncentrace sacharidii

u vzorka s riznymi koncentracemi enzymu vyrovnaly a rozdily jiz nejsou vyrazné.
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Obrazek 12: Zavislost koncentrace monosacharidi (GLU — glukosy a GAL — galaktosy) na
hodnoté pH a pouzité koncentraci enzymu (3 - 7 g/l) pri teploté 35°C po dobu 6
hodin

U vzorkd inkubovanych pii 35°C po dobu 6 hodin jde vidét, ze vzorky s vyssi pouzitou

koncentraci enzymu, maji vétsi koncentraci monosacharidi nez vzorky s nizsi koncentraci.
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Obrazek 13: Zavislost koncentrace monosacharidi (GLU — glukosy a GAL — galaktosy) na

hodnoté pH a pouzité koncentraci enzymu (3 - 7 g/l) pri teploté 35°C po dobu 24
hodin

Po 24 hodinach pii teploté 35°C se koncentrace uvolnénych monosacharidt vyrovnala.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

44

50,0
45,0
40,0 ¥

350 ¥

j=11]

= 300 1

2

£250

3 200 + -

€150 M 2 Z -7
10,0 ? ? 1
5.0 11 Z Z IE
0,0 + Z Z .

pH650  pH675  pH7,00  pH725  pH7,50

Obrdazek 14: Zavislost koncentrace monosacharidi (GLU — glukosy a GAL — galaktosy) na

hodnoté pH a pouzité koncentraci enzymu (3 - 7 g/l) pri teploté 40°C po dobu 6

hodin

U grafu vzorkii inkubovanych po dobu 6 hodin pii 40°C je vidét rozdilna koncentrace

jednoduchych cukr u vzorkti obsahujicich jiné mnozstvi enzymu. S mnozstvim enzymu

roste mnozstvi monosacharidu.
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Obrazek 15: Zavislost koncentrace monosacharidii (GLU — glukosy a GAL — galaktosy) na

hodnoté pH a pouzité koncentraci enzymu (3 - 7 g/l) pri teploté 40°C po dobu 24

hodin



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 45

Vzorky inkubované pii 40°C po dobu 24 hodin, obsahuji pfiblizné stejné koncentrace

glukosy a galaktosy, bez zavislosti na pouzitém mnozstvi enzymu.

Piedpoklad, ze pti pH 7,00 se laktosa bude $tépit optimalné, nebyl potvrzeny, protoze mezi
mnozstvim vzniklych cukrt, které¢ vznikly Stépenim laktosy pfi stejné koncentraci enzymd,
za stejné teploty, za stejnou dobu, ale pfi jiném pH prostiedi, neni zfetelné viditelny
pravidelny rozdil. V informac¢nim listu o vyrobku, bylo uvedeno, ze optimalni pH pro
pusobeni enzymu je vrozmezi pH 6,80 - 7,40 [42]. Jako vysledek tohoto vyzkumu je
rozsiteni intervalu uvedeného v literatute. Bylo zjisténo, ze Stépeni laktosy pomoci enzymu

[-galaktosidasy neni zavislé na pH, pokud se jedna o pH v rozmezi 6,50 - 7,50.

Dale bylo timto hodnocenim zji§téno, ze mnozstvi aplikovaného enzymu ovliviiuje rychlost
hydrolysy. S vyssi koncentraci enzym, roste rychlost $tépeni laktosy. Pokud vSak proces
probiha delsi dobu, tak tento faktor ztraci na dilezitosti. Za urcitou dobu se totiz
koncentrace vzniklych monosacharidi vyrovnaji, at’ je pouzita jakakoli koncentrace
enzymu. Mnozstvi enzymu, jez je pii hydrolyse pouzito, ovliviiuje z velké ¢asti cenu
celého procesu. Proto je vhodné pouZzivat ho co nejmensi mnoZstvi, které je umérné realné

aplikovatelné inkubacni dob¢.

6.2 Zavislost koncentrace monosacharidii na dobé ptusobeni enzymu a

na teploté inkubace

Na grafech (Obrazek 16 a 17) jsou vyobrazeny vysledky koncentraci jednotlivych
monosacharidd v zavislosti na dob&é plsobeni enzymu a koncentraci enzymu ve vzorku.
Grafy jsou rozdéleny podle vyhodnocovaného monosacharidu a podle teploty, pii které se
vzorky inkubovaly. Faktor pasobeni pH prostiedi byl z dalsiho vyhodnocovani a grafii
vytazen, jelikoz Vv predchozi kapitole se neukazal vyrazny vliv zmény hodnot pH

(v rozmezi 6,50 — 7,50) na koncentraci monosacharidi.

V tomto vyzkumu byly zvolené nizsi teploty: 30; 35; 40°C, aby se zjistilo, jak bude
probihat hydrolysa laktosy pfi téchto teplotach.
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Obrdazek 16: Zavislost koncentrace glukosy na dobé inkubace pri pH 7,00
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Obrazek 17: Zavislost koncentrace galaktosy na dobé inkubace pvi pH 7,00

Predpoklad byl, Ze koncentrace vzniklych monosacharidi se v rozmezi 6 a 24 hodin ménit
nebude. Uvaha vychézela z toho, Ze jak u vzorki které se inkubovali po dobu 24 hodin, tak
u vzorki které se inkubovali pouze 6 hodin, nebylo méfenim zaznamenano zadné mnozstvi

laktosy.

Koncentrace vzniklé glukosy se pfi vSech inkubacnich teplotach s delSim ¢asem meénila

0 velmi malé mnozstvi a vétSinou jen u vzorki a niz§i pouzitou koncentraci enzymu.
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Oproti tomu mnozstvi galaktosy se pii vSech teplotach s del§im ¢asem zvySovalo vyraznéji.

Vétsi nartst koncentrace galaktosy byl u vzorku s nizsi pouzitou koncentraci enzymd.

Hydrolysa laktosy probihala nejrychleji pii teploté 40°C. V informac¢nim listé enzymu [43],
byla uvedena optimalni teplota 50 - 55°C. Vysledek vyzkumu je informace, ze i pfi nizsi
teploté nez je optimalni, je Stépeni laktosy relativné rychlé (vypliva z pomérné malych
rozdili mezi zjistovanymi koncentracemi monosacharidi po 6 a 24 hodinach inkubace).
Pouzitim niz$i teploty se snizi energetické naroky na hydrolytické Sté€peni laktosy, ale

zaroven se prodlouzi doba procesu.

Metoda pouzita pfi tomto vyzkumu bude vyzadovat dals$i optimalizaci, aby se dosédhlo
presnéjsich vysledkd. Optimalizace by bylo vhodné provést jak u pripravy vzorku,
srazeciho kroku, tak i pfi vyb&ru hodnocenych faktort. Tyto upravy by mély piispét
k lepSimu vyhodnoceni optimalni kombinace teploty, ¢asu a mnozstvi pouzitého enzymu,

ktera by se poté dala aplikovat do provozu.
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ZAVER

Cilem této bakalafské prace bylo sledovani vybranych hydrolytickych procest laktosy
v modelovych vzorcich syrovatky. Sledovanim téchto faktortt mély byt ziskany poznatky
o tom, pii jakych optimdlnich podminkéch by méla byt provadéna hydrolyza syrovatky

pomoci enzymu [-galaktosidasy.

Prvnim faktorem, ktery se hodnotil, bylo pH prostiedi. Bylo pouzito pét hodnot pH: 6,50;
6,75; 7,00; 7,25; 7,50 a vyhodnocovana jeho zavislost na mnozstvi vyprodukovanych
monosacharidii na dany c¢as. Pfi vSech hodnotach pH prostiedi byl vSak vytézek stejny,

proto se da fict, ze aktivita enzymu je stejna v rozmezi pH 6,50 - 7,50.

Druhym vyhodnocovanym faktorem byla pouzita koncentrace enzymu. Vyhodnocovaly se
t¥ koncentrace: 3; 5; 7 g.I". Ze ziskanych vysledku bylo potvrzeno, Ze s vy3§i koncentraci
enzymu stoupa rychlost hydrolysy. Pii zvolenych hodnotach mnozstvi enzymu nebyl

casovy rozdil dosdhnuti kone¢né koncentrace produkti pfilis velky.

Teplota inkubace byla tfetim faktorem, jenz byl v této praci zkouman. Pii vyzkumu se
aplikovaly teploty: 30; 35; 40°C. Vysledky ukazaly, Zze optimalni teplotou ze zkouseného
intervalu je 40°C. Pti této teploté hydrolysa probihala nejrychleji.

Poslednim faktorem byla doba inkubace. VSechny vzorky se vyhodnocovali po 6
a nasledné po 24 hodinach, poté byly tyto vysledky navzajem porovnavany. Bylo zjiSténo,
ze jiz po 6 hodinach byla zna¢nd c¢ast laktosy v syrovatce rozstépena a pievedena na
jednoduché cukry i pifi pouziti nejmensi koncentrace enzymu. Po 24 hodinach byly
koncentrace monosacharidii (u vzorkd se stejnou pouzitou teplotou, stejnym pH prostiedi
aruznym mnozstvim pouzitého enzymu) vyrovnané. Z toho bylo vyvozeno, Ze po 24
hodinach byla hydrolysa laktosy ukoncena. Vysledkem vyhodnocovani tohoto faktoru je
informace, Ze pii pH prostfedi 6,50 — 7,50, koncentraci enzymu 3; 5; 7 g.I™ a teplotach 30;

35 a 40°C je lepsi provadét hydrolysu laktosy po dobu 24 hodin nez pouze 6 hodin.

Aby se vysledky daly vyuzit v praxi, bude potieba jesté provést dalsi vyzkumy. Pro
pokracovani v praci by bylo vhodné vyzkouset kombinace mensiho mnozstvi enzymu
s delsim ¢asem. Prospésné by také bylo vyhodnocovat vzorky po vice intervalech nez jen
po 6 a 24 hodinédch, aby se mohla urcit optimalni kombinace teploty, ¢asu a mnoZstvi
pouzit¢tho enzymu. Pouzitelnd kombinace téchto tfi faktorth musi byt efektivni

a ekonomicky pftijatelna pro aplikovani do provozu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

MF Mikrofiltrace

UF Ultrafiltrace

NF Nanofiltrace

RO Reverzni osmosa

ESL Extended shlef life

WPC Whey protein concentrate

WPI Whey protein isolate

BSK Biologicka spotieba kysliku

EMP Embden-Meyerhof-Parnasova draha

HPLC Vysokouc¢innd kapalinova chromatografie
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