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ABSTRAKT

Tato diplomovéa prace je zamétfena na oblast v problematice vyuziti kvasinek Kluyveromy-
ces marxianus pi1 fermentaci syrovatky, presnéji na stanoveni ubytku laktozy pti fermenta-
ci syrovatky pomoci dvou kmenti kvasinek K/uyveromyces marxianus. Priabéh fermentace
byl sledovéan v syrovatce o dvou koncentracich (3 a 5 g-100 g) pii tiech inkubacnich tep-
lotach (20, 28 a 35 °C). Ubytek laktozy byl analyzovan v péti Gasovych intervalech (0, 24,
48, 72 a 96 hodin) pomoci metody vysokoucinné kapalinové chromatografie
s refraktometrickou detekci (HPLC-RI). Z vysledkt je patrné, ze doba fermentace a kon-
centrace syrovatky maji podstatny vliv na pribéh fermentace a kone¢né¢ mnozstvi laktozy
ve vzorku. Déle se také ukazalo, ze teplota 28 °C je optimdalni pro rist kvasinek a zaroven i
pro maximalni Ubytek laktézy v syrovatce. Kromé alkoholové fermentace byla také sledo-
vana enzymatickd hydrolyza laktézy pomoci B-galaktosidazy. Enzym byl do syrovatky
aplikovan ve dvou koncentracich (1 a 2 g-1"") a prib&h hydrolyzy byl sledovan po dobu 6
produktt, tj. glukozy a galaktézy. Dvojnasobna koncentrace enzymu byla ucinnéjsi,

uplného Sté€peni laktdzy bylo dosazeno jiz po 5 hodinach hydrolyzy.

Klicova slova: syrovatka, alkoholova fermentace, Kluyveromyces marxianus, laktéza, en-

zymaticka hydrolyza.



ABSTRACT

This thesis is focused on the using of Kluyveromyces marxianus during fermentation of
whey. Specifically, this thesis is focused on determining of the lactose decrease during
fermentation of whey using two strains of yeast Kluyveromyces marxianus. The process of
fermentation was monitored in whey at two concentrations (3 and 5 g-100 g™') and at three
incubation temperatures (20, 28 and 35 °C). The decrease of lactose was measured at de-
fined time intervals (0, 24, 48, 72 a 96 h) by HPLC with refractometric detection
(HPLC-RI).

The results showed that the fermentation time and concentration of whey have a considera-
ble influence on the fermentation process and the final amount of lactose in the sample.
Furthermore, also the temperature of 28 °C appeared to be optimal for the optimal growth
of yeast and thus optimal for maximum decrease of lactose in whey. In addition to alcohol
fermentation, enzymatic hydrolysis of lactose by PB-galactosidase was also observed. The
enzyme was applied to the whey in two concentrations (1 and 2 g-I'"") and the process of
hydrolysis was monitored for 6 hours. Enzymatic hydrolysis of lactose has led to a decrease
in lactose and an increase in hydrolytic products, 1.e. glucose and galactose. Double con-
centration of the enzyme was more effective, complete lactose cleavage was achieved after

5 hours of hydrolysis.

Keywords: whey, alcoholic fermentation, microorganism, Kluyveromyces marxianus,

lactose. enzymatic hydrolysis.
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UvVOD

Tato diplomova prace je zaméfena na vyuziti kvasinek Kluyveromyces marxianus pfti fer-
mentaci syrovatky. Toto téma je velmi dulezité, protoze syrovatka nachazi uplatnéni prak-
ticky ve vSech odvétvich potravinarského primyslu a stala se nedilnou soucasti lidské vy-
zivy. Tato prace je orientovana na kvasinky Kluyveromyces marxianus, coz je mlécna kva-
sinka s aktivnimi probiotickymi vlastnostmi.

V dnes$ni dobé nabyva syrovatka, vznikajici pfi vyrob¢ syrt, rychle na popularité. Nebylo
tomu tak vzdy. V minulosti byla syrovatka brana jako méné cenny produkt srazeni mléka a
to diky svému vyuZiti, které bylo pfedevs§im ke zkrmovani zvitat. Syrovatka byla vyuZzivana
i k jinym uéelim nez ke zkrmovani zvifaty (vyroba polysacharidt, kyselin ¢i produkce bi-
omasy). Také ziskala vyuZiti pfi zdravotnickych procesech, a to jiz ve 4. st. n. 1. Od nedav-
na si nasla syrovatka své uplatnéni i v nasi spolecnosti a da se fici, Ze se stala slozkou lid-
ské stravy. Dnes diky podkladiim, které se syrovatkou zabyvaji, vime, Ze syrovatka, brana
jako vedlejsi produkt pti mlékarenské vyrobé, ma velice pozitivni ucinky na lidské zdravi
diky latkdm minerdlnim a vitaminim, laktéze a kvalitnim bilkovindm. Vyzivové hodnoty
stavi syrovatku na predni mista v potravinarském priamyslu. Syrovatka lidskému télu pro-
spiva nejen vniting, ale 1 vné&jSim pouzitim. Pfi vnitinim pouZiti pomaha vyloucit toxické
latky z metabolizmu, podporuje ¢innost ledvin, upravuje metabolizmus, zlepSuje latkovou
vyménu a u¢inné napomaha snizovani hladiny cholesterolu.

Nyni vyznam syrovatky vyrazné vzrostl, coZ ma spojitost s vyuzivanim nemalych objemu
syrovatky vzhledem k mnoZstvi vyroby syri a s ochranou zivotniho prostfedi, zejména
zatézi odpadnich vod. Stale se hledaji dalsi zplisoby vyuziti a technologie zpracovani syro-
vatky.

V teoretické Casti diplomové prace je pozornost vénovana syrovatce, fermentaci syrovatky
(laktézy) a jejimu biotechnologickému vyuziti, struéné charakteristice kvasinek, a to pte-
devs§im Kluyveromyces marxianus.

Cilem praktické casti této diplomové prace je laboratorni kvantitativni stanoveni ubytku
laktozy pii fermentaci pomoci kvasinek Kluyveromyces marxianus v syrovatce. Spolehli-
vou metodou pro stanoveni laktdzy je metoda kapalinové chromatografie (HPLC) za pouZi-

ti refraktometrické detekce, kterd byla pouzita v této diplomové praci.
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I. TEORETICKA CAST
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1 SYROVATKA

Dle vyhlasky €. 397/2016 ve znéni pozd¢jSich predpisii, kterou se stanovi pozadavky pro
mléko a mlécné vyrobky, mrazené krémy, jedlé tuky a oleje, je syrovatka mlécny vyrobek
vznikajici jako vedlejsi produkt pfi vyrob¢ syrt, veetné tvarohi a potravinaiskych kaseind.
Syrovatkou miize byt i mlécna slozka uvoliiovana po fermentaci pfi vyrob¢ jinych mléc-

nych vyrobki, zejména u jogurtii ¢i mléénych dezerti [1].

Syrovatku podle vyslednych produktti mizeme dé€lit na kyselou a sladkou. SloZeni syrovat-
ky je ovlivnéno strukturou nativniho mléka, ptfidavkem vody a mirou fermentace laktozy
[2]. Nelze opomenout odlisnost ve sloZeni syrovatky vyplyvajici z aktivity srazeciho Cini-
dla a pridanych kultur béhem pocatecnich krokt vyroby syri [3]. Jestlize bude vyrobeno
1 kg syru, vznikne pfiblizné 10 kg syrovatky [2, 3].

Jedna se o velmi obtizn¢ udrznou kapalinu, coz je dano vysokym obsahem mikroorganiz-
mu a zfedénych zivin [4]. Syrovatka se pro své biologické rysy vyuziva k vyrobé produktd,
které maji dilezitou ulohu pfi naSem stravovani [5]. Syrovatka ma pozitivni u¢inky na lid-
ské zdravi. Mezi pozitivni G¢inky fadime regulaci hmotnosti, vysokého tlaku, zlepSeni
imunity, svalové interakce a vstfebavani zivin. Kromé toho napoméha spravné Cinnosti
ledvin a metabolizmu, a také podporuje sniZovani cholesterolu v krvi [2]. Bylo zjiSténo, Ze
syrovatka obsahuje zna¢né¢ mnozstvi drahocennych a kvalitnich slozek, slouZzicich jak pro
vyzivu lidi, tak 1 pro krmivarské tcely [5, 6]. Nyni dochazi k technologickému rlstu zpra-

covani syrovatky, coz se ukazalo jako pokrok v této oblasti potravinatstvi [7].

1.1 Ziskavani syrovatky

Syrovatka je produktem pii vyrobé& syrt, tvaroht a kaseinu. B€hem vyroby syrt, u které
dochdzi ke srdZeni bilkovin za pomoci enzymatického syfidla, jde o syrovatku sladkou
(sladké srazeni). Podle ptivodu lze délit syfidla na Zivoc€isna, mikrobidlni a rostlinnd. Pti
vyrobé tvarohtl a kaseinu vznika syrovatka kysela (kyselé srazeni). Kysela syrovatka vznika
pusobenim kyseliny mlécné, produkované bakteriemi mlécného kvaSeni z laktozy. Pti sra-
zeni kaseinovych bilkovin za pomoci mineralnich kyselin u vyroby kaseinatii pak vznika
jako vedlejsi produkt kaseinova syrovatka [5]. Kyselé srazeni ma podstatu v nizké rozpust-
nosti kaseinu pfi dosazeni izoelektrického bodu (coz je pH 4,6 — 4,9). Kyselina odStépuje

fosforecnan vapenaty, ktery je vazany na kasein. Diky této reakci dochazi k vzniku gelu.
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Srazeni je velmi citlivé na teplotu. Pfi vyssi teploté reakce probiha rychleji. Naopak k tvor-

bé gelu nedojde, pokud teplota klesne pod 6 °C [8].

Tabulka ¢. 1: Slozeni sladké a kyselé syrovatky [77,78]

Slozka (%) Syrovatka sladka Syrovatka kysela
Susina 5,0-7,0 5,0-7,0
Laktoza 4,5-5,2 1,5-4,5
Bilkoviny 0,55-1,0 0,55-1,0
Tuk 0,05-1,0 0,05-1,0
Popeloviny 0,3-0,7 0,3-0,8

1.2 Chemické sloZeni syrovatky

SloZeni sladké a kyselé syrovatky se v jednotlivych literdrnich zdrojich mirné 1i8i (viz. Ta-
bulka €. 1). SloZeni syrovatky je proménlivé vzhledem k obsahu slozek v mléce a postupu
vyrobniho procesu. Sladké syrovatka ma pH 5,9 — 6,6 a syrovatka kyseld ma pH 4,6 — 5,0
[2].

1.2.1 Bilkoviny

Bilkoviny jsou polymery aminokyselin sestavajici procesem proteosyntézy. Molekula pro-
teinu obsahuje vice jak 100 aminokyselin. Tyto aminokyseliny jsou spojeny peptidovou
vazbou [9]. Celkovy obsah bilkovin reprezentuji bilkoviny sérové (kolem 90 %) a kasein
(kolem 10 %). V syrovatce jsou sé€rové bilkoviny obsazeny takika v totoZzném mnoZstvi

jako v ptivodnim mléce [2].

Sérove lze také oznacit, jako syrovatkové bilkoviny mizeme definovat jako skupinu pro-

teind, které po vysraZeni kaseinu pfi pH 4,6 (izoelektricky bod kaseinu) a pfi teploté 20 °C
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setrvavaji rozpustné v mlééném séru popiipad€ v syrovatce. Mezi sérové bilkoviny fadime

B-laktoglobulin, a-laktalbumin, sérovy albumin, imunoglobulin, laktoferin [10].

B-laktoglobulin prezentuje piiblizné 50 % sérovych bilkovin a asi 10 % celkového proteinu
kravského mléka. Jde o charakteristicky globularni protein, ktery velmi snadno denaturuje.
a-laktalbumin pfedstavuje okolo 20 — 25 % sérovych bilkovin a pfiblizné 4 — 5 % celkové-
ho proteinu kravského mléka. Jedna se o metaloprotein, ktery pouta ve své molekule véape-
naty iont. Sérové albuminy se v mléce vyskytuji v hodnoté 0,24 — 0,60 g-1"". Tyto proteiny
se v mléce nachazi ve zvySeném mnozstvi pii zdnétlivych onemocnénich. Imunoglobuliny
jsou vysokomolekuldrni glykoproteiny nachazejici se v mléce v mnozstvi 3 %. Ve zvySe-
ném mnozstvi se nalézaji v mlezivu. Tyto proteiny jsou velmi dilezité pii pfenosu imunit-
niho systému z matky na mladé. Posledni ze zminénych proteint je laktoferin, ktery se va-
Ze na zelezité ionty a je soucasti antioxidacniho systému mléka a v neposledni fadé ma

bakteriostatickou funkci [44].

Obecngji lze fict, ze tyto bilkoviny mizeme délit na albuminy (B-laktoglobulin,
a-laktalbumin) a minoritni, avSak biologicky hodnotné globuliny. Globuliny se oznacuji
jako imunoglobuliny diky svému ochrannému charakteru. Mezi sérové bilkoviny fadime

také protedzo-peptonovou frakcei a transferin [2].

Dalsi bilkovinou syrovatky je kasein, jehoz podstatnd ¢ast ovSem zlstdva v syfening.
Kasein se vyskytuje ve 4 zakladnich frakcich a-, -, y-, k-. Jednotlivé frakce se od sebe lisi

svymi vlastnostmi a chemickou strukturou [11].

1.2.2 Mléény cukr

vvvvvv

je disacharid slozeny z D-glukézy a D-galaktézy. Zminéné monosacharidy jsou navzijem

spojeny B(1-4) glykosidickou vazbou [2].

Lakt6éza ma dobrou vyZivovou hodnotu, je zdrojem energie, kterd je rychle a lehce vyuzi-
telna. Sladivost laktézy je zna¢né niz$i neZ sladivost napt. glukozy ¢i sachardzy, avSak
energeticky obsah ma stejny jako ostatni cukry. Laktoza je citlivd na plisobeni enzymi (i
mikrobidlnich), hydrolyzuje se zpo¢atku na monosacharidy a déle az na organické kyseliny

(pfedevsim na kyselinu mlécnou) [13].
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Laktoza zaujima 70 — 80 % z celkového mnozstvi syrovatkové suSiny. Vyskytuje se ve
dvou izomernich forméch. Prvni formou je nehygroskopické a-laktéza a druhou je hygro-
skopicka B-laktéza. Pii vysokych teplotach (130 °C) zacina laktéza Zloutnout a pii teplo-
tach kolem 170 °C a vice vznika hnédy laktokaramel [6]. Rozpustnost a- i B-laktozy je
velmi rozdilna. B-laktdza je mnohem vice rozpustnd piilaboratorni teploté, zatimco a-
laktéza az nad 93,5 °C. U mutarotace, ktera probiha pti pokojové teplote, prevazuje varian-
ta a-laktozy, coz se projevuje celkovou nizkou rozpustnosti laktdzy pii laboratorni teploté a

znaéné vetsi rozpustnosti pii teplotach blizicich se 93 °C [14].

U jedincl s niz8im obsahem enzymu [-galaktosiddzy v travicim traktu se miiZze projevit
intolerance na mlécny cukr, zptisobujici predevsim zazivaci obtize [12]. Charakteristickymi
ptiznaky laktézové intolerance jsou bolesti bficha, plynatost, kieCe a zvraceni [13, 15].
Nesnasenlivost mléka se mlze projevit az v pribéhu zivota. Laktoza totiz neni rozstépena
a tak nedochézi k jeji resorpci. Lécba laktozové intolerance spociva ve vyfazeni mlécnych

vyrobkd, ¢i jen Cerstvého mléka ze stravy pacienta [45].

1.2.3 Dusikaté latky nebilkovinné povahy

Dusikaté latky nebilkovinné povahy reprezentuji 5 — 7 % veSkerého dusiku v mléce. Jedna
se zejména o puriny [2]. Jde o tak zanedbatelné mnozstvi, Ze nema zadny vliv na zisk
laktozy ze syrovatky. Déle mezi tyto latky fadime mocovinu, kyselinu mocovou, xantin,

adenin, amoniak, kreatin, a nékteré¢ aminokyseliny [16].

1.24 Tuk

Tuk se v syrovatce nachdzi v minimalnim mnozstvi. B€Zné se jedna ptiblizné€ o 1 %, mnoz-
stvi tuku muze stoupat s tu¢nosti mléka pted zpracovanim [17]. V piipad¢ dokonalého od-
sttedéni syrovatkové smetany se tuk nebude vyskytovat v syrovatce vibec [2]. V mlécném
tuku se vyskytuji vitaminy rozpustné v tucich (A, D, E, K), dale zahrnuje celou $kélu bio-

logicky aktivnich latek, jako napt. hormony a enzymy [13].

1.2.5 Kyseliny

V syrovatce se nejcastéji vyskytuji tyto organické kyseliny: citronova, mravenci, propiono-
va, octova a mlécnd. MnoZstvi a rozmanitost téchto kyselin zavisi na druhu syrovatky a

také na ¢innosti a mnozstvi mikroflory v mléce. Vyssi obsah kyselin najdeme v syrovatce
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kyselé z vyroby tvarohi. Nejvice byva zastoupena kyselina citronové (150 mg-100 g) a na
druhém mist& je kyselina mlé¢na (40 — 120 mg-100 g). Syrovétka kaseinova miize zahr-

novat také nepatrné mnozstvi mineralnich kyselin jako napft. kyselinu chlorovodikovou [2].

1.2.6 Vitaminy

Syrovatka ma pro svou biologickou hodnotu vyznamné postaveni ve vyzivé [6]. Tato bio-
logicka hodnota je dana pravé pfitomnymi vitaminy. Jedna se pfedevsim o vitaminy roz-
pustné ve vodé a nepfili§ je zastoupena skupina vitaminl rozpustnych v tucich. Nejvice
jsou zastoupeny vitaminy skupiny B (B, B,, Bs, Bs, Bi2), vitamin C, biotin a vitamin A
[2].

MIéko kravskeé ¢i jinych prezvykavci obsahuje vyznamné mnozstvi riboflavinu — vitaminu
B». V kyselém prostiedi je tento vitamin rezistentni viici ohtevu (120 °C) a ucinku oxidac-

nich ¢inidel. Veskery riboflavin odchézi pti vyrobé syri z mléka do syrovatky [13].

Zastoupeni vitamind v syrovatce se 1isi podle typu syrovatky, tyto rozdily jsou pfedstaveny

v Tabulce ¢. 2.

Tabulka ¢. 2: Obsah vitaminu v suSené syrovatce [2]

Vitamin Syrovatka sladka Syrovatka kysela
Vitamin B; (ng-100 g'l) 0,38 -0,59 0,35-0,58
Vitamin B, (mg-100 g™) 1,70 - 2,92 1,57-2,35
Vitamin B3 (mg-100 g'l) 0,76 — 2,03 0,61 -2,51
Vitamin Bs (mg-100 g™) 8,2-150 7,0 — 14,2
Vitamin Bg (mg-100 g™) 0,36—0,77 0,46 — 0,96
Vitamin By (ng-100 g™) 4,2 -30,0 14,6 — 59,4
Vitamin B> (ug-100 g 0,9-3,7 0,15-3,7
Vitamin C (mg-100 g™) 0-9,08 0-0,99
Biotin (ng 100 g 8,2—15,0 7,0 - 14,2
Vitamin A (MJ-100 g 69 — 240 47 - 165
Vitamin E (ug-100 g™) 14 —249 19— 169
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1.2.7 Mineralni latky a stopové prvky

Popeloviny neboli mineralni latky jsou nedilnou soucasti syrovatky. Mineralni latky se na-
chéazi ve dvou forméch, a to v organické a anorganické. Organickd forma (0,1 — 0,4 %),
zastupujici minoritni stranu, je tvofena solemi kyseliny citronové, mlééné, fosforecné, uhli-
¢ité popiipadé chlorovodikové a sirové. Druhou formou mineralnich latek, majoritni, je
forma anorganicka (0,6 — 0,7 %). Do této skupiny fadime draslik, sodik, hoit¢ik, siru, zele-
7o, chlor, a to ve forme ionizované [2]. SloZkou mineralnich latek jsou fosforecné a vépe-

naté soli [6]. Obsah mineralnich latek v syrovatce je zobrazen v Tabulce €. 3.

Tabulka ¢. 3: Obsah minerdlnich latek v susené syrovatce [2]

Mineralni latky Obsah
Draslik (mg-100 g™ 130
Vapnik (mg-kg™) 60
Sodik (mg-100 g™ 42
Hoicik (mg-kg™) 8
Zinek (mg-100 g™ 0,3
Zelezo (nug-100 g 67
Jod (ug-100 g 8,6
Med (ng-100 g™ 1
Kobalt (ng 100 g™ 0,8

1.3 Zpracovani syrovatky

Technologické zpracovani syrovatky je spjato s dilezitou vlastnosti mléka, jde o vlastnost
srazeni. SrdZeni je proces, pii kterém dochazi k ptrechodu z koloidniho roztoku do stavu
srazeniny [8]. Uéelem zpracovani syrovétky je predevsim ziskani vyuzitelnych a velmi

drahocennych surovin [2]. Béhem zpracovani syrovatky se ziskavaji konkrétni cenné sloz-
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ky (pfedevsim bilkoviny a laktéza), slouzici také napft. jako zivné medium pii fermentac-

nich procesech [18].

Zpracovani syrovatky lze rozdé€lit do nasledujicich kroki: ptfiprava a demineralizace syro-

vatky, krystalizace laktozy, zahustovani syrovatky a suseni.

1.3.1 Priprava syrovatky pred dalSim zpracovanim

Syrovatka se pfed dal$im zpracovanim musi upravit. Jedna se pfedevsim o negativni ovliv-
néni béhem dalSiho zpracovani, musi se tedy syrovatka zbavit nezddouci srazeniny tzv.
syrafského prachu. Pokud by tento krok nebyl u¢inén, mohlo by dojit k znehodnoceni vy-
sledného produktu. Pro odstranéni syraiského prachu se pouzivéd ukonu usazovani, scezo-
tym postupem je odstranéni tuku odstfedénim. Jedna-li se o syrovatku z vyroby syru, kterd
obsahuje obvykle vys$$i mnozstvi tuku, je dobré odstranit i malé mnozstvi tuku pro lepsi
nasledny priubéh zpracovani. Za pomoci odstiedivky 1ze dosahnou obsahu tuku 0,5 %, coz
lze povazovat za tolerantni mnozstvi. ZavéreCnym procesem je pasterace, tento krok je
dilezity hlavné z hlediska mikrobiologické a chemické udrZznosti syrovatky. Pasterace se
obvykle realizuje pii 72 — 78 °C po dobu 15 — 20 s. Timto zakrokem dojde k inaktivaci
alkalické fosfatazy, kterd je indikatorem spravné provedené pasterace. Syrovatka je nasled-

né zchlazena na 5 °C [2, 20].

1.3.2 Demineralizace

Demineralizace je odstranéni mineralnich latek a soli ze syrovatky. Mineralni latky v syro-
vatce tvoii 6 — 15 % suSiny. Demineralizace je nutnym poZadavkem pro dal§i zpracovani
ataké pro dalsi vyuziti v potravinafském primyslu. Soli negativné ovliviiuji senzorické
hodnoceni produktu a jsou nezddouci i v krmivarstvi [2]. Pfi demineralizaci se s nejveétsi
frekvenci vyuziva elektrodialyza, kterd se poklad4d za membranovy proces poskytujici sepa-
raci jednotlivych latek [19]. Demineralizace 1ze také provadét pomoci gelové filtrace, ion-
tomenicli a membranovymi technikami — véetné zminéné elektrodialyzy. Syrovatka zbave-

nd soli (diluat) reprezentuje 90 — 95 % plvodni suroviny, koncentrat soli potom 5 — 10 %

[2].
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1.3.3 Krystalizace laktézy

Krystalizace laktozy se béhem zpracovani syrovatky provadi predev§im za ucelem snizit ¢i
upln¢ zabranit negativnimu vlivu laktdzy na syrovatku. Jde zejména o komplikace pti za-
hustovani a suSeni jako je vysokda viskozita, lepivosti ¢i hygroskopicita. Napi. a-hydrat
laktozy, pti normalnich podminkach stabilni, se méni vlivem zahtivani (65 °C) syrovatky
na a-anhydrid. Ten je velmi silné hygroskopicky a mé za nasledek lepivost syrovatkového

prasku [6].

Krystalizace laktézy probiha pii teplot¢ 20 — 25 °C a po dobu 2 — 24 hodin
v krystaliza¢nim tanku. Nasledné¢ dochazi k ochlazeni syrovatky [19]. Pfiblizné 70 %
laktézy je ve formé malych krystald, které jiz nezptisobuji obtize pii dal§im zpracovani [2].
Krystalizace laktozy mlzZe také slouzit k uplnému oddéleni laktozy ze syrovatky. Syrovatka
se zahustuje na suSinu 58 — 62 % pii teploté 70 °C v odparovaci stanici. Krystalizace je
zpusobena fizenym chlazenim a setim, izolované krystaly jsou dale oddéleny od mate¢ného
louhu v dekanta¢ni odsttedivce. Odd€lené krystaly jsou promyvany a nasledné suseny. Ma-
teny louh je opét zahustén a susen. Takto upraveny matecny louh je oznacen jako delakto-

zovand suSend syrovatka [21].

1.3.4 ZahuStovani syrovatky

Syrovatka obsahuje 93 — 95 % vody. Tento fakt znamena velké ekonomické a technologic-
ké problémy. Odstranéni ur¢itého mnozstvi vody se nejcastéji provadi pomoci odparky.
S nejvétsi frekvenci se v mlékarstvi vyuZzivaji vicestupnové filmové odparky s padajicim
(klesajicim) filmem. Syrovatka se zahust'uje na pozadovanou susinu (kolem 50 — 60 %), pfi
teploté do 75 °C. Tato teplota je volena v souvislosti s moznou denaturaci bilkovin. Pro

pekarenské ucely je mozné zahuStovat syrovatku teplotou nad 75 °C [2].

Konstrukce odparky musi byt v takovém stavu, aby nedochazelo k pénéni syrovatky.
K pénéni je vice nachylna syrovatka sladkad, syrovatka kyseld je k pénéni nachylna spise
méné [6]. Zahust'ovani syrovatky je mozno také provadét pomoci membranového postupu
reverzni osmodzy, kdy ptes membranu projdou pouze molekuly vody. Lze timto zpisobem
zahustit syrovatku na 25 % suSiny. Velkou vyhodou reverzni osmodzy je, ze nedochazi
k denaturaci bilkovin [21]. Behem zahusténi syrovatky na 65 % a vice mohou krystaly
laktozy vypadnout uz béhem odpatrovani [6].
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1.3.5 SuSeni syrovatky

Suseni syrovatky se provadi za ti¢elem odstranéni podstatné ¢asti vody ze syrovatky. Musi
se volit takova teplota, aby nedochazelo k poskozeni bilkovin, které jsou na teplotu citlivé.
Pro udrzeni jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti a vyzivové hodnoty se vyuzivaji nizsi
teploty suSeni. Realizace suSiciho procesu zavisi na viskozité syrovatky, ktera je dana kon-
centraci jednotlivych komponentt, teplotou, fazi krystalizace laktozy, mnozstvi a velikosti

krystali, typem a pH syrovatky a také obsahem bilkovin [2].

Suseni syrovatky mizeme rozdélit na suseni ve valcovych susarnach nebo suSeni v rozpra-
Sovacich suSarnach. SuSeni syrovatky ve valcovych suSarnach je velmi komplikovany zpi-
sob zpracovani z divodi vyssiho obsahu laktozy [19]. Vedle laktozy také zpisobuje pro-
blémy kyselina mlécnd, kterd je velmi hygroskopicka a lepi se na strojni zafizeni suSicky
a tim snizuje ucinnost susiciho procesu. Proto se u syrovatky kyselé pred suSenim musi
provést neutralizace hydroxidem vapenatym nebo hofe¢natym [22]. Pfi suSeni syrovatky v
rozprasovaci susarn¢ nastava odpareni vody. Tento proces zafazujeme mezi nejrozsirené;si
zplisob pfi zpracovani syrovatky. Ziskana suSend syrovatka mé okolo 95 % suSiny. Slozeni
syrovatky se odviji od stupné Upravy pied samotnym suSenim [2]. Postup suSeni syrovatky

je zobrazen na Obrazku €. 1.

1.3.6 Separacni metody

S rostoucim rozvojem technologie se také v potravinafstvi uplatiiuji metody diive nepouzi-
vané. Béhem zpracovani syrovatky se s novou dobou a vyvojem vyuzivaji moderni metody
jako napft. separacni metody zaloZené na membranovych procesech. Mezi tyto metody fa-
dime ultrafiltraci, gelovou filtraci, reverzni osmozu a elektrodialyzu [23]. Zékladnim prin-
cipem membranové filtrace je separace tekutiny na dvé hlavni slozky — permeat a retentat.

Separace probiha prichodem kapaliny pies polopropustnou membranu [24].

Ultrafiltrace se odviji od dé¢leni latek na zdkladé¢ molekulovych hmotnosti. Latky, které
maji niz§i molekulovou hmotnost, prochdzi membranou jako permeat. Latky s vys§i mole-
kulovou hmotnosti proudi naopak ve formé& koncentratu. Pfi této metod¢ se nejvice vyuziva

tlak 0,07 — 3,5 MPa, a je mozno ziskat ¢astice o velikosti 10° - 1038 [2, 6, 23].
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Mezpracovana syrovatka

U

Tepelné ofetfeni

v

Odstiredovani > Syrovatkova smetana

v

Zahustovani > ZahuSténd syrovdtka

Krystalizace laktdzy SuZeni Demineralizace
Laktoza @
Suseni
Zahustovani
Suseni
DELAKTOZOVANA SUSENA DEMINERALIZOVANA
SUSENA SYROVATKA SYROVATKA SUSENA SYROVATKA

Obrazek ¢. 1: Postup zpracovani suSené syrovatky [21]

Gelova filtrace mé za ukol oddélit frakce o rizné velikosti molekul. Gelova filtrace se nej-

Castéji vyuziva k oddéleni bilkovin od ostatnich slozek syrovatky. Také touto metodou mi-

zeme ziskat roztok mineralnich soli ¢i laktozu [6, 23].

Reverzni osmoza je proces, pii kterém dochazi k zahust'ovani syrovatky. K odstranéni vo-

dy se vyuziva tlak 30 — 40 barti a teplota kolem 25 — 30 °C [2, 23].

Posledni uvedenou metodou je elektrodialyza. Tato metoda je vhodné k odsolovani syro-
vatky, k tzv.demineralizaci. Princip této metody se zaklddd na tom, ze se ionty
ze syrovatky (roztoku) odstranuji za podpory elektrického napéti a iontovych selektivnich

membran [23].
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1.4 Mikrobiologie syrovatky

Syrovatka je pro své chemické slozeni vybornym zivnym médiem pro velkou skalu mikro-
organizmu. Je to piedevSim déno vysokym obsahem vody, ve které se mohou vyskytovat
jak patogenni mikroorganizmy, tak i bakterie, kvasinky ¢i houbové mikroorganizmy [25].
NejcCastéji se v syrovatce nachazeji bakterie mlééného kvaseni (BMK). NejrozsifenéjSim
rodem BMK je rod Lactobacillus zahrnujici se do Celedi Lactobacillaceae. Dale do BMK

fadime rod Leuconostoc z Celedi Leuconostocaceae [27].

Nelze opomenout rozsifenou skupinu mikroorganizmt z Celedi Enterobacteriaceae a stafy-
lokoky. Pfednim zastupcem celedi Enterobacteriaceae a hlavnim zéstupcem koliformnich
mikroorganizmu je Escherichia coli. Tato bakterie je soucasti stievni mikroflory teplo-
krevnych zvitat i clovéka, avsak jeji vyskyt v syrovatce je povazovan za indikétor fekalniho
znedisténi. DalSim velmi dilezitym mikroorganizmem vyskytujicim se v syrovatce je Sta-
phylococcus aureus. Vyznamnym negativem tohoto patogenu jsou jeho enterotoxiny, které
jsou zodpovédné za vznik nékterych alimentarnich ¢i alergickych onemocnéni [26]. Mezi
patogenni mikroorganizmy pak rovnéz tfadime Bacillus cereus, Campylobacter jejuni,

Clostridium botulinum, Listeria monocytogenes a také rod Salmonella [28].

1.5 Vyuziti syrovatky

Tato kapitola je zaméfena na nefermentacni vyuZiti syrovatky, tedy pfedevSim vyuZziti ke
krmnym Uc¢eliim a dale jako pfisada do riznych potravin. Ke krmnym Gcelim muze byt
syrovatka bud’ v tekutém stavu, nebo jako slozka krmnych smési. Syrovatku lze povazovat
za vyznamnou soucast ve vyZzivé vSech druht hospodaiskych zvitat. Syrovatka ma velmi
pozitivni vliv na zdravotni stav zvitfat. Vice se dadva pfednost suSené syrovatce. Zvlasté ve
vyziveé selat a telat v brzkém obdobi odstavu je suSend syrovatka pfidavana k mlécnym
krmnym smésim. Je také velmi dalezitym doplikem krmnych davek pro mlada hospodai-

ské zvifata, prasata, dojnice a dribez [6, 72].

Kromé zkrmovéni se syrovatka vyuziva v pekarenském, masném a mlécném pramyslu.
V neposledni fad€ 1ze syrovatku pfidavat do suchych smési a polévek. V soucasnosti se
sladka syrovatka v pekarenském pramyslu vyuzivd denné€, zatimco u kyselé syrovatky lze
pfemyslet pouze nad kvasem a obdobnymi produkty. Je také mozné v tomto prumyslu vyu-

zivat nekoncentrovanou syrovatku, ale vzhledem k vysokym nékladiim za dopravu se tato
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varianta pouziti syrovatky témétr nevyuziva. Béznym komponentem pii vyrob¢ chleba
a peciva se stala susend syrovatka [39]. Susenou syrovatkou lze nahradit ¢ast mléka nebo
jinych slozek. Doplnkem susené syrovatky lze zvysit nutri¢ni hodnotu peciva ¢i dalsi ja-
kostni parametry. Pfednosti uplatnéni suSené syrovatky v pekarenské vyrobé mohou byt:
zadrzeni vlhkosti, zlepSeni textury vyrobku, lepsi emulgace, hnédnuti, zvySeni obsahu bil-

kovin ve vyrobku [2].

Syrovatka, pfedevsim jeji bilkoviny jsou velmi ¢asto pfidavany do jogurtt jako stabilizato-
ry. Pfi produkci mrazenych smetanovych krémi Ize vyuzit pro navySeni vyzivové hodnoty
tekutou syrovatku v piivodnim stavu, demineralizovanou, zahusSténou ¢i susenou syrovatku.
Pro zlepseni konzistence vysledného produktu taveného syra Ize také ptidavat syrovatku ¢i

syrovatkové bilkoviny [2, 6].

V masném primyslu se syrovatka vyuziva jako napt. nédhrada uréitého dilu masa. V tomto
ptipadé se jedna o koncentrat syrovatkovych bilkovin a vody [2]. Tento koncentrat Ize vyu-
Zit napf. pii vyrob€ uzenin. Pfidavkem 4 % bilkovinného koncentratu se navysi vaznost

vody a schopnost emulgace tukti [6].
Biotechnologicky je v§ak nejvyznamnéjsi vyuZiti fermentované syrovatky a vyuziti fermen-
tovanych syrovatkovych produktl pti vyrobé potravin. Tato problematika bude rozebrana

v nasledujici kapitole této prace.
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2 FERMENTACE SYROVATKY

Fermentace (kvaseni) je biochemicky dé&j, pfi kterém se organické latky preménuji za ucasti
mikrobidlnich enzymt na jednodussi latky. Fermentace syrovatky je jednou z hlavnich
moznosti vyuziti syrovatky. Jedna se o nejrozsifenéjsi pravdépodobnost zpracovani. Tento
fakt je dan predevs§im obsahem cukru v syrovatce. Vzhledem k tomu, ze syrovatka obsahu-
je 4,5 % sacharidq, je ptihodnym substratem pro BMK, kvasinky ¢i plisné. Tyto mikroor-
ganizmy produkuji béhem fermentace hodnotné latky, diky kterym se fermentované pro-
dukty ze syrovatky dostavaji do poptedi naseho zajmu. Lakt6za v syrovatce (ptipadné po
rozstépeni na glukdzu a galaktézu) miize mit za kol produkci biomasy, etanolu, bioplynu.
Dale také slouzi k produkci organickych kyselin, aminokyselin, polysacharidii, vitamind,

enzymil a ochucovacich latek, nebo k zhotoveni napojt [2].

2.1 Fermentace laktozy

Laktézu je mozné nalézt v mléce i v syrovatce, ve které plni funkci primarniho zdroje
energie pro mikrobialni metabolizmus BMK. Diky témto bakteriim je lakt6za velmi dobie
zkvasitelnd na glukézu a galaktéozu. Glukoza je metabolizovana na mlécnou kyselinu,
a galaktoza je uvoliiovana do média [53, 54]. Kyselina mlécna se ve velké mife pouziva pii
vyrobé kysanych mléc¢nych vyrobki, okyselovani vybranych potravin a napojt ¢i pii vyrobé
polymernich biomaterialii [52]. Nejrozsitenéjsim postupem jejiho katabolického rozlozeni
je homofermentativni mlé¢né kvaSeni. Druhym v mensi mife zastoupenym mléénym kva-

Senim je typ heterofermentativni [25].

Alkoholova fermentace je anaerobni kvaseni typické pro kvasinky rodu Saccharomyces ¢i

Kluyveromyces. Jedna se o proces ptemeny sacharidil na alkohol a oxid uhlicity.

Dale nelze opomenout fermentaci laktdézy na etanol za pomoci kvasinek, pfedevsim kvasi-

nek Kluyveromyces spp., kterym bude vénovana cela kapitola v této praci [52].

2.1.1 Homofermentativni mlééna fermentace

Bakterie mlééného kvaSeni fermentuji laktézu dvéma metabolickymi drahami. Pokud se
jedna o homofermentativni druhy, jako napt. Lactococcus lactis, jsou sacharidy pfevedeny
do bun¢k systémem fosfotransferaz. Béhem této cesty jsou sacharidy fosforylovany. Lakto-

za je fosforylovana na lakt6za-6-fosfat a hydrolyzovana na galaktézu-6-fosfat a glukézu.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 26

Galaktoza-6-fosfat je dale degradovan na glyceraldehyd-3-fosfat. Glukoza je fosforylovana
na glukozu-6-fosfat. Veskeré fosfatované sacharidy jsou aktivovany na fruktdza-6-
bisfosfat. Hromadny produkt fruktéza-1,6-bisfosfat je dale wupraven Embden-
Meyerhofovou-Parnasovou cestou pies glyceraldehyd-3-fosfat a jiné metabolity na kyselinu
pyrohroznovou. Tato kyselina je pak pifeménéna na L(+) kyselinu mlé¢nou, prakticky jedi-

ny produkt homofermentativni fermentace [54, 66].

Druhou moznosti, uplatnujici se pfevazné u nékterych predstavitelti rodu Lactobacillus, je
laktéza shromazd’ovana specifickou permedzou a pak intercelularn¢ hydrolyzovéna [3-
galaktosidazou na glukézu a galaktézu. Glukoza je metabolizovana na kyselinu mlé€nou,
zatimco galaktoza je propousténa do rustového média. Postup transformace glukézy na
kyselinu mlé¢nou probiha tak, Ze jednotka glukézy dle Embden-Meyerhofova-Parnasova
schématu (viz. Obrazek ¢. 2) piejde fosforylaci a izomeraci na fruktézu-1,6-bisfosfat, ktery
se diky vlivu aldolazy $té€pi na dva triozafosfaty, a to glyceraldehyd-3-fosfat a dihydroxy-
acetonfosfat. Glyceraldehyd-3-fosfat se plsobenim pfislusné dehydrogendzy oxiduje
a vznikd 1,3-bisfosfoglycerat. Pti¢inou defosforylace a enolizace vznika kyselina pyro-
hroznové [67, 68]. Galaktoza je nejdiive fosforylovana na galatoza-1-fosfat, dale prejde na
glukoza-1-fosfat a za pomoci enzymu fosfoglukomutdzy vznika glukéza-6-fosfat, ktery je
meziproduktem glykolyzy [68]. Na Obrazku €. 3 je pak také znazorné€na pfeména pyruvatu

na acetoin a diacetyl.

Vysledkem homofermentativniho kvaseni je D, L-kyselina mlé¢na. Do tohoto typu mlécné
fermentace lze zatadit fadu zastupcii bakterii jako napft.: Lactobacillus bulgaricus, Lacto-
bacillus lactis, Lactobacillus leichmanii, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus aci-
dophilus, Lactobacillus delbruecki, Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, Strepto-
coccus thermophilus, Streptococcus faecium, Streptococcus lactis, Streptococcus cremoris

a Pediococcus acdilactici [27, 29].

V praktickém ohledu homofermentativni kvaSeni nikdy nedosdhne 100% konverze, jelikoz

se miize kromé& biomasy tvofit rizné mnozstvi vedlejSich produktt [69].

2.1.2 Heterofermentativni mlééna fermentace

Heterofermentativni bakterie mlééného kvaSeni vytvareji stejné mnozstvi kyseliny mlécné,
etanolu a oxidu uhli¢itého a stopové mnozstvi kyseliny octové. Po vniknuti do buiiky jsou

intracelularni sacharidy fosforylovany kinazami (napi. glukokindza, fruktokindza) na
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glukozu-6-fosfat a fruktézu-6-fosfat. Fruktoza-6-fosfat je transformovéana izomerazou na
glukézu-6-fosfat. Glukoza-6-fosfat je dale metabolizovana za vzniku oxidu uhli¢itého na
glyceraldehyd-3-fosfat a acetylfosfat. Acetylfosfat je dale pres acetyl-CoA a acetyldehyd
pfeménén na etanol. Glyreraldehyd-3-fosfat je pretvofen glykolytickymi enzymy na kyseli-

nu pyrohroznovou a pak na L(+) kyselinu mlécnou [66].

Mezi zastupce tohoto typu mlécéné fermentace fadime napt.: Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus cellobiosus, Lactobacillus brevis, Lactobacillus hilgardii, Leuconostoc cre-
moris, Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc lactis nebo Leuconostoc dextranicum

[27].

EMBDEN-MEYERHOFOVA-PARNASOVA HETEROFERMENTATIVNI DRALA
DRAHA
. luké
glukoza gluxoza

elukoza 6 fosfit glukoza. 6-fosfat

N
6-fosfoglukondt

fruktoza-1,6-bis-fosfit
oxid ubbéity

dihydroxvaceton- fosfzi-t ribdza-5-fosfit <7— pentoza

xyluloza-5-fosfat

T

glyceraldehyd-3-fosfat acetyl-fosfat —» kyselina

@ octova

1.3-bisfosfoglycerat

U

3-fosfoglycerit

2-fosfoglycerat

fosfoenolpyruvit oxid ity
citratovy cyklus pyruvit acetaldehyd
alkoholova femrnetace kvasinek 4
kyselina mlééna etanol

Obrazek ¢. 2: Homofermentativni a heterofermentativni mlécné kvaseni [,, upraveno podle *
75]
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CH;-CO-COOH—) dekarboxylaceC——> CH;CHOC——) oxidace ——,> CH3-COOH
(acetaldehyd)

kondenzace dvou molekul acetaldehydu

CH;-CH(OH)-CO-CH; ——>oxidace ——> CH3-CO-CO-CHj

(acetoin) (diacetyl)

Obrazek ¢. 3: Preména pyruvdtu na acetoin a diacetyl [27]

2.1.3 Alkoholova fermentace

Pfeménou sacharidli na alkohol se blize vénoval Pasteur jiz v 19. stoleti. Alkoholova fer-
mentace se uskuteciiuje za anaerobnich podminek. Biochemické procesy v priibéhu alkoho-
lové fermentace jsou zakladnim a velmi dilezitym procesem v mnoha odvétvich potravi-
nafstvi. Pii alkoholové fermentaci vzniké alkohol a oxid uhli¢ity na principu pfemény sa-
charidi. Béhem této reakce nepfeménuji kvasinky jen cukry na alkohol a jiné vedlejsi pro-
dukty, ale uvoliluje se i aroma a produkuji nové slouCeniny. Reakci lze popsat Gay-
Lussacovou zékladni rovnici alkoholového kvaseni. Tato rovnice vystihuje teoretické kvan-

titativni vztahy mezi cukrem a hlavnimi zplodinami alkoholové fermentace [70, 74].

Glukoza (100 g) — Etanol (51,11 g) + Oxid uhlicity (49,89 g)

Je nutné podotknout, Ze ze 100 g cukru nevznikne 51,1 g alkoholu ale 47 — 48 g. Pfi¢inou
je, ze tato rovnice nevyjadiuje slozitost enzymatickych procesu, kde vzniké krom¢ hlavnich

produktli i mnoho vedlejsich.
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Podstatou reakce je pfeména pyruvatu a produkce etanolu a oxidu uhli¢itého. Fermentace
se uskutectiuje ve dvou krocich. Prvni reakce je dekarboxylace pyruvatu pomoci pyruvat-
dekarboxylazy na acetaldehyd, kdy vznikne oxid uhli¢ity. Druhym postupem je redukce
acetaldehydu na etanol katalyzovana alkoholodehydrogenazou za ptritomné oxidace redu-

kovaného kofaktoru NADH na NAD", ktery se vraci do glykolyzy [71].

2.2 Biotechnologické vyuziti syrovatky v potravinarstvi

Kazdy vyrobek vyprodukovany fermentaci syrovatky vznikd z metabolizmu urcitého mi-
kroorganizmu, a za pouziti zcela odlisSnych podminek. Témito podminkami je mozné me-
tabolizmus mikroorganizmii regulovat (pH, teplota prostedi, mnozstvi zivin, koncentrace
kysliku) a je mozné taktéz fidit prubeh fermentace, coz je kliCovym postupem, aby nedo-

chézelo k inhibici ristu mikroorganizmii a daného metabolitu fermentace [2].

2.2.1 Vyroba napoji

Obchodni sit’ s fermentovanymi napoji je neustdle se vyvijejici oblast potravinarského
prumyslu. V dnesni dobé stoupa spotieba téchto mléénych napojli, z nichz syrovatkové

napoje prezentuji nové rozvijejici se soucasti netradicnich mléénych vyrobka [30, 31].

Jednou z nejrozsitenéj$i moznosti vyuziti syrovatky je vyroba napoji. V tomto piipadé je
znagnou vyhodou jeji vysoky obsah vody. Cerstva syrovéatka v tekutém stavu ma znaéné
naklady za dopravu a nelze opomenout jeji tendenci kazeni béhem skladovani [32]. Navic
cerstva syrovatka ma nevhodné senzorické vlastnosti [33]. Pies tyto obtize se osvédcilo
zpracovani Cerstvé syrovatky jako nejlepsi ekonomické a predevsim technologické feSeni.
Hlavné z tohoto diivodu bylo velké Usili vloZeno do rozvoje syrovatkovych napoji, aby byl

vyroben napoj s dobrymi senzorickymi vlastnostmi, tj. ptedevSim chuti a vini [34].

V dnesni dobé najdeme na obchodnich pultech mnoho alternativ syrovatkovych néapoji
jako napt. syrovatkové napoje s ovocnou slozkou, bez alkoholu, alkoholické, se sojou,
s hydrolyzovanou laktézou a dalsi. Syrovatkové napoje jsou urCeny pro rozsahlou fadu

konzumentt, od déti pres dosp€lé az po seniory [33, 34].

K fermentaci syrovatky se pouzivaji s nejpocetnéjSim zastoupenim BMK v kombinaci
s kvasinkami (Kluyveromyces fragilis nebo Candida pseudotropicalis). Je-li syrovatka

obohacena sachardzou, tak lze pouzit i Saccharomyces cerevisiae. Tato kvasinka vSak
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laktozu obsazenou v médiu nefermentuje, a ta nasledné ve fermentovaném népoji zlstava
v nezménéném mnozstvi. Substratem pro tyto mikroorganizmy muze byt jak syrovatka
s obsazenymi bilkovinami, tak i deproteinovana syrovatka. Aplikuje-li se proces alkoholo-
vého kvaseni, je mozno ziskat ndpoj s danym obsahem alkoholu, pro tento zplisob vyuziti
se osvédcCila kvasinka Kluyveromyces marxianus v imobilizované forme [2]. Produkce sy-
rovatkovych napoji za pomoci mlécného ¢i alkoholového kvaseni je jednou z hlavnich

moznosti jak pfidat vyznamnou hodnotu syrovatce [35].

2.2.2 Vyroba syriu

Podstatnou roli pfi vyuZziti syrovatky v potravinarstvi hraji také syrovatkové syry. Syrovat-
kové syry jsou stanoveny dle legislativy jako syry ziskané koagulaci nebo koncentrovanim

syrovatky s nebo bez ptidavku mléka a mlééného tuku [17].

Béhem zpracovani syrt se vyuzivaji syrovatkové bilkovinné produkty bud’ pro neobvykly
charakter ziskanych produktd ¢i jako dil¢i ndhrada draz$i suroviny [2]. Syrovéatkové syry
muzeme rozdélit do dvou zékladnich druhti. Prvnim druhem/typem syrt je prosluly syr
typu Ricotta. Jde o italsky druh syru obsahujici 70 — 80 % vody a 5 % syrovatkovych bil-
kovin predevs§im vysrdzenych teplem. Charakteristickd je pro tento syr také mirné nasladla
az kysela chut’ [17]. Ze 100 kg sladké syrovatky a pfidavku 5 kg mléka je mozno ziskat
5 kg Ricotty o slozeni 2,5 % tuku, 16 % bilkovin, 3,5 % laktozy, 1 % mineralnich latek a
celkové susing 20 — 23 % [38].

Druhym typem syrovatkového syru je norsky typ Mysost (zndmy také jako Gjetost, Pri-
most, Brunost nebo Gudbrandsdalsost). Jedna se o hnédy syrovatkovy syr [36]. U tohoto
typu syri ma pievahu laktéza (33 — 45 % podle daného typu produktu) [37]. Nejpopular-
néjSim hnédym syrem v norskych oblastech je Gudbrandsdalsost, oznacovany jako G-35,
obsahujici 35 % tuku v suSin€. Pti vyrob¢ tohoto syru je do syrovatky z kravského mléka
pfiddvana smetana, kravské ¢i kozi mléko. Dal§$im méné tuénym syrem z této fady je
Mager Mysost, ktery ma 7 % tuku v susin€é. Tyto dva zminéné syry patfi mezi syry tvrdé.
Roztiratelny je pak syr Primost s obsahem vody ptes 30 %. Do syrt norského typu fadime
dale 1 Flote Mysost syr smetanovy syrovatkovy a pravy kozi syr Ekte Gjetost [38].
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2.2.3 Vyroba polysacharidi a aminokyselin

Vyroba polysacharidii vychazi ze skutecnosti, Ze syrovatka je vhodny substrat pro produkci
mikrobidlnich polysacharidi xantanii napi. za pomoci Xanthomonas campestris (Alcalige-

nes, Hansenula a dalsich) [2, 40].

Vyroba aminokyselin povstava za pomoci Brevibacterium lactofermentum a také E. coli,
z hydrolyzovaného syrovatkového extraktu, z kterého byl pfipraven extraceluldrné akumu-

lovany lyzin a treonin [2].

2.2.4 Vyroba kyseliny mlé¢né a propionové

Kyselina mlé¢na je v mnoha primyslech (farmaceuticky, papirensky, chemicky, potravi-
nafsky) jednou z nejvyuzivanéjsich kyselin vznikajici pfi fermentaci aplikaci BMK (napf.
Lactobacillus casei, Lactobacillus helveticus). Jako zaklad (médium) pro tyto bakterie 1ze

vyuzit jak syrovatku, tak i syrovatkovou melasu [6].

Tento substrat se vyuziva pro mlééné kvaseni, kdy dochézi k pfeméné laktdzy na kyselinu
mléénou pomoci vySe zminénych bakterii. V prubéhu fermentace se kyselina neutralizuje
uhli¢itanem véapenatym. Po prokvaseni se vzniklé médium zahieje a nasledné zfiltruje. Fil-
trat se zahusti a vytvoreny mlé¢nan vapenaty se upravi pomoci kyseliny sirové na kyselinu
mlécnou a nerozpustny siran véapenaty, ktery je nutno oddélit. Z tohoto procesu ziskanou
kyselinu mlé¢nou lze rafinaci vytézit latku v potravinarské kvalité. Pokud se ptiblizné
90 % laktézy ze syrovatky €i syrovatkové melasy pfeméni na kyselinu mlécnou, je vytéz-
nost 50 % kyseliny mlé¢né ve vztahu k syrovatce (piivodnimu obsahu susiny) 7,5 — 8 %

[2].

Pro vyrobu kyseliny propionové je ptihodnym substritem syrovatka, ktera je obohacena
bilkovinnymi hydrolyzaty. Tento zpiisob fermentace je casové velmi naro¢nym postupem a

dosahuje se produktivity 0,45 — 0,75 %. Produktivita je ovlivnéna dobou trvani fermentace

[2].

2.3 Produkce biomasy, bioplynu a etanolu

Produkce biomasy se pfevazné kona za ucasti kysliku, coZ je tzv. za aerobnich podminek.
K tomuto procesu je mozné vyuzit jak syrovatku, tak i syrovatkovou melasu nebo laktozo-

vy permeat. Vyroba biomasy se ve svété vaze k nékolika riznym postuplim (napf. systém
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SAV (Francie), BELL (Francie) a INCO (Polsko)), které jsou charakterizovany urcitymi
kroky. Tyto systémy povstavaji z odliSn€¢ koncentrovaného substratu, z kterého byly ¢i ne-
byly odnaty bilkoviny nebo soli. K produkci biomasy jsou s nejvétsi frekvenci uplatnovany
kvasinky Candida fragilis, Candida utilis, Candida tropicalis nebo Saccharomyces cerevi-
siae. Poslednim krokem je separace biomasy s naslednym zkoncentrovanim ¢i suSenim,

tento krok se vSak aplikuje az po ukonceni riistu mikroorganizmt [2, 6].

Produkce bioplynu muize nastat pii fermentaci syrovatky nebo pii fermentaci odpadnich
vod, které tvoti mlékarenské vyroby. Produkce bioplynu probiha za anaerobnich podminek.
K zisku bioplynu dochazi pti Stépeni laktozy ¢i dekarboxylaci. Bioplyn je smési metanu
(62 %) a oxidu uhlic¢itého (38 %) [2, 73]. Bioplyn lze vyuzit k produkci tepla, elektrické
energie nebo jako palivo [41]. Napt. zdroj [42, 46] uvadi, ze z 220 000 000 1 syrovatky lze
ziskat 775 000 m® bioplynu.

V piirodnim prostiedi se etanol nachazi volné v dusledku spontanniho alkoholového kva-
Seni ¢i dychani rostlinnych organizmi. Etanol je hotlava, bezbarva a pachnouci kapalina,
kterou lze bez omezeni misit s vodou. Jeji zdpach lze pfirovnat k alkoholickému pachu
[47]. Etanol vazany v rozdilnych esterech se podili na tvorbé aroma, znaéného mnozstvi
potravin. Ma velky vliv na chut’ a viini mnoha népojl. Také ma podstatné t¢inky na ener-

getickou hodnotu napoji. Tento energeticky ucinek je v 1g etanolu roven 29 kJ [48].

V potravinaiském pramyslu se etanol vyuZziva pro vyrobu lihovin, dezertnich vin, k vyrobé
kyseliny octové, jako konzervacni prostfedek nebo k vyrobé tresti [50]. V SirSim méfitku se
déa hovofit o bohaté moZnosti vyuZiti etanolu dale napf. v primyslu kosmetickém, farma-

ceutickém nebo 1 chemickém [51].

Mezi nejstarsi chemické reakce k vyrobé etanolu fadime zkvaSovani urcitych sacharida ¢i
zkvasovani obilnin [49]. Etanol 1ze také produkovat ze sulfitovych vyluhti, z celul6zového
materidlu nebo syrovatky. Je mozné ho dale ziskat v pekarenském primyslu z unikajicich

par v pribéhu peceni chleba [47].

Produkce etanolu probihé za anaerobnich podminek. Zhotoveni etanolu lze provést fermen-
taci syrovatky nebo permeatu za pomoci bakterii, kvasinek ¢i plisni s vytéznosti 86 — 94 %.
Mezi bakterie mizeme zatadit napi. Streptococcus lactis, mezi kvasinky napt. Kluyvero-
myces marxianus, Kluyveromyces lactis, Saccharomyces cerevisiae a mezi plisn¢ napf.

Aspergillus niger. Vét§ina mikroorganizmli nemé schopnost pfimé pfemény laktdozy na
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etanol, z tohoto diivodu se provadi hydrolyza laktozy enzymem [B-galaktosidazou. Pro pro-
dukci etanolu byl navrhnut fermentacni pfistroj, ve kterém dochdzi pomoci enzymu ke
konverzi syrovatky na alkohol. Zavére¢nym produktem je 70 % roztok etanolu, ktery se
destilaci zméni na motorové palivo. Existuji vSak i dal$i postupy (napf. ,,Carbery*), ze kte-

rych vzejde destilat potravinarské kvality a dale ho 1ze zpracovavat jako lihovinu [2, 43].
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3 KVASINKY

Kvasinky jsou heterotrofni eukaryotni organizmy, které patii mezi houby (Fungi). Jejich
pojmenovani je odvozeno od schopnosti zkvasovat monosacharidy a vybrané disacharidy

na etanol a oxid uhlicity [26, 29].

Kvasinky rostou pfedevsim v koloniich sestavajicich z jednotlivych bun¢k s primérem 3 —
15 um. Tvar téchto mikroskopickych hub je dan rodovou pftislusnosti. Teplota umoziujici
kvasinkam rast je v rozmezi od -2 — 48 °C. Dle optimdlni teploty rGstu je mozné kvasinky

délit na psychrofilni (-2 — 20 °C), mezofilni (0 — 48 °C) a termofilni (od 20 °C) [55, 56].

Tyto organizmy jsou schopné rist v rozsahlém spektru kyselého pH aZ do 18 % etanolu.
Znacné mnozstvi kvasinek roste v pritomnosti 55 — 60 % sachar6zy. Kvasinky maji schop-
nost tvorby nékterych barviv. MnoZi se zejména nepohlavné (vegetativn¢), pro n¢ typickym

zpuisobem rozmnozovani je déleni bunék, tzv. puceni [57].

Pro rist kvasinek je nutnd ptitomnost vzdusného kysliku. Kvasinky spadaji do obligatnich
aerobd. AvSak zna¢na ¢ast kvasinek se fadi do fakultativn¢ anaerobnich mikroorganizmii.

Pfi anaerobni kultivaci vyZaduji alespon stopové mnozstvi [58].

Kvasinky maji nepostradatelny vyznam ve fermentacnim pramyslu. Zejména se jedna
o vyrobu piva, vina, kvasnic a v neposledni fadé vyroba peciva. Mezi negativni pisobeni
kvasinek lze zahrnout kazeni masa, ryb, mléénych vyrobkl, vyrobkl studené kuchyné

a vyrobkl s vysokym obsahem sacharidd [56].

3.1 Rod Kluyveromyces

Rod Kluyveromyces se dtive fadil do rodu Saccharomyces, v prib¢hu let vSak doslo vlivem
fady badani a vyzkumi k objeveni skute€nosti, Ze svymi morfologickymi a fyziologickymi
znaky se od rodu Saccharomyces lisi. Od tohoto rodu se rod Kluyveromyces 1isi také ab-
senci hex6zové represe dychani. Rod Kluyveromyces se uziva pro vyrobu B-galaktosidazy,

inulinazy a pektinazy [58, 56].

Druhy rodu Kluyveromyces mohou produkovat pseudomycelium, pravé mycelium tvofit
nedokazou. V kultiva¢nich kapalnych ptidich vhodnych pro tento rod tvoii tenky povlak.

Biomasa tvofena témito kvasinkami je mnohdy formovdna hemovymi ¢ervenohnédymi
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barvivy. Radi se mezi teplomilné kvasinky, jejich riist je mozny i pii teplotach okolo 47 °C

[59].

Kluyveromyces marxianus se poklada za vesmées bezpeCny mikroorganizmus. Tento mi-
kroorganizmus byl kultivovan ptedev§im z mléénych produktii [60]. Kluyveromyces mar-
xianus byl studovan pro svou zvysenou lipolytickou produkci enzymt v ptipadé tributyri-
nu, coz vykazuje piednost lipaz vzhledem k triacylglyceroliim s kratkymi fetézci mastnych
kyselin. Tepelna stabilita zminénych enzymu je srovnatelna se stabilitou lipaz termofilnich
mikroorganizmu. Kluyveromyces marxianus je zvlasté zajimavy mikroorganizmus v ohle-
du na jeho vlastnosti, které z né€j Cini zvlasté¢ vhodného zéstupce pro primyslové aplikace.
Mezi né patii rychly narist ve vybrané pud¢, termotolerance, schopnost zkvasovat celou

fadu cukri, sekreci lytickych enzymil, a produkci etanolu fermentaci [61].

Kluyveromyces lactis tvoti na rozdil od Kluyveromyces marxianus kulovité spory. Druhy
uvedeny mikroorganizmus tvoii srpkovité ¢i ledvinovité spory. Kluyveromyces marxianus
subsp. lactis fermentuje laktézu, z tohoto diivodu se vyuziva k fermentaci mlécné syrovat-
ky. Tato kvasinka je také sloZkou tzv. kefirovych zrn (smés kvasinek a bakterii). Oba tyto

mikroorganizmy maji takika shodné vyuziti v potravinafstvi [26, 58].
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4 SLEDOVANI PRUBEHU FERMENTACE SYROVATKY POMOCI
HPLC-RI

Kapalinova chromatografie je jednou z chromatografickych separa¢nich metod. Kapalino-
vy chromatograf (viz Obrazek ¢. 4) je tvoren nasledujicimi ¢astmi: Cerpadlo (uchovani a
doprava mobilni faze), ddvkovac vzorku, kolona (separace latek), detektor a vyhodnocujici

zafizeni (pocita¢ s danym softwarem) [61].

Mobilni faze se nachazeji v tzv. zasobnicich, které jsou nejcastéji v objemu 0,1 — 2,5 1. Pro
dosazeni Cistoty mobilni faze se tato faze Cerpa pies filtry. Dalsim dtlezitym technickym
vybavenim je ¢erpadlo mobilni faze, které pumpuje mobilni fazi do systému. Existuji dva
druhy Cerpadel: pistova a stiikackova. Pied samotnou kolonou se mize nachazet piredko-
lona, kterd chrani kolonu pfed mechanickymi necistotami. Kolony mohou byt kovové,
sklenéné, kiremenné ¢i plastové. Kolona obsahuje stacionarni fazi. Detektory se nachazi za
kolonou a jejich ukolem je registrace rozdilii v signdlu mezi priichodem ¢isté mobilni faze
a mobilni faze s analytem. Tyto hodnoty (rozdily) se pomoci pocitaového programu vy-

hodnoti [61, 63].

HPLC kolona — - — ll H i
il 0 ey L
.-

1] 11 =
A—e
Automaticky Vyhodnocovaci
davkovaé vzorku zafizeni
am Vzorek
Zisobnik G ;HJ
mobini [ [ ) A
faze
Pumpa Detektor

Obrazek ¢. 4: Schéma kapalinového chromatografu [76]
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4.1 Princip HPLC

Zakladnim principem vysokouc¢inné kapalinové chromatografie je vneseni vzorku mezi dvé
faze, které jsou nemisitelné. Zkoumany vzorek je nanesen na nepohyblivou (stacionarni)
fazi. U kolonové chromatografie je stacionarni faze tvofena kolonou. Vzorek je undsen
pohyblivou (mobilni) fazi. Aby se dostal vzorek do vnitiniho zafizeni pfistroje, je nutné
mit u kapalinové chromatografie i davkovaci zatizeni. Toto zafizeni plni sméSovaci funkci.
Pohyb mobilni faze zajistuje Cerpadlo. Mobilni faze (eluent) se pohybuje mezi Casticemi
sorbentu. Na sorbent se zachytavaji molekuly vzorku v Gsili dosahnout rovnovazného roz-
loZzeni mezi mobilni a stacionarni fazi. AvSak tato rovnovédha je naruSovana neustile se
pohybujici mobilni fazi. Diky tomuto kroku dochazi k separaci slozek vzorku. Z kolony
vstupuje mobilni faze ptimo do detektoru. V detektoru jsou detekované slozky vzorku evi-
dovany do chromatografu. Zaznam z chromatografu je znazornén jako chromatogram tj.

graficky zdznam signalu. Kazdy tento signal je v grafu zapsan jako tzv. pik [40].

Pro stanoveni cukrii se nejcastéji vyuziva refraktometricka detekce. Zasadou refraktome-
trické detekce je méfeni indexu lomu rozpusSténého eluentu oproti mobilni fazi. Reakce
detekce je pfimo imérna rozdilu indexu lomu mobilni faze v referencni cele a indexu lomu
eludtu v mérné cele, ktera vychazi z kolony. Velmi diileZitym parametrem je teplota béhem
celého méfeni, ktera musi byt po celou dobu konstantni. Podstatné je odstranéni plynti
z mobilni faze nebo také ze vzorki. Je to velmi dilezité pro spravnou detekci, nebot ji
plyny dokédzou ovlivnit nebo dokonce znemoznit. Druhou duilezitou skutecnosti je udrzeni

neménného priitoku mobilni faze bez pulst [61, 38].

Znacnou nevyhodou tohoto typu detektoru je jeho sniZzen4 citlivost, detek¢ni hranice sacha-
ridil je okolo 5 pg. Refraktometricky detektor 1ze rozliSovat podle konstrukce na dva za-
kladni typy: deflexni (vychylkovy) a reflexni (Fresneliiv). Reflexni refraktometr je projek-
tovan na zakladé Fresnelova zdkona o odrazu svétla. Detektor méii na dva fotoelektrické
¢lanky silu svétla odraZzeného z fazového rozhrani mezi kapalinou a sklenénym hranolem.
MEéii jak v mérné, tak 1 ve srovnavaci cele. Deflexni refraktometr vyuziva paprsku vychaze-
jiciho ze zdroje, ktery se odrazi od polopropustného zrcadla ve sméru méfici cely, kde pro-
chdzi mérnou a referen¢ni celou. Po prichodu obéma celami se paprsek od zrcadla odrazi
a vraci se totoznou cestou zpét. Po prichodu polopropustnym zrcadlem dopadé na planpa-

ralelni desticku a také na hranu zrcadlového hranolu. Od tohoto hranolu se odrazi na dvoji-
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ci sparovanych fotoelektrickych c¢idel. Tento princip zpiisobi zménu indexu lomu v mérné
cele a projevi se vychylkou paprsku dopadajiciho na zrcadlovy hranol, a na fotoelektrické
¢idlo dopadne razny svételny tok. Diference téchto svételnych tokti je transformovéana na

elektricky signal [62].

4.2 Uprava vzorku pied stanovenim

Ze vzorki fermentované syrovatky se laktoza izoluje pomoci extrakce. Jedna se o prechod
sloZky nachézejici se ve smési latek v kapalné nebo tuhé fazi do jiné kapalné formy. Takto
modifikovany vzorek je nutné upravit pomoci ¢ifeni. Krok ¢ifeni je provadén za tikolem
ny, enzymy, rostlinné uhli, zeminy nebo také soli kyseliny kiemicité. Vzniklou srazeninu je

nutné odstranit filtraci [64].

4.3 Stanoveni ubytku laktézy pomoci HPLC

V dnes$ni dobé& se napf. pro stanoveni laktdzy, ndrlstu obsahu etanolu a dalSich latek
v syrovatce ¢i mléénych produktech pouziva vysokouc¢innad kapalinova chromatografie.
Nejvice vyhodna je kombinace s refraktometrickym detektorem. Vzorek (filtrat) je vstiiko-
van piimo do kolony obsahujici stacionarni fazi, ktera je na bazi silikagelu s kyano- nebo
aminoskupinami. Jako mobilni faze se s nejvétsi frekvenci pouzivd smés acetonitrilu
s vodou. Rychlost priitoku se pohybuje okolo 1 — 2 ml-min™ a retenéni &as pro laktozu je
mezi 15 — 20 min. Obsah laktdézy ve vzorku je kvantifikovan srovnavanim piki s piky

standardii na zaklad¢ kalibra¢nich ptimek [65].

Stanovenim ubytku laktézy ¢i dal§ich komponenti pomoci kapalinové chromatografie
s refraktometrickym detektorem se zabyvalo mnoho odbornych praci. Napt. v praci [79]
bylo cilem prace najit vhodnou metodu pro sledovani obsahu laktoézy a jejich metabolitii pii
fermentaci syrovatky. V této praci byly zminéné latky také stanoveny pomoci HPLC s RI
detektorem. Rozdilem byly aplikované kultury. Jednalo se o suSené termofilni jogurtové
kultury. Stejné jako v této praci, bylo vysledkem sniZzeni obsahu laktézy ve vzorku a zvySe-
ni obsahu jejich metabolitii. Vybrand metoda se i v tomto piipad€ zvolila spravné. Dalsi
studii, kterd se touto problematikou zabyvala, je prace [80]. V této praci je zminén Ubytek

laktozy pfi fermentaci syrovatky vybranymi mikroorganizmy a také produkce etanolu. Je
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tedy zfejmé, ze kapalinova chromatografie s refraktometrickym detektorem je v této pro-

blematice spravné zvolenou technikou.
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Cilem teoretické Casti této prace bylo charakterizovat syrovatku po chemické strance, jeji
zpracovani, mikrobiologii a vyuziti. Dale bylo cilem popsat fermentaci syrovatky (laktozy)
se zaméfenim na alkoholovou fermentaci s vyuzitim kvasinek Kluyveromyces marxianus.
V neposledni fad¢ bylo ukolem zaméfit se na moznost fermentace syrovatky kvasinkami

Kluyveromyces marxianus pomoci HPLC s refraktometrickou detekci.

Cilem praktické ¢asti bylo sledovani pribéhu fermentace syrovatky s vyuzitim dvou kment
kvasinek Kluyveromyces marxianus. Pro splnéni tohoto cile byly zalozeny fermentacni
pokusy pfi tfech riznych teplotdch a pribch fermentace (tj. ibytek laktdzy) byl sledovan
v 5 Casovych intervalech pomoci HPLC-RI. Jako substrat byla pouzita suSend deminerali-
zovana syrovatka o 2 riznych koncentracich. Dil¢im cilem bylo téZ sledovat pribéh enzy-
matické hydrolyzy laktéozy na vychozi monosacharidy pomoci enzymu p-galaktozidéza

(laktaza).
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6 MATERIAL A METODY

6.1 Material

6.1.1 Fermenta¢ni médium a mikroorganizmy
Susend demineralizovana syrovatka D90 (Moravia Lacto a.s.)
Kluyveromyves marxianus CCDM 269

Kluyveromyces marxianus CCDM 265

6.1.2 Chemikalie

Acetonitril pro HPLC (> 99,9 %; Sigma-Aldrich)
Carrez I (30% ZnSOy; Penta)

Carrez I (15% Ky4[Fe (CN)g]; Penta)

Ultra ¢ista voda urcend pro kapalinovou chromatografii (pre€isténd systémem Aqua Ma-

xTM Ultra 370 Series; Young Lin)
NaOH (0,25 mol‘I""; Penta)
Enzym Laktozym 2600L (Sigma-Aldrich)

Smésny standard cukrii (fruktoza, glukdza, galaktoza, sachardza, maltoza, laktdza; Sigma

Aldrich)

6.1.3 Pomucky

Filtraéni papir KA 5 (Papirna PernStejn Keseg & Rathouzsky)
Stiikackové filtry 0,22 pm (Cronus)

Fermentacni nadoby s kvasnymi zatkami

Bézné laboratorni sklo a pomucky

6.1.4 Pristroje

Ptistrojové vybaveni pro vysokoucinnou kapalinovou chromatografii:
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- Kapalinovy chromatograf Shimadzu LC-20AD Prominence s kvartérni pumpou, p¢-
tikanalovym degaserem DGU-20Asg, autosamplerem SIL-20ACyr a diferencidlnim
refraktometrickym detektorem RID-20A (vSe Shimadzu)

- Kolona Agilent Zorbax NH; (4,6 x 250 mm x 5 pm)

- Ptfedkolonovy cartridge filtr 0,2 pm (Optimize Technologies)
Inkubator INCU-Line (VWR International)
Analytické vahy GR-200-EC (A & D Instruments)

Magnetické michadlo MSH-20D (Vitrum)

6.2 Metody

6.2.1 Priprava fermenta¢niho média (obnovené syrovatky)

SuSend syrovatka byla smichéana s teplou deionizovanou vodou. MnoZstvi syrovatky a des-
tilované vody bylo vzdy fizeno tak, aby byly vysledné koncentrace syrovatky 3 g-100 g
(3% hm.)a5 g 100 g'1 (5 % hm.). SuSend syrovatka s vodou byla umisténa na magnetické
michadlo, aby doslo k dostatecnému rozpusténi syrovatky bez hrudek a pevnych ¢astic.
V pribéhu michani bylo méfeno pH a popt. pomoci roztoku NaOH upraveno pH syrovatky

na 7.

6.2.2 Pasterace syrovatky

Obnovena syrovatka byla prevedena do fermentacnich nadob, které byly pfedem popsany
(koncentrace syrovatky, kmen kvasinek, teplota inkubace a ¢as odbéru). Syrovatka byla
pasterovana pii 72 °C po dobu 5 minut (teplota byla kontrolovana vpichovym teplomérem
umisténym v jedné z nadob). Po pasteraci byly lahve zchlazeny na inokula¢ni teplotu (pod-

le zvolené teploty kultivace).

6.2.3 Priprava kvasinek

Kvasinky kmene Kluyveromyves marxianus CCDM 269 a Kluyveromyces marxianus
CCDM 265 byly pomnozeny v médiu Malt Extract Broth Base pii 25 °C po dobu 48 hodin.

Pted inokulaci byla suspenze kvasinek 10x zfedéna fyziologickym roztokem.
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6.2.4 Aplikace kvasinek do syrovatky

Do pasterované a zchlazené syrovatky byl napipetovan 1 ml daného kmene kvasinek
z ptedem piipravené¢ho inokula. Na fermenta¢ni nadoby byla umisténa kvasna zatka, do
které byla nalita pfevafend voda. Kvasnd zatka umoziuje Unik kvasnych plyni (CO,)

z nadoby, ale neumozni ptistup vzduchu dovnitf.

6.2.5 Fermentace a odbér vzorka

Fermentace inokulovaného substratu probihala pfi teploté 20 °C, 28 °C a 35 °C v inkubato-
ru. Pribéh fermentace byl sledovan po dobu 5 dni, ve 24 hodinovych intervalech (¢as T, na
pocatku fermentace — pred inokulaci, T; po 24 hodinach, T, po 48 hodinach, T; po 72 ho-
dinach a T4 po 96 hodinach. V kazdém intervalu byly odebrany dva paralelni vzorky.

6.2.6 Priprava vzorku pro stanoveni laktozy

10 ml vzorku bylo pipetovano do 50 ml banky. Dale byly pfidany 2 ml Carreze I a po pro-
michéani 2 ml Carreze II. Takto vy¢ifeny vzorek byl po 5 minutdch doplnén po rysku desti-
lovanou vodou a filtrovan pres filtracni papir. Poslednim krokem byla mikrofiltrace vzorku
ptes stiikackovy filtr do popsané vialky. Kazdy z paralelné¢ odebranych vzorki byl takto

pfipraven 2x.

6.2.7 Priprava kalibrac¢ni fady pro stanoveni sacharidu

Nejdiive byl pfipraven smésny standard sacharida slozeny z glukozy, galaktdzy, fruktdzy,
sacharozy, maltozy a laktdzy o koncentraci kazdého cukru 10 g-l'l. Z tohoto standardu byla
pripravena kalibra¢ni fada o koncentraci: 0,1 g-l'l, 0,5 g-l'l, 1 g-l'], 2 g-l'l, 4 g-l'], 6 g-l'l, 8
g1 a 10 g-1"". Na zaklad& regresnich rovnic prislusnych kalibragnich ptimek byly vypogi-

tany obsahy jednotlivych cukrii ve vzorcich v g-100 g™ (% hm.).
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6.2.8 Stanoveni sacharidi pomoci HPLC-RI

Sacharidy byly stanoveny za shodnych podminek na kapalinovém chromatografu s refrak-
tometrickym detektorem. Mobilni fazi byl 70% acetonitril ve vod¢. SloZeni mobilni faze
zustalo po celou dobu analyzy totozné (izokraticka eluce). Vzorky byly analyzovany pfi
25 °C a pritoku mobilni faze rychlosti 1,4 ml'min"'. Délka analyzy byla 20 minut. Kazdy

z piipravenych vzorkt byl analyzovan 2x (tj. n = 8).

6.2.9 Sledovani pribéhu enzymatické hydrolyzy laktozy

Obnovena syrovatka o koncentraci 5 g-100 g byla pfipravena dle postupu uvedeného
v kapitole 6.2.1. Do média byl aplikovan enzym Laktozym (p-galaktozid4dza) v takovém
mnoZstvi, aby vysledna koncentrace v médiu byla 1 g-1" a 2 g-1". Hydrolyza probihala
v inkubatoru pfi teploté 37 °C, coz je optimdlni teplota pro plisobeni enzymu. Pribéh hyd-
rolyzy byl sledovan po dobu 6 hodin, v hodinovych intervalech (¢as Ty na pocatku hydroly-
zy — pted aplikaci enzymu), T; po 1 hodin€, T, po 2 hodinach, Ts po 3 hodindch a T4 po
4 hodinach Ts po 5 hodinach a Tg po 6 hodinach. V kazdém intervalu byly odebrany dva
paralelni vzorky. Pfiprava vzorki pro stanoveni laktozy, glukézy a galaktozy byla provede-

na dle postupu uvedeného v kapitole 6.2.6 a vlastni stanoveni cukra dle kapitoly 6.2.8.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Kalibraéni primky vybranych sacharida

Kalibrac¢ni pfimky byly sestaveny pro glukozu, galaktozu a laktozu. Koncentrace zdsobnich
roztokl standardd byla 100 g.1". Zasobni roztok pro standardy byl zhotoven fedénim na
koncentraci 0,1 — 10 g'I"". Kazdy samostatny bod kalibraéni fady byl proméfen 3x. Kalib-
racni kiivky veetné s rovnici regrese a korela¢nim koeficientem jsou zobrazeny na Obrazku

¢.5-7.
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Obrazek ¢. 5: Kalibracni primka pro glukozu
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Obrazek ¢. 7: Kalibracni primka pro laktozu

Na Obrazku ¢. 8 je zobrazen chromatogram smésného standardu fruktézy (FRU), glukozy
(GLU), galaktézy (GAL), sachardzy (SAC), maltozy (MAL) a laktozy (LAK) o koncentraci
10 g1

12

12
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Obrazek ¢. 8: Chromatogram smésného standardu

7.2 Stanoveni ubytku laktézy pomoci HPLC v syrovatce

Alkoholova fermentace probihala u obou vybranych kment kvasinek Kluyveromyces mar-

xianus pii teplotach 20 °C, 28 °C a 35 °C. Koncentrace syrovatky byla 3 g-100 g’ a

5g-100g" .

Vysledky sledovani zmén obsahu laktdézy v pribéhu fermentace syrovatky pomoci

HPLC-RI jsou uvedeny na Obrazku ¢. 9 — 12. Pti tomto sledovani ve vybranych vzorcich

syrovatky béhem fermentace bylo zjiSténo, Ze po pifidani kvasinek do vzorku doslo

k pomérné malému ubytku laktozy, ktery se vSak s nartistajici délkou fermentace zvysuje.
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Obrazek ¢ 9: Fermentace laktézy v syrovitce o koncentraci 3 g-100 g, pomoci kvasinek

Kluyveromyces marxianus CCDM 265
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Obrazek ¢&. 11: Fermentace laktézy v syroviétce o koncentraci 3 g-100 g, pomoci kvasinek

Kluyveromyces marxianus CCDM 269
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Jak je patrné z vyse uvedenych Obrazki ¢. 9 a 10 pro kvasinky kmene Kluyveromyces mar-
xianus CCDM 265, se obsah laktozy ve vzorku syrovatky v pribéhu fermentace snizoval.
U jednotlivych teplot je viditelny rozdil rychlosti ubytku lakt6zy. Konstantni ubytek 1ze
sledovat u teploty 20 °C v syrovatce o koncentraci 3 g-100 g”'. Po 24 hodinach doslo
k poklesu o 22 %, po 48 hodinach o 27 %, po 72 hodinach o 32 %. Po 4 dnech se obsah
laktozy snizil o 47 %. Na rozdil od teploty 28 °C, kterd je optimalni pro rust kvasinek. Pfi
této teplot¢ bylo mozné ocekavat maximalni ubytek laktozy a z vysledki je zfejmé, ze pii
k ubytku laktozy témeér o 72 %. Lze tedy fict, Ze naSe ocekavani bylo potvrzeno. Pti teploté
35 °C byla laktoza také fermentovana vice nez o 50 % svého piivodniho mnozstvi. Pii této
teploté byl znatelny pokles obsahu laktézy béhem prvnich 24 hodin fermentace, kdy doslo
k ubytku o 41 %.

Koncentrace syrovatky méla také velky vliv na kone¢né mnozstvi laktdzy ve vzorku. Je
ziejmé, ze pii témer dvojnasobné koncentraci syrovatky bude i v poc¢atku métfeni téméer
dvojnasobné mnozstvi laktozy. Opét u zvySené koncentrace syrovatky byl nejvétsi zazna-
menany ubytek laktozy pti teploté 28 °C. Mezi prvnim a druhym odbérem je o 49 % sniZe-
né mnozstvi laktozy, néz tomu bylo u 3 g-100 g™ koncentrace syrovatky. Tento fakt miize
byt dan rychlejsi fermentaci kvasinek, nebot’ méli pro svou ¢innost moznost fermentovat
vétsi mnozstvi substratu. U teploty 20 °C doSlo k poklesu obsahu laktézy po 4 dnech

0 60 % a u teploty 35 °C byl po stejném Casovém intervalu snizen obsah o 49 %,

Z Obréazku ¢. 11 a 12 pro kvasinky kmene Kluyveromyces marxianus CCDM 269 lze kon-
statovat, Ze obsah laktozy také v pribéhu fermentace klesal. Stejné jako u ptedchoziho
kmene se teplota 28 °C osvédcila u obou koncentraci syrovatky jako optimalni pro rist
kvasinek a tedy 1 pro maximalni ubytek laktézy. Po ukonceni 96 hodinové fermentace
u tohoto kmene kvasinek v syrovatce o koncentraci 3 g-100 g™, pfi teploté 28 °C byl zjistén
pokles hodnoty laktdzy témét o 76 %. Pii teploté 20 °C byl obsah laktézy v syrovatce sni-
zen o 10 % po 48 hodinach o0 26 % po 72 hodinach 0 47 % a v posledni den odbéru o 52 %.
U stejné teploty ale dvojnasobné koncentrace byl pokles obsahu laktézy po 24 hodinach o
27 % po 48 hodinach o 39 %, po 72 hodinach o 52 % a po 4 dnech o 63 %. Pfi teploté
35 °C byl obsah laktézy u obou koncentraci syrovatky po ukonceni fermentace témeéf o

50 % sniZeny.
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S jistotou lze fict, ze je jist€¢ mnoho odbornych studii zabyvajicich se nasi problematikou.
Je jasné, ze kvasinky Kluyveromyces marxianus jsou schopny fermentovat syrovatku a tim
byt prospésné pro dalsi zpracovani a vyuziti tohoto cenného produktu vznikajiciho pti vy-

rob¢ syru.
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7.3 Enzymaticka hydrolyza laktozy

Enzymaticka hydrolyza laktézy byla provedena u vzorkti syrovatky o koncentraci
5¢g100 g'l. Aplikovan byl enzym o koncentraci 1 a 2 g-l'l. Vysledky stanoveni jsou uve-
deny na Obrazku ¢. 13 a 14.
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Pii enzymatické hydrolyze laktézy doslo k ubytku laktézy a nartist hydrolytickych
produktt, tj. glukoézy a galaktdozy. Hydrolyza probihala po celou dobu fermentace
rovhomérnym tempem. Je mozné tento prubeh sledovat u obou koncentraci enzymu.
Glukoéza a galaktoza se vyskytovaly v témét shodném mnozstvi v kazdy ¢as odbéru, je vSak
z Obrazku €. 13 a 14 ztejmé, ze galaktoza vykazovala nepatrné vys$i mnozstvi nez druhy
hydrolyticky produkt glukoza. V pocate¢nim case 0 u obou koncentraci enzymu nebyla
glukoéza ani galaktoza stanovena. U koncentrace enzymu 1 g-1”! byl obsah laktozy po 1 ho-
ding¢ fermentace snizen o 55 %, po 2 hodinidch o 68 %, po 3 hodinach o 82 %, po
4 hodinach o 82 %, po 5 hodinach o 82 % a po 6 hodinach fermentace se obsah laktozy
snizil az o 84 %. Mnozstvi glukdzy se po pridavku této koncentrace enzymu navysilo o

66 % po 6 hodinach fermentace. Obsah galaktozy se navysil o 81 %.

Dvojnasobna koncentrace enzymu znamenala rychlejsi hydrolyzu. Obsah laktozy se béhem
prvni hodiny fermentace snizil o 76 %, po 2 hodindch o 92 %, po 3 hodinach o 95 % a po 4
hodinach fermentace o 98 %. Jiz po 5 hodinach byla lakt6za tipIn€ hydrolyzovana na rozdil
od ptidavku poloviéni koncentrace enzymu, kde by pro uplnou hydrolyzu bylo zapotiebi
pokracovat v délce fermentace minimalné dalsi hodinu ¢i dvé. Mnozstvi glukozy se u apli-
kované dvojnasobné koncentrace enzymu navysilo o 39 % po 6 hodinach fermentace. Ob-

sah galaktozy se pak navysil o 57 %.

V praci [80] byla publikovana fermentace syrovatky pomoci Saccharomyces cerevisiae.
Pro stanoveni laktozy byla rovnéZ pouzita kapalinova chromatografie s refraktometrickou
detekci. Ve vSech vzorcich syrovatky byla laktdza zcela fermentovana. VytéZnost etanolu
byla 53/59 % — 78/84 %, dle vzorki. V této praci byl také zkousen kmen kvasinek Kluyve-
romyces marxianus, a také s pozitivnim vysledkem fermentace laktdzy jako v této diplo-

mové praci.

V odborné publikaci [81] je zaznamendna pfeména syrovatky na alkohol a biomasu pomoci
kvasinek Kluyveromyces marxianus. Tato prace zdurazituje vhodnost péti riznych kment
kvasinek Kluyveromyces marxianus pti fermentaci syrovatky. Teploty pokusi byly 30 °C,
34 °C a 37 °C. Koncentrace syrovatky byla v rozpéti od 5 do 15 %. VSechny kmeny fer-
mentovaly syrovatku za Ubytku laktézy v odlisnych koncentracich pouzité syrovatky a tep-
loty. Teplota 34 °C se ukazala v této studii jako optimalni pro fermentaci syrovatky. Zave-
rem bylo potvrzeni spravného vybéru v pouziti kvasinek Kluyveromyces marxianus pti

fermentaci syrovatky.
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ZAVER
Tato ptedlozena diplomova prace ma posoudit moznosti vyuziti kvasinek Kluyveromyces
marxianus pii fermentaci laktozy v syrovatce. Byla zkousena fermentace syrovatky kultu-

rami dvou kment kvasinek rodu Kluyveromyces marxianus pti teplotach 20 °C, 28 °C a

35 °C. Ubytek laktozy byl sledovan HPLC-RL

Uspokojivé vysledky byly dosazeny u obou testovanych kment. Z vysledka vyplyva, ze
oba kmeny fermentovaly syrovatku za ubytku laktdézy. Nejvyhodnéjsi teplotou pro tuto
ubytek laktdzy, avSak zminéna teplota 28 °C byla optimalni. Fermentaci syrovatky témito
kmeny byla snizend koncentrace laktézy v syrovatce minimaln¢ o polovinu ptvodniho
mnozstvi. Koncentrace syrovatky méla také vyznamny vliv na pribéh fermentace a mnoz-
stvi kone&né laktozy. U koncentrace 5 g-100 g syrovatky byl znatelny vyrazny ubytek

v mnozstvi laktézy béhem prvnich 24 hodin fermentace.

U enzymatické hydrolyzy laktozy byl evidentni ubytek laktoézy v prospéch nartistu hydroly-
tickych produktd glukézy a galaktézy v obou aplikovanych koncentracich enzymu.
V ptipadé piidavku enzymu o koncentraci 2 g-1" byla laktéza jiz po 5 hodinach zcela hyd-

rolyzovéana.

Syrovatka je dilezitym vedlejSim produktem v syratské technologii, je tfeba ji dale zpraco-
vavat a jednou z moznosti je alkoholova fermentace. V této diplomové praci bylo prokaza-
no, ze kvasinky Kluyveromyces marxianus jsou schopny laktézu v syrovatce fermentovat.
Dle mého minéni by bylo velmi poutavou moznosti dale pokracovat v této praci a pokusu.
Nesledovat ubytek laktdzy jen v prabehu fermentace. Zahrnout do studie 1 sledovani ubyt-
ku laktézy po skonceni fermentace, nebo zvolit dalsi faktory ovliviiujici fermentaci syro-
vatky. Dalsi poutavou alternativou by mohlo byt sledovéani nartstu etanolu béhem fermen-

tace syrovatky.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

HPLC High Performance Liquid Chromatography/Vysokouc¢inna kapalinova chromato-

grafie
RI Refractive index/Index lomu

BMK  Bakterie mlé¢ného kvaseni
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