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ABSTRAKT

Tato bakalarska praca sa zaobera pripravou vybraného metabolitu na hydrolyzatoch odpadov
vyuzitim termotolerantnych kmenov. Zvolenym odpadom st pomarancové Supy — odpad,
ktorého mnozstvo kazdorocne stipa, pretoze su zlozené zo Struktirnych polysacharidov,
ako celuldza, hemiceluldéza a pektin, ktorych vhodnou tpravou vznikaju skvasitené cukry.
Na fermentacny proces sa kvdli jeho vynimo¢nym vlastnostiam vybral termotolerantny kmen
Bacillus coagulans, ktorého primarnym metabolitom je kyselina mlie¢na, latka s velkou
perspektivou. Na zaciatku experimentu sa stanovili optiméalne podmienky pre rast zvolené¢ho
mikroorganizmu, ktoré sa uplatiiovali pri fermentaciach. Fermentacii sa vykonalo niekol'ko
zaroznych podmienok, pokym sa nezistili tie podmienky, zaktorych kyselina mlie¢na
vznikala. Vytazky fermentacii sa stanovili metdédou HPLC a ubytok sacharidov sa urcil
metodou Somogyiho a Nelsona. Aby kyselina mlie¢na vznikala bolo nevyhnutné pripravit
Z pomaranc¢ovych Sup hydrolyzaty, ktoré pred samotnou hydrolyzou bolo nutné extrahovat’
organickym ¢inidlom, aby sa odstranili latky sposobujuce inhibiciu rastu mikroorganizmov,
ako napr. d-limonén. Metédou SHF sa ziskali vyssie vytazky, no najvacsie vytazky sa ziskali
pomocou kmena Lactobacillus casei.

ABSTRACT

This Bachelor’s Thesis deals with the preparation of the selected metabolite on hydrolysates
of orange fruit waste, specifically on orange peel hydrolysates using thermotolerant strains. The
thermotolerant Bacillus coagulans strain having lactic acid as the primary metabolite, a
substance with a great perspective, was selected for the fermentation process for its exceptional
properties. At the beginning of the experiment, optimal conditions for the growth of the selected
microorganism were determined; these were applied during the fermentations. Several
fermentations were performed under various conditions until those conditions were determined,
in which lactic acid was produced. The fermentation production was determined by the HPLC
method and the saccharide decrease by the Somogyi-Nelson method. To achieve lactic acid
production, it was necessary to extract the orange peels by an organic agent before fermentation,
in order to eliminate substances causing inhibition of micro-organism growth. Higher yields
were achieved by the SHF method, but the highest by using the Lactobacillus casei strain.
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1 UVOD

Svetova vyroba citrusovych plodov sa vyrazne zvysila od 80. rokov minulého storocCia
arychlo sa rozsirilo aj priemyselné odvetvie venujuce sa spracovaniu citrusovych plodov,
najmi v rozvinutych krajinach. Odhaduje sa, Ze napriklad v roku 2010 sa dopestovalo 66,4 Mt
pomarancov, ¢o je o 14% viac nez v rokoch 1997-1999. Asi 30,1 Mt dopestovanych
pomarancov sa spracuje na dzus, esencialne oleje a in¢ vedlajSie produkty. To znamena,
ze kazdy rok sa velké mnozstvo odpadu zo spracovania citrusovych plodov bude ustavi¢ne
zvysSovat hlavne vo forme duZziny, ¢o je polotuhy vedlajsi produkt ziskany po extrakcii Stavy.
Likvidacia odpadu zo spracovania citrusovych plodov suvisi s viacerymi ekonomickymi
a environmentalnymi problémami, ako je vysoké organické zataZenie, nedostatok dostupnych
miest na likvidaciu, zvySenie prepravnych nakladov. Preto sa na vyrobu produktov s pridanou
hodnotou z pomaran¢ového odpadu navrhuju rézne mikroorganizmy v kvapalnych alebo
tuhych fermentanych procesoch, ¢i uz s chemickou a enzymatickou predupravou alebo
bez nej. [1]

Baktérie mlie¢neho kvasenia patria medzi najviac Studované mikroorganizmy. Ich
produktom je kyselina mlie€na, ktord nachddza Siroké spektrum vyuzitia napriklad
Vv potravinarskom, farmaceutickom, kozmetickom a garbiarskom priemysle. Polymerizaciou
kyseliny mlie¢nej vznika polymér polylaktid (PLA), z ktorého sa vyrdbaji biodegradabilné
plasty, ktorych vlastnosti sa priblizuju plastom na baze ropy. [2]

Biodegradabilné plasty su plasty, ktoré su schopné uplne sa rozlozit' na skladkach,
v kompostéroch alebo v Cistiariiach odpadovych vod pdsobenim prirodzene sa vyskytujicich
mikroorganizmov. Skuto¢ne biodegradabilné plasty nezanechavaji po degradécii nijaké
toxické, viditelné alebo rozoznatelné zvysky. Ich biodegradabilita je v ostrom rozpore
S vac¢Sinou plastov na baze ropy, ktoré su v biologickom kontexte v podstate neznicitelné.
Ked'Ze plasty na baze ropy su pritomné vSade, zotrvavaju v prirode vel'mi dlho a st vyrobené
z fosilnych paliv, skimaji sa moznosti vyroby alternativ k tymto tradi¢nym plastom. [3]

Tato bakalarska praca je zamerana prave na produkciu Kyseliny mlie¢nej z odpadu
pomarancovych plodov, kvoli jej ré6znorodému uplatneniu v priemysle, no najmi pre jej
vynimo¢né vyuZzitie vo vyrobe biologicky odburatel'nych plastov.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Potravinovy odpad

Odpadovy material z roznych pol'nohospodarskych a priemyselnych procesov sa moze
vyuzit’ ako substrat pre mikrobidlny rast. Vacsina tohto odpadu nie je vhodna ako krmivo
pre zvierata, predovSetkym kvoli jeho vysokému obsahu vlakniny — ¢im vyssi podiel tvori
vlaknina, tym niz$ia je straviteI'nost’ krmiva. [4, 5]

Do polI'nohospodérskeho odpadu zarad'ujeme kukuri¢nu silaz, cukrovi trstinu, vylisovanu
cukrovu trstinu (bagasa), ryzovu a pSeni¢nt slamu, z ktorych sa mnohé v sucasnosti skiimaja
ako mozné vychodiskové suroviny pre vyrobu produktov s pridanou hodnotou, ako je
bioetanol. Ina kategoria odpadu z vyroby potravin ostava vo vel'kej miere nevyuzita. Patria sem
zbytky citrusov, jablk a hrozna — vylisky alebo aj zbytky po spracovani cukrove;j repy. [6]

Tuhé zlozka odpadu je ta Cast’ pociatoéného materialu, ktord nemozno pouzit’ na vyrobu
zamysl'anych vyrobkov, ako st Supky, jadierka a vldkna ovocia, ktoré sa odstraituju pri vyrobe
dzusu. [6]

Tabul’ka 1: Chemické zlozenie pol'nohospodarskeho odpadu [7]

Celuléza | Hemiceluloza ., , Anorganicky
L %l | P %
(%] %] ignin [%] rotein [%0] 2vySok [%6]

Ryzova 32.0-47.0 19.0-27.0 5.0-24.0 ; 124
slama

Psenicna 350-45.0 20,0-30,0 8.0-15,0 31 101
slama

Kukuricna 42,6 213 82 51 43
slama

Bagasa 65,0 184 30 24

2.2 Odpadové polysacharidy

Polysacharidy st najhojnejsie sa vyskytujice prirodné biopolyméry a predstavuji rozhodne
najvacsiu skupinu polymérov vyrabanych na svete. Kazdy rok sa vyrobi viac ako
150 000 Mt (megaton) polysacharidov v porovnani s asi 140 Mt syntetickych polymérov. [8]

MozZno ich ngjst’ v rastlinach, zivo¢ichoch a v mikroorganizmoch, kde plnia rozne zdkladné
biologické funkcie. V zavislosti od ich funkcie ich mozno rozdelit’ na latky so zdsobnou
funkciou (napr. skrob alebo inulin v rastlinach, glykogén v Zivoéichoch), so stavebnou
funkciou, zachovavajice mechanicky tvar a pevnost’ buniek (celuldza, hemiceluldza a pektin v
stenach rastlinnych buniek) a prvky viazuce vodu (agar, pektin a alginaty v rastlinach,
mukopolysacharidy v zivo¢ichoch). [8]

Asi 99% celkovych prirodnych polysacharidov sa nachddza v rastlindich a zelenine,
predstavujucich vyznamny obnoviteny zdroj tychto biopolymérov, ktoré sa daju vyuzit
na rozne ucely. Polysacharidy sa v stcasnosti pouzivaji vo vsetkych sektoroch l'udskych
¢innosti a vo viacerych oblastiach, napr. potravinové Ziviny, potravinarske prisady a vyroba
krmiv; materidlova veda tykajuca sa formulacie polymerickych materidlov pre rdzne
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biotechnologické aplikacie; zdravotna starostlivost’ tykajuca sa biokompatibilnych materialov;
podavanie liekov alebo ako zdroj biologicky aktivnych molekul; trvalo udrzate'na vyroba
energie prostrednictvom vyroby biopaliv. [8]

Hlavné a najhojnejSie polysacharidy z rastlin a zeleniny obsahuju Skrob, celulézu a
hemicelul6zu, inulin a pektiny, ktoré sa zvyc€ajne vyuzivaji vo vyssSie uvedenych oblastiach
vd’aka ich uZitoénym fyzikdlno-chemickym vlastnostiam, ako je emulgacnd schopnost’,
viskoelasticita, polyelektrolytova Struktara, prilnavost, biokompatibilita, stabiliza¢na sila, atd’.
Okrem toho, sa neustale izoluji viaceré dalSie polysacharidy s inymi StruktGrami
a vlastnostami, a skiimaju sa ich vlastnosti a potencidlne vyuzitie vo viacerych priemyselnych
odvetviach. [8]

V nasledujtcich odsekoch budu opisané niektoré polysacharidy tykajice sa experimentalne;j
Casti tejto bakalarskej prace.

2.2.1 Celuloza

NajrozsirenejSou organickou zluceninou biosféry je celuldoza. Tvori podstatni cCast
bunkovych stien rastlin, niektorych baktérii a je hlavnou sti¢astou podpornych tkaniv rastlin.
Vlaknité molekuly celuldzy vznikaji spojovanim 1 400-10 000 D-gluk6zovych podjednotiek
B-1,4-glykozidickymi vizbami. Ciasto¢nou hydrolyzou celulézy vznika prevazne celobidza,
ktoru povazujeme za jej stavebnu jednotku. [9]

V rastlindich sa celuldoza vyskytuje s usporiadanou (krystalickou) Struktirou alebo
s neusporiadanou (amorfnou) struktarou. Stavebny material rastlin vznika spojenim niekol’kych
paralelne usporiadanych celulézovych retazcov. Tieto retazce su stabilizované vodikovymi
mostikmi a tmel medzi nimi vytvara d’al$i polysacharid hemiceluléza. [9, 10]

OH

0 OH
O HO

OH n
HO

Obrazok 1: Struktiira celulozy [11]

2.2.2 Hemiceluloza

V prirodnych materidloch sa celuléza vyskytuje vedl'a hemiceluldzy alebo aj vedla tazko
odstraniteI'ného ligninu s tazko definovatelnou Struktirou. Hemiceluloza ma komplexnu
Struktaru obsahujucu pentdzy (xyloza, arabindza), hexdzy (manodza, glukdza, galaktoza)
a uronové kyseliny. Dominantnym komponentom hemiceluldzy v tvrdych drevnatych ¢astiach,
ako su drevo a slama, je xylan, zatial’ ¢o v madkkych drevach prevlada glukomanan. [9, 10, 12]
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Hemicelul6za ma mensSiu molekulovi hmotnost’ nez celuldza a je termo-chemicky citlivejsia
Struktira hemicelulézy ma hlavny retazec s kratkymi postrannymi retazcami pozostavajiicimi
z roznych cukrov, ktoré s ahko hydrolyzovatel'né. [10]

OH OH ,
> C d Om/( I~
, OH
OH N C
OH

OH

HOH,C
oy  HOHC |

OH OH

Obrazok 2: Struktiira hemicelulézy [11]

2.2.3 Pektin

Matricu, Vv ktorej su ulozené celuldézové fibrily moézu okrem hemicelulozy a ligninu tvorit
tiez pektiny. Pektiny sa vyskytuju v strednej bunkovej lamele ovocia a v inych rastlinnych
pletivach. St to Cciastotne metylované poly-D-galakturonové kyseliny viazané o-1,4-
glykozidickymi vézbami. [9]

COOH COOCH, COOH COOH COOCH, COOCH,

H
- 0 g o g O g 0 i
OH H /KOH H OH H Y /C OH H SR H OH HY /
P % u ©H H H ° H =
H OH H OH H on H on H OH H OH

Obrazok 3: Struktiira pektinu [11]

2.3 Citrusové Supky

Citrusy st najhojnejsou plodinou na svete. Celkovo sa ich vypestuje viac ako 88-10° ton
a jedna tretina sa spraciiva. Pomarance, citrony, grapefruity a mandarinky predstavuja priblizne
98 % priemyselne spracuvanych citrusov, pricom pomarance tvoria priblizne 82 % z celkového
mnozstva. Citrusové plodiny sa spracuvaji, najmid za uUcelom vyroby dzisu, ale aj
Vv konzervarenskom priemysle, na vyrobu marmelad, mandarinkového kompétu a v chemickom
priemysle na extrahovanie flavonoidov a esencialnych olejov. Mnozstvo celosvetového
priemyselného odpadu z citrusov sa odhaduje na viac ako 15-10° ton. Ziskany zvySok
po spracovani tvori 50 % pdvodnej hmotnosti plodov. Sklada sa zo Supiek — skoro jedna §tvrtina
hmotnosti celého plodu, semienok a duziny. [13]

11



2.3.1 ZloZenie

Zakladné morfologické Struktury pomarancov, ako aj citrusovych plodov vo v§eobecnosti,
su flavedo, albedo, pericarpo a endocarpo. [14]

Flavedo alebo vonkajs$ia Supa tvori 10 % celkovej stavby plodu. Je to vrstva tkaniva
nachadzajica sa pod epidermou a obsahuje chromoplasty a olejové vaky. [14]

Albedo, ¢i vnutorna Supa je vrstva Spongiovitého bieleho tkaniva pod flavedom a tvori
12-30 % plodu. Albedo a jadro, alebo stredova os, obsahuju cievny (vaskularny) systém, ktory
zasobuje plody vodou a zivinami. [14]

Supa alebo aj pericarpo je flavedo spolu s albedom. Stava zo Supy je vol'na tekutina zo Supy,
ktora sa extrahuje mechanicky. [14]

Endokarp tvori 50-80 % z celého plodu a v ramci Supy sa niekedy nazyva duzina. Je hlavnou
jedlou cast'ou citrusovych plodov. Pozostava z viacerych segmentov. Kazdy z nich pozostava
z hutnej masy predizenych mechurikov s tenkymi stenami. [14]

FLAVEDD ™

ENDOCARPO

PERICARPO

ALBEDO

Obrazok 4: Morfologické zlozenie pomaranca [15]

Chemické zlozenie citrusovych plodov pozostava z viacerych zndmych zékladnych zloziek,
ako su cukry, kyseliny a mineraly azo zloziek vyskytujucich sa v menSom mnozstve —
zlGc¢eniny dusika, pigmenty, flavonoidy a vitaminy. [14]

Citrusy st tvorené rozpustnymi a Strukturalnymi sacharidmi. K ich analyze sa zobrali Supa,
duZina a §tava citrusovych plodov a najprv sa rozdelili na zlozky rozpustné a nerozpustné
v 80%-nom etanole. Frakcia rozpustna v alkohole obsahovala rozpustné mono- a disacharidy,
neprchavé organické kyseliny, aminokyseliny a iné menej vyznamné zlozky, zatial’ o frakcia
nerozpustna v alkohole obsahovala karbohydraty, ktoré prispievaji k tvorbe buniek, a niektoré
proteiny. Tuhé latky nerozpustné v alkohole sa d’alej extrahovali pomocou vody a riedenej
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kyseliny, aby sa ziskali pektinové latky rozpustné vo vode a Vv kyseline, potom pomocou
2% kyseliny chlorovodikovej, aby sa ziskala ,.hemiceluloza®, a nakoniec pomocou chloridu
zino¢natého a kyseliny chlorovodikovej, aby sa ziskala celuloza. [14]

Pomarancova §tava potvrdila pritomnost” a-glukozy, B-glukozy, fruktdzy a sachardzy a tiez
malé mnozstvo galaktozy. Tuhé latky rozpustné v alkohole tvoria 30-50 % suchej vahy Supiek,
pricom sa tento podiel zvySoval s rastiicou zrelost'ou ovocia. Celkovy obsah cukru bol asi 80 %
a pritomné boli ticto cukry — glukoza, fruktdza, sachardza so stopami xylozy a ramndzy. Obsah
sachar6zy bol vo v§eobecnosti niz$i ako celkovy obsah redukujtcich cukrov. [14]

Na zaciatku rastu sa vyzaduje pritomnost’ Strukturdlnych sacharidov, takZe na zaciatku
dochadza k prudkému zvySeniu obsahu pektinovych latok, ktoré dosahuju vrchol asi
po 4 mesiacoch, a potom pomaly klesaji (v ramci celkového obsahu tuhych latok) z dovodu
akumulacie rozpustnych sacharidov. ,,Pektinova“ frakcia priniesla arabinozu, galaktozu
a kyselinu galakturénova; ,,hemiceluldozova™ frakcia priniesla xylozu, arabindzu, galaktozu,
glukozu a stopy ramnézy a Kyseliny uronovej; a nakoniec ,,celulozova“ frakcia hlavne glukozu
so xylozou, arabindzou, kyselinami urénovymi a stopami galaktdozy a manozy. [14]

VysusSeny citrusovy odpad (10 % vlhkosti) obsahuje 15-25 % pektinu, 8-10 % celulozy
a 5-7 % hemiceluldzy. Lignin sa vyskytuje len v stopovych mnozstvach (cca 2 hm. %). [16]

Kyselina citronova je dominantna vo vSetkych odrodach pomarancov, no okrem nej sa
obvykle vyskytuju eSte kyseliny mlie¢na, jabléna, malonova, benzoova, glukurdénova,
jantarova, adipova atd’. a v stopovych mnozstvach kyseliny isocitronova, vinnd, akonitova atd’.
V Supkéch sa preukazali kyseliny Stavelova, jabléna, malonova a citrénovda, zvycajne
v uvedenom poradi koncentracie. Kyselinu malonovi vzdy sprevadza ina kyselina —
pravdepodobne kyselina chlorogénova. [14]

Kyselina askorbova bola jediny vitamin pritomny v mnoZstvach, ktoré mali vel'ky vyznam
z nutri¢ného hladiska. [14]

U mladych plodov dosahoval proteinovy dusik 71 % celkového dusika, ale tento podiel
klesol na 58 % v zrelom ovoci, ked sa rozpustné zluceniny dusika nahromadili v §tave.
Celkovy obsah dusika sa teda zvySuje s postupujucim dozrievanim a je vys§i v neskorych
pomaran¢och nez v odrodach, ktoré dozrievaju skoro alebo uprostred sezony, a teda nevisia tak
dlho na strome. Viac nez 70 % celkového rozpustného dusika v citrusovych $tavach je
pritomnych vo forme volnych aminokyselin. Prolin je prevladajicou aminokyselinou
vo vSetkych plodoch okrem grapefruitu, kde je az druhy po kyseline asparagovej. [14]

K hlavnej akumulécii lipidov v citrusovych plodoch dochddza v semenach, ktoré vSak
obsahuju oleje, medzi ktorymi prevladaja glyceridy nenasytenych mastnych kyselin. [14]

Olej z pomarancovych Supiek ma vysoky obsah monoterpénov, a hlavnou zlozkou je
d-limonén, ktory tvori asi 90 % oleja. Limonén moéze mat’ inhibi¢né ucinky na rast niektorych
mikroorganizmov, ako napriklad Bacillus thuringiensis. [14, 17]
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2.4 Preduprava substratu fermentacie

Hlavnou prekazkou masivneho vyuzitia odpadovej fytomasy je najmid komplexnost
materidlu. Predipravou materidlu sa zmensuje velkost’ Castic substratu, ¢im sa ziska vacsi
Specificky povrch, ¢o vedie k zlepSeniu pristupnosti materidlu Tento material obsahuje okrem
celuldzy aj hemicelulozu, lignin, pektiny alebo aj proteiny, mineralne latky, taniny a tuky, ktoré
sl navzajom pevne previazané a tvoria komplexnu rigidni matricu. [18, 19]

2.4.1 Mletie

Mletie je mechanicka preduprava, pri ktorej sa biomasa rozomelie na menSie kusky.
Podstatou mechanickej predipravy je zmenSenie velkosti materidlu a jeho kryStalicke;j
Struktary. ZmenSenie velkosti materidlu vedie ku zvacSeniu dostupného Specifického povrchu
ak znizeniu polymeraéného stupna. ZvéacSenie Specifického povrchu, zmenSenie
polymeracného stupiia a strih st faktory, ktoré zvySuji vytaznost hydrolyzy a tiez skracuju cas
[10]

2.4.2 Tepelna predaprava

Ked teplota stipne nad 150-180 °C v biomase sa poOsobenim tepelnej energie zaéne
rozpust'at’ hemiceluloza. ZloZenie hlavného retazca hemicelulozy a vetviacich sa skupin urcuje
tepelnt, kyselinovi a zasaditi stabilitu hemicelulézy. Z dvoch dominantnych zloziek
hemiceluléz (xylan a glukomanan) st xyldny najmenej tepelne stabilné, ale rozdiel
pri glukomananov je velmi maly. Pocas termalnych procesov hemiceluléza hydrolyzuje
a vytvara kyseliny. Predpoklada sa, Ze tieto kyseliny st katalyzatorom pre d’alSiu hydrolyzu
hemicelul6zy. [10]

Tepelna prediprava, pri ktorej vznikaji rozpustné zluceniny hemiceluldzy, prindsa so sebou
riziko tvorby fenolovych a heterocyklickych zlucenin, ako je vanilin, vanilinovy alkohol,
furfural a HMF (hydroxymetylfurfural), najméa v kyslom prostredi. Takto vytvorené zluc¢eniny
mo6zu mat’ inhibiény G¢inok a tieZ inhibi¢ny alebo toxicky Gi¢inok na baktérie a kvasinky. [10]

Pocas predupravy sa treba vyhnat teplotam 250 °C a viac, ked’Ze pri takychto teplotach
zacne dochadzat’ k nezelanym pyrolytickym reakciam. [10]

2.4.3 Mikrovlnné zZiarenie

Mikrovinné Ziarenie sa v dneSnej dobe skiima ako sl'ubnd fyzikalna prediprava materialu
na zefektivnenie samotnej enzymatickej hydrolyzy. Mnohokrat sa tito preduprava vyuziva
v kombinécii s kyslou alebo alkalickou hydrolyzou kvoli vysSiemu vynosu. Celul6zové zlozky
degradujii pomocou mikrovin na krehké vldkna a oligosacharidy s nizkymi molekulovymi
hmotnostami. Hoci mozno dosiahnut’ rozklad celulézy az na celobidzu, tito metdda je
naro¢nejSia na spotrebu elektrickej energie a preto nenasla vyrazné priemyselné uplatnenie.

[20]
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244 Kysla hydrolyza

Predaprava materidlu pomocou kyseliny sa vyuziva na rozpustenie hemiceluldzy a lepsie
spristupnenie celuldzy. Na predupravu sa vyuzivaju zriedené aj nezriedené kyseliny. Hlavnym
dejom predupravy kyselinou je hydrolyza hemiceluldzy, najmé xylanu, ked’Zze glukomanan je
relativne stabilny voéi kyselinam, pri¢om vznikaju monoméry, furfural, HMF a iné prchavé
latky. Rozpustanie hemicelulézy je zretel'nejsie po prediprave koncentrovanejsimi kKyselinami
ako po preduprave zriedenymi kyselinami. No i napriek tomu, preduprava koncentrovanymi
kyselinami je pre fermentaciu neatraktivna, pretoze sa zvysuje riziko vzniku inhibi¢nych latok.
[10]

245 Alkalicka hydrolyza

Pri alkalickej preduprave st prvymi reakciami rozpustanie a zmydelnovanie. Tieto procesy
sposobia ,,nabobtnanie* biomasy, a tym zlepsia aj pristupnost’ pre enzymy a baktérie. Pouzitim
koncentrovanych roztokov moze dochadzat’ k ,,odpadévaniu‘ koncovych skupin, k hydrolyze,
degradacii a dekompozicii rozpustenych polysacharidov. Tieto zmeny su vyhodné pre d’alSiu
premenu, no zaroveil dochadza k degradacii a strate uhlika vo forme oxidu uhli¢itého. Strata
skvasitelnych cukrov a mozny vznik inhibiénych latok zapricinuju nevhodnost’ alkalickej
hydrolyzy pre fermentaciu. [10]

2.4.6 Enzymaticka hydrolyza

Enzymatickd hydrolyza pomarancovej biomasy je citlivda na komplexné Struktiry
polysacharidov (pektin, celul6za, hemicelul6za). Aby vytaznost’ hydrolyzy bola ¢o najvyssia,
vyzaduje sa kombindcia celulolytickych, pektinolytickych a hemicelulolytickych enzymov.
Najvicsou prekazkou enzymatickej hydrolyzy je kompaktna $truktira a vzajomné prepletenie
polysacharidov. Predipravou celulézovych materidlov sa spristupnia citrusové polysacharidy
a tym sa stanu dosiahnutel'nymi pre enzymy. [16]

2.4.7 Metabolizmus glukozy

V  metabolizme glukézy dochadza k premene glukdézy na pyruvat. Porozumenie
metabolizmu glukézy, najmi glykolyzy, ma bohati historiu. Rozvoj biochémie a popis
glykolyzy isli ruka v ruke. KIicovy objav pochadza z roku 1897 a vznikol celkom nahodou.
Hans Buchner a Eduard Buchner sa zaujimali o vyrobu extraktu z kvasnic bez buniek.
Kvasni¢né extrakty nemozno uchovavat’ za pouZitia antiseptik, ako je napriklad fenol, a preto
sa rozhodli vyskusat’ sachardzu, bezne pouzivany konzervant v kuchynskej chémii. Tym ziskali
vychodiskové vysledky: sachardza rychlo skvasila na alkohol kvasni¢nou $t'avou. [9, 21]

Metabolické odburavanie gluk6zy alebo iného sacharidu glykolyzou je proces vykonavany
takmer vSetkymi bunkami. Nasledny proces, pri ktorom je Kyselina pyrohroznova
metabolizovana bez pristupu kyslika sa nazyva fermentacia (kvasenie). Fermentacia je
vysledkom potreby recyklacie NAD s obmedzenym mnozstvom, prenasanim elektronov
z redukovaného NAD na iné molekuly. [22]
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Fermentaciu rozdel'ujeme na homofermentativne a heterofermentativne kvasenie. Na svoj
chod nevyzaduju energiu z ATP, no obe drahy sa redukuju redukovanym NAD, aby NAD
mohlo pokracovat’ v elektron-akceptornej funkeii. [22]

2.4.8 Glykolyza

Hlavnu cestu odburavania glukézy, ktord pochadza z rozstiepenych sacharidovych zloziek
V potrave, nazyvame glykolyza. Pomocou tejto drahy bunky ziskavaju energiu uvolnenu
z molekul sacharidov. V bunkach cicavcov sa glykolyzou spracovava az 70-80 % sacharidov
prijatych v potrave. [9]

Glukéza sama nie je donorom vodikovych atomov apreto sa vyzaduje jej dvojita
fosforylacia. Premena gluk6zy na energeticky bohaty fruktoza-1,6-bisfosfat vyzaduje spotrebu
dvoch molekal ATP, ktoré sa v dalSich krokoch odburavania ziskaju spat. Fruktéza-1,6-
bisfosfat sa Stiepi na triozy. Tridza prechadza mnohymi premenami a odovzdava dva atomy
vodika pyridinovému nukleotidu NAD za vzniku NADH. V dvoch fazach premeny tridézy
dochadza k substratovej fosforylacii ADP a energia sa uklada vo forme ATP — navratenie dvoch
molekul ATP spotrebovanych na zaéiatku glykolyzy. Celkova reakciu premeny glukdzy
na pyruvat mozno vyjadrit’ jednoduchou sumarnou rovnicou: [9]

CgHi20g — 2 CH3COCOOH + 4 [H] "

Uplna schéma glykolyzy bola objasnena vroku 1940, na ¢om sa podielalo mnoho

vyskumnikov, ako G. Embden, O. Meyerhof, J. Parnas atd’. Preto sa proces glykolyzy zvykne
nazyvat’ aj Emden-Meyerhofova schéma. [9]
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2.4.9 Homofermentacia

Pri homofermentativnom mlie¢énom kvaseni vznika prakticky iba kyselina mliecna (90 %).
Je to jedno z najjednoduchsich rieSeni na najdenie vhodného akceptora vodikovych atomov,
pretoze akceptorom je sam pyruvat. Premena pyruvatu na laktat prebiecha pomocou enzymu
laktatdehydrogenaza. [9]

Mlie¢nu fermentaciu vykonava pocetnd skupina mikroorganizmov zvanych laktobacily
a vedla nich aj r6zne koky, ako napr. rod Streptococcus. Laktobacily vyrabaja prevazne
D-laktat, zatial’ ¢o zivo€ichy pri nedostatku kysliku tvoria vyhradne L-formu laktatu. [9]

Laktat je pravdepodobne najcastejsi produkt kvasenia cukrov a vznika pri vacsine kvasnych
procesov v mliekarenskom priemysle. Ak sa postupne neutralizuje vznikajuci laktat (napr.
mletym CaCOs), je mozné ziskat’ az 90 % povodného substratu. Samovolné mlie¢ne kvasenie
sa okrem syrarstva a pri vyrobe kvasenych mlie¢nych népojov vyuziva aj pri konzervacii
kapusty alebo uhoriek, pretoze kyselina mlie¢na zabranuje rastu hnilobnych baktérii. [9]

2(NADH+H')  2NAD' OH

I
CeH1205 — 2 CHZCOCO0" >~ 2 CHyCHCOO"

2.4.10 Heterofermentacia

Niektoré baktérie neobsahuju aldozu a tak odburavaju glukozu kombinaciou pentézového
cyklu a glykolytického systému. Na laktat sa premeni iba Cast’ glukdzy a zo zvySku sa tvori
etanol aoxid uhli¢ity. V takomto pripade hovorime o heterofermentativnom kvaseni.
Pri etanolovej fermentacii sa pyruvat dekarboxiluje na acetaldehyd, ktory je vhodnym
akceptorom vodikovych atomov a jednoducho sa redukuje na etanol. [9]

Takto sacharidy odburavaju kvasinky rodu Sacharomyces a v mensej miere aj iné kvasinky
a niektoré baktérie. Obsahuji enzym pyruvatdekarboxyldzu, ktord dekarboxyluje pyruvat
bez toho, aby doslo k sucasnej oxidacii. Nasledni redukciu vzniknutého acetaldehydu
sprostredkovava alkoholdehydrogenaza. [9]

Etanolova fermentécia je jedna z najstarSich technoldgii vobec. Dnes sa s fiou stretdvame ¢i
uz pri spontannych rozkladoch cukornatych hmot, tak aj pri zamernom skvasovani rmutov
astiav pri biologickych konzervaénych procesoch alebo pri velkovyrobe etanolu
V potravinarstve a pre lekarske ucely a pri vel’koprodukcii alkoholickych napojov. [9]

2 CO,
A

CgHi20g — 2 CH;COCOO -

O 2(NADH+H')  2NAD'

I
2 CH3CH ~

2 CH;CH,OH
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2.5 Hydrolyza a fermentacia
251 SHF

Ked’ sa enzymaticka hydrolyza a ferment4cia uskuto¢nia nasledne jedna za druhou, oznacuju
sa ako samostatna hydrolyza a fermentacia (SHF — separate hydrolysis and fermentation).
Hydrolyzou vznik4 zmes obsahujtca fermentovatel'né cukry. AZ v d’alSom kroku sa hydrolyzat
fermentuje. [24, 25]

SHF je vyhodna Vvtom, ze hydrolyza aj fermentdcia prebiehaju pri ich optimalnych
podmienkach. No enzymatickym Stiepenim celuldzy vznika celobioza, ktora sa akumuluje
a inhibuje enzymy endoglukanazu a celobiohydrolazu, ¢o je znacnou nevyhodou. Taktiez
privysokd koncentracia vznikajicej glukdézy sposobuje inhibiciu enzymu B-glukozidaza.
Vysoké koncentracie celobidzy zapri¢inuju znizent vytaznost’ vysledného produktu. [24]

2.5.2 SSF

Hydrolyzu a fermentaciu mozno uskutoCnit’ sucasne, t.j. suCasna sacharifikacia
a fermentacia (SSF — simultaneous saccharification and fermentation). Tato metodu ako prvi
vykonali Takagi a kol. v roku 1977. [24, 25]

Pri SSF nedochadza k inhibicii enzymu produktom fermentacie, pretoze glukédza, ktora
vznikd enzymovou hydrolyzou sa rychlo spotrebuje mikroorganizmami a tym sa zabraiiuje jej
nahromadeniu, ¢o spdsobuje inhibiciu. Kombinacia hydrolyzy a fermentacie takisto vedie
K niz§im investi¢nym nakladom, pretoze tato metdda prekonava hlavni nevyhodu hydrolyzy
a teda zniZuje objem (zat'azenie, dodavanie) enzymov a tym aj vyrobné naklady. [24, 25]

Napriek ekonomickej vyhode SSF v porovnani so samostatnou hydrolyzou a fermentéciou,
kritickym problémom SSF je rozdiel v teplotnych optimach pre enzymy a fermentacné
mikroorganizmy. [26]

2.5.3 Mechanizmus kultivacie

Fermentacia sa najCastejSie vykondva vo vsadkovych fermentoroch. Na zaciatku sa vlozi
fermenta¢né médium a inokulum do reaktora a pri vopred zvolenych podmienkach v reaktore
rastiec biomasa, pripadne dochiddza ktvorbe Ziadanych metabolitov, produkovanymi
mikroorganizmom. Proces sa prerusi aZz po dosiahnuti uréenych parametrov alebo po tplnom
spotrebovani substratu. Nasledne sa reaktor vyprazdni a pripravi na nova vsadku. [27]

Vyhody vsadkového usporiadania spocivaji vtom, ze médium sa lahko sterilizuje
a pri obomedzenom trvani vsadkovej fermenticie sa redukuje nebezpeCie kontaminacii
a mutacii. Taktiez je jednoduché menit’ reakéné podmienky jednotlivych vsadok. Na rozdiel
od pritokového a kontinualneho usporiadania sa mnohokrat spotrebuje vyrazne menej drahého
média a inokula (obzvlast pri vyskume). Pri vsddkovej fermentécii je mozné oddelit’ fazu rastu
mikroorganizmu od produk¢nej fazy, napriklad pre vyrobu sekundarnych metabolitov. [27]

Na druhej strane su nevyhodou casové straty, ktoré vznikaju pri opakovanom
vyprazdiovani, ¢isteni a napistani reaktora. TaktieZ je vsadku vzdy nutné sterilizovat. Dal3ie
Casové straty vznikaju v dosledku lag-fazy, kedy v organizmoch vlozenych do prostredia
nastavaju zlozité metabolické procesy a rast je potlaceny. [27]
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Obrazok 6: Schéma vsadkového sposobu fermentdcie [27]

2.6 Kyselina mlie¢na

Kyselina mlie¢na alebo kyselina 2-hydroxypropanova je organicka kyselina vyskytujuca sa
v mnohych produktoch prirodného povodu. Prvé spravy o izolacii kyseliny mliecnej z mlieka
pochadzaji uz z roku 1780. Kyselina mlie¢na sa vyraba chemickou syntézou alebo procesom
fermentacie. No v poslednych rokoch sa zvy$ilo mnozstvo kyseliny mlieénej ziskanej
biotechnologickou metodou. [28, 29]

2.6.1 Pouzitie

Kyselina mlie¢na je priemyselne dolezity produkt s velkym a rychlo rasticim trhom
z dovodu jeho zaujimavych vlastnosti. Je to viacfunkéna organicka kyselina. Kyselina mlie¢na
sa V rozsiahlej miere vyuziva ako okysl'ovaci prostriedok, tlmivy roztok, ochucovadlo alebo
konzervaény pripravok, vo farmaceutickom, kozmetickom, garbiarskom a textilnom priemysle.
Jeho najsl'ubnej$im vyuzitim v stcasnosti je vyroba biodegradabilnych a biokompatibilnych
polylaktatovych polymérov (polylaktidov), ako ckologicka alternativa za konvencné
nebiodegradabilné plasty odvodené od petrochemickych produktov. Tieto polyméry maju
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potencialne vel'ké trhy v oblasti balenia tovaru a pre lekarske ucely, ako napriklad chirurgicky
material na Sitie, protézy a riadeny systém na dodavku lieckov. To ma za nasledok, ze o kyselinu
mlie¢nu je ¢im d’alej, tym vacsi zaujem a ma vacsi trh. [30]

2.6.2 Vlastnosti

Kyselina mlie¢na je jedna z naymensich opticky aktivnych molektl. Méze sa vyskytovat ako
L (+) alebo D (—) sterecoizomér. Kyselina mlie¢na je v prirode produkovana zivo¢ichmi,
rastlinami alebo mikroorganizmami. L-mlie¢na kyselina sa vyskytuje u cicavcov, zatial’ ¢o
Vv bakterialnych systémoch nachadzame oba stereoizoméry. [29]

COOH COOH
H OH HO H

CHs CH,

Obrazok 7: D-mliecna kyselina (vlavo), L-mliecna kyselina (vpravo) (Chemické vzorce boli
vytvorené v programe ChemSketch)

Tabulka 2: Vlastnosti kyseliny mliecnej [2]

Chemicky nazov 2-hydroxypropanova kyselina
Registra¢né ¢islo CAS 50-21-5

Hustota 1,209 g-cm™

Teplota varu 122 °C pri 20 hPa
Teplota topenia 53 °C

Spalné teplo AHc 1361 KJ-mol*

Merné teplo Cp pri 20 °C 190 J-mol*-K*
Disocia¢na konstanta pKa 3,86

Molekulova hmotnost 90,08 g-mol*

2.7 Termotolerantné kmene

Teplota okolitého prostredia je jednym z najdoleZzitejSich faktorov ovplyviiujucich rychlost’
rozmnozovania mikroorganizmov a moznosti ich zivota. Podl'a vzt'ahu k teplote rozdel'ujeme
mikroorganizmy do troch hlavnych skupin, ktorymi st psychrofilné, mezofilné a termofilné
mikroorganizmy. Termotolerantné kmene st mezofilné mikroorganizmy, ktoré dokazu rast’ aj
pri teplotach o 5-10 °C vysSich nez bezné mezofilné kmene. To ich 1iSi od termofilnych
mikroorganizmov, ktoré su definované ako kmene, prezivajice teploty vysSie ako 60 °C.
[31, 32]
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Medzi termotolerantné kmene patri baktéria Bacillus coagulans, ktora je schopna tG¢inne
fermentovat’ cukry az pri teplote 50 °C. [33]

2.7.1 Bacillus coagulans

Doména Bacteria
Kmen Firmicutes
Trieda Bacilli

Rad Bacillales
Celad’ Bacillaceae
Rod Bacillus
Druh coagulans

Prokaryotické mikroorganizmy sa vo vel'kej miere nachadzaju v l'udskom tele a v okolitom
prostredi. Taxondmia prokaryotov sa zaobera dvomi doménami Bacteria a Archaea. [34]

Baktérie st s najvic¢Sou pravdepodobnostou najpocetnejSia bioticka zlozka zo vSetkych
organizmov na Zemi. Vyskytuju sa v pdde, vode, vzduchu alebo ziji v symbidze s inymi
organizmami — niektoré baktérie su patogénne. Na rozdiel od eukaryotickych buniek (rastliny,
huby) ich bunkovu stenu tvori peptidoglykan. V porovnani s eukaryotickymi bunkami je ich
intracelularna Struktura vyrazne jednoduchsSia — neobsahujt jadro a niektoré d’alSie organely
ako napr. mitochondrie a chloroplasty. Pohyb bakterialnych buniek zabezpeCuju biciky.
Chromozom baktérii je tvoreny prepletenym retazcom DNA. [34]

Baktérie patriace do kmena Firmicutes maju vo vSeobecnosti nizky obsah G + C v DNA.
Do tejto pocetnej skupiny patri viac nez tisic pat'sto platnych druhov, ktoré sa zadel'uju do troch
tried. [34]

Triedu Bacilli tvoria grampozitivne koky a ty¢inky, aerobne alebo aj fakultativne aerdbne.
Tyc¢inky obvykle produkuji endospory. Vysporulované kultary dokazu prezit zahriatie
na teplotu 70 az 80 °C po dobu 10 minut. Tvorbu spér mozno dokazat’ testom prezitia v 95%
etanole po dobu 40 minut a pri teplote 20°C. Sporulaciu je mozné potla¢ovat’ alebo stimulovat’
roznymi podmienkami. [34]

Charakteristika radu Bacillales sa zhoduje s popisom triedy Bacilli. Bunky sa farbia
grampozitivne — silnd apevnd mureinovd stena obsahuje kyselinu teichoovu a tiez
lipoteichoovu kyselinu. Jednotlivi zastupcovia sa fenotypovo vel'mi liSia. Napriklad niektori
ziju saprofyticky v prostredi, kde rozkladaji organicky material, niektori produkuju latky
antibiotickej povahy aini moézu sposobovat vazne komplikacie, ako antrax (Bacillus
anthracis). [34, 35]

Celad’ Bacillaceae bola popisana uz v roku 1895 a v su¢asnosti zahriiuje velké mnoZstvo
rodov adruhov. Obvykle osidl'uju prostredie, niektoré moézu byt patogénne pre cloveka,
zvierata, ¢i bezstavovce. [34]

Bunky rodu Bacillus majt tvar ty¢iniek s roznou dizkou, &asto usporiadané vo dvojiciach
alebo retazcoch, bud’ so Stvorcovymi alebo zagulatenymi koncami. Pohybuji sa pomocou
peritrichdlnych bi¢ikov. Endospdry zvyknt mat’ ovalny alebo gul’aty tvar a s vel'mi rezistentné
vo¢i mnohym nepriaznivym podmienkam. V bunke sa tvori najviac jedna spdra a sporulacia
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nie je potlacena pritomnostou vzduchu. Endospory mozu byt v bunke uloZené centrélne,
paracentralne, subterminalne, terminalne alebo lateralne. [34]

Baktérie rodu Bacillus su aerobne alebo fakultativne aerébne mikroorganizmy so Sirokou
Skalou fyziologickych schopnosti (pH, teplota, salinita). Ich optimdlna rastovéa teplota sa
pohybuje v oblasti 15-55 °C. St to chemoorganotrofné organizmy s fermentatornym alebo
respiratornym metabolizmom. Nachadzaju sa v pode, vzduchu avode. Vyuzivaji sa
pre komerénu vyrobu antibiotik a enzymov. Hraji vyznamnt rolu pri kazeni potravin. Tepelna
rezistencia termofilnych spor je velky problém pri vyrobe susenych mlie¢nych produktov.
[34, 36]

Dalsia diferenciacia rodu Bacillus (druhova) je vel'mi naro¢na. V taxondmii sa vyuzivaju
na charakterizaciu jednotlivych druhov tvarov endospor a materskej bunky. Na zaklade tychto
znakov mozno viac nez 60 zastupcov rodu Bacillus rozdelit’ do troch morfologickych skupin a
celkovo je popisanych 77 druhov. [34, 36]

Bacillus coagulans ma endospory ovalneho typu a zasadne zduruju materska bunku. Je to
prospe$na baktéria, tiez znama ako Lactobacillus sporogenes vdaka svojej schopnosti
produkovat’ spory. Vyuziva sa ako bezpec¢né u¢inné probiotikum, ktoré nevyzaduje Ziadnu
$pecialnu manipulaciu. Dokazu prezit’ v zalido¢nej kyseline a dostant sa az do tenkého ¢reva
bez akejkol'vek vyraznej straty zivych organizmov. VécSina probiotik nema schopnost’ prezit
teplotu a pH zaludka. Bacillus coagulans funguje aj v oblastiach, v ktorych ostatné probiotika
uz nie. [34, 36, 37]

- “ ——r B e '/' TN \ q - -
o, 7 NSNS RY
N .\" X {\A.U /.:3 ‘T‘-'\:;\},s-;";ié_

RN e R S ey

. |
’ g L —
N TR N AR
‘ﬁ(. %" .‘4\ RN n\"l‘
Obrazok 8: Bacillus coagulans (modry kruzok) a sporulujuci B. coagulans (Cerveny kruzok)

[37]
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2.8 Rastova krivka

Ak vlozime mikrobialnu kulturu do nového Zivotného prostredia a budeme sledovat’ zmenu
mnozstva mikroorganizmov v zavislosti od ¢asu, ziskame takzvanu rastovt krivku. Tato krivka
ma zvycCajne tvar, ktory je zobrazeny na Obr. 8 a mézeme na nej pozorovat niekolko
charakteristickych faz. [38]

Obrdzok 9: Priebeh rastu mikroorganizmov: 1 — lag faza, 2 — prechodna akceleracna faza,
3 —faza exponencialneho rastu, 4 — , deceleracna* faza, 5 — stacionarna faza, 6 — faza
odumierania. [39]

Lag fiza nastava po zahajeni kultivicie a moze mat roznu dizku. Jej trvanie zavisi
od podmienok, od velkosti inokula a jeho fyziologického stavu. Z priemyselného hl'adiska je
lag faza neZiadlca, pretoze v tejto faze sa kultura adaptuje na nové prostredie a mnozstvo
mikroorganizmov sa nemeni. [38, 40]

Vo faze zrychl'ujiceho rastu (prechodné akceleracna faza) sa nameria zrychl'ujlici prirastok
mikroorganizmov, pretoze vacsina dokoncila fazu adaptacie a zacina sa postupne delit’. [27, 38]

Exponencialna faza rastu je faza, kedy sa mikroorganizmy delia v pravidelnych kratkych
intervaloch. Je dolezit¢ aby médium obsahovalo dostatok zivin. V tejto faze dochadza
K najvacsej produkcii primarnych metabolitov, ako st etanol a kyselina mlie¢na. Na konci
exponencialnej fazy dosahuji bunky svoju maximalnu rychlost’ rastu. [38, 40]

Vo faze spomal’ujuceho sa rastu (,,deceleracnd* faza) sa zacina prejavovat’ vycerpanie Zivin
a hromadenie splodin metabolizmu. Mikroorganizmy sa prestavaji mnozit, za¢ina sa zvySovat’
pocet odumretych buniek a celkovy rast sa spomal’uje. [38]

Stacionarna fdza oznacuje dobu, kedy koncentracia mikroorganizmov ostdva konStantna.
Proces je vyrazne inhibovany niektorou zo zivin a organizmy aktivuju obranné mechanizmy.
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Postupne sa meni fyziologia vac¢Siny populacie a aktivuje sa sekundarny metabolizmus, ¢o ma
vyznam pre priemysel. [38, 40]

Vo faze odumierania dochadza z dévodu vyrazného nedostatku zivin a inhibi¢nych faktorov
k 1yze bunick. [38]

2.9 Pouzité analytické metédy
2.9.1 Turbidimetria

Turbidimetria je opticka metdda, ktora meria stupen zakalenia (turbiditu) koloidnych
roztokov  asuspenzii. Dochadza  k Ciastoénému  pohlteniu  Ziarenia  Casticami
a k jeho ¢iasto¢nému rozptylu. Detektor sleduje pokles intenzity ziarenia prechadzajuceho
absorbujicou a rozptylujucou vrstvou. Na rozdiel od nefelometrie je detektor umiestneny
V smere osi lu¢a — ziarenie, ktoré prejde vzorkou je ochudobnené o rozptylenu zlozku Ziarenia.
Turbidimetria je vhodna pre koncentrovanejsie roztoky. [41, 42, 43]

Vysledky merania st znacne ovplyvnené podmienkami stanovovania. Hlavny vplyv
na namerané hodnoty ma vel'kost’ a tvar Castic. Ddlezitu Glohu hra aj faktor ¢asu. Je nutné
dodrziavat’ okamih od¢itania hodnoty na pristroji. Kvantifikacia je mozna metddou kalibracne;
krivky. [41]
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Obrazok 10: Schéma turbidimetrie [43]

2.9.2 Vysokoucinna kvapalinova chromatografia - HPLC

Chromatografia je separacnd metoda, ktora sluzi predovSetkym na kvalitativhu
a kvantitativnu analyzu vzoriek. Vzorka sa vnasa medzi vzajomne nemiesatelné fazy, ktoré
nazyvame stacionarna (nepohyblivd) a mobilna (pohyblivd) faza. Vzorka sa umiestiiuje
na zaciatok staciondrnej fazy a pohybom mobilnej fazy cez fazu staciondrnu je vzorka touto
sustavou undSand. Analyt sa behom separacie rozdel'uje medzi staciondrnu a mobilnt fazu.
Cas straveny v jednej alebo druhej fize zavisi od afinity latky k jednotlivym fizam.
V kvapalinovej chromatografii je mobilnou fazou kvapalina. [41, 44]

Vysokouc¢inna kvapalinova chromatografia (High Performance Liquid Chromatografy —
HPLC) predstavuje najuc¢innej$iu metodu chromatografického delenia s moznostou stanovenia
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analytov s velmi nizkymi koncentraciami, najméd organickych latok iV komplikovanych
matriciach. Jej hlavnymi sucastami sG zasobnik mobilnej fazy, pumpa, zariadenie
pre davkovanie vzorky, kolona, detektor spojeny so zapisovaCom. Jednotlivé sucasti
chromatografu st zoradené tak ako nimi postupne prechadza mobilna faza. [41]

Kvapalinu pretlaca systémom pumpa. Pre U¢innu separidciu je nutné¢ pouzit’ sorbent
s dostato¢ne malymi Casticami (radovo stotiny mm), ¢o vV kvapaline vytvara zna¢ny odpor.
Preto pumpa pracuje pod vysokym tlakom az niekol’kych MPa. Davkovaciu slu¢ku S0 zndmym
objemom naplnime roztokom vzorky a otofenim ventilu tato slu¢ku zaradime do pradu
mobilnej fazy, ktora unasa vzorku kolonou. [41, 44]

Kolona je trubica plnena stacionarnou fazou s velkym povrchom. Vyuzivaji sa napliové
kolony svelmi malymi Casticami, pribliznej velkosti 5-10 um. Tu dochadza
ku chromatografickému deleniu. [41, 44]

Detektor analyzuje mobilni fazu na vystupe z koldény a podava informaciu o jej zlozeni.
Predpoklada sa, Ze detektor je selektivny pre analyt a malo citlivy na mobilnu fazu. Vyuzivaja
sa detektory optické a elektrochemické. NajcastejSie pouzivané detektory st fotometricke,
refraktometrické a fluorescenéné, patriace do skupiny optickych detektorov. Ak roztoky
obsahuju zlozky oxidovatelné alebo redukovatel'né na polarizovatelnej elektrode, mozno
pouzit’ elektrochemické detektory — voltametrické alebo vodivostné. [41]

Charakteristika analytu je zaznamenana v chromatograme, teda zavislosti signalu detektora
od casu. Latku identifikujeme pomocou umiestnenia maxima piku v chromatograme, ktoré
zavisi od doby zdrzania (retencie) danej latky v koléne. Mnozstvo latky ur¢ime pomocou
plochy piku. Cim vyssi je obsah zlozky vo vzorke, tym viésia je plocha piku a jeho vyska.
[41, 44]

2.9.3 Metoda podl’a Nelsona a Somogyiho

Tato metdoda sa radi medzi spektrofotometrické metddy stanovovania cukrov. Metody
spektralnej analyzy vSeobecne st zalozené na interakcii hmoty a elektromagnetického Ziarenia.
Fotometricky sa stanovuju farebné latky alebo latky, ktoré absorbuju UV Ziarenie Bezfarebné
alebo malo farebné latky sa chemickou reakciou prevedi na intenzivne absorbujtce zliceniny.
[44, 45]

Metoda Somogyiho a Nelsona je zalozena na redukénych ucinkoch cukrov. Reakciou
mednatych idnov (Cu?*) s redukujicimi cukrami vznikaji med’né iény (Cu'), ktoré dalej
redukuju arzenomolybdénovu kyselinu na molybdénovi modru. [45]

3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Pouzité chemikalie
3.1.1 Stanovenie rastovych kriviek mikroorganizmu

- Lactobacillus MRS Broth (MRS Broth), HiMedia Laboratories Pvt. Ltd.
- Peptone, Bacteriological, HiMedia Laboratories Pvt. Ltd.

- Beef Extract Powder, HiMedia Laboratories Pvt. Ltd.

- Yeast Extract Powder, HiMedia Laboratories Pvt. Ltd.

26



- di-Ammoniumhydrogencitrate > 98% p.a., ACS, Carl Roth GmbH + Co. KG
- Octan sodny bezvody p.a., C2H3NaO2, Lach-Ner s.r.o.

— Siran hore¢naty bezvody ¢isty, MgSOs, Lach-Ner s.r.0.

- Siran manganaty monohydrat ¢isty, MnSO4 - H20, Lach-Ner s.r.o.

- Hydrogénfosfore¢nan didraselny p.a., K2HPO4, Lach-Ner s.r.o.

- Galaktosa DAB 6, CéH120s6, Lachema a.s.

- d-Xylosa nejéistsi, CsH100s, Spolek pro chemickou a hutni vyrobu a.s.

3.1.2 Stanovenie obsahu vlakniny podl’a Henneberga a Stohmanna

- Kyselina sirova 96% p.a., H2SOs, Lach-Ner s.r.o.
- Hydroxid sodny, mikroperly p.a., NaOH, Lach-Ner s.r.0.
- Etanol absolutni p.a., C2HsOH, Merck

3.1.3 Stanovenie obsahu celulézy

- Kyselina octova 99% p.a., C2H4Oz2, Lach-Ner s.r.o.
- Kyselina dusi¢na 65% p.a., HNOs, Lach-Ner s.r.o.
- Kyselina sirova 96% p.a., H2SOs4, Lach-Ner s.r.o.
- Etanol absolttny p.a., C2HsOH, Merck

3.1.4 Extrakcia hexanom

- Hexan ¢., CsH14, Lach-Ner s.r.o.

3.1.5 SSF

- Novozymes 50013 (celulazovy komplex)
- Novozymes 50010 (B-glukozidaza)

3.1.6 Stanovenie podl’a metody Somogyiho a Nelsona

- D-Glukoéza bezvoda p.a., CsH1206, Lach-Ner s.r.o.

- Vinan sodno-draselny tetrahydrat ¢., KNaCsH4Os - 4H20, Lach-Ner s.r.o.

- Hydrogénuhli¢itan sodny p.a., NaHCOs, Lachema a.s.

- Siran sodny bezvody ¢., Na2SQO4, Lach-Ner s.r.o.

- Uhli¢itan sodny bezvody, Na2COs, PENTA

- Siran med’naty pentahydrat p.a., CuSO4 - 5H20, Lach-Ner s.r.o.

- Siran sodny, Na2SOs4, Lach-Ner s.r.o.

- Molybdénan amonny pentahydrat p.a., (NH4)sM07024 - 5H20, Lach-Ner s.r.o0.,
- Kyselina sirova 96% p.a., H2SOa4, Lach-Ner s.r.o.

- Hydrogénarzéni¢nan sodny heptahydrat, Na2HAsO4 - 7H20, AlfaAesar



3.1.7 Priprava mobilnej fazy pre HPLC
- Kyselina sirova 96% p.a., H2SOs4, Lach-Ner s.r.o.

3.1.8 Priprava kalibra¢nych roztokov kyseliny mlie¢nej a kyseliny octovej

— Kyselina L(+)-mlé¢na 80 %, CsHsO3, PENTA s.r.0.
- Kyselina octova 99% p.a., C2H4Oz2, Lach-Ner s.r.o.

3.1.9 Uprava pH

- Kyselina sirova 96% p.a., H2SOa4, Lach-Ner s.r.o.
- Hydroxid sodny, mikroperly p.a., NaOH, Lach-Ner s.r.o.

3.2 Pouzité pristroje a pomocky

—  Analytické vahy Pioneer™ Ohaus

- Vahy elektronické Helago TS-300

- Vahy elektronické Scaltec SAS 50

- pH metr InoLab 720 SET, Merci s.r.o.

- Trepacka IKA lab dancer vario

- Spektrofotometer ThermoSpectronic Helios &
— Susiaren Binder FD 53

- Centrifuga Eppendorf Centrifuge 5417 R

- Chladnicka Indesit

- Chladnicka Gorenje

- Dvojplatiovy vari¢ Eta

- Termostat biologicky INB 300

- Trepacka Heidolph unimax 1010

- Inkubator Heidolph inkubator 1000

- Tlakovy hrniec Fagor Rapid Xpress

- Elektricky mixér Hyundai CHO 110, 300 W
- UV sterilny box BioAir Aura mini

- Mikropipety a bezné laboratorne sklo

— Trepaci inkubator BioSan ES-20

- Turbidimeter Ultrospec 10

3.3 Pouzity software

- Microsoft Word 2013
- Microsoft Excel 2013
- ChemSketch

- Empower Pro
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3.4 Pouzita kultara

Pre fermentéciu sa pouzila kultira Bacillus coagulans CCM 2013 a kulttra Lactobacillus
casei CCM 4798, ktoré pochadzaju z ¢eskej narodnej zbierky typovych kultur.

3.5 Pouzity substrat

Za substrat sa pouzili SupKky zo zrelych pomarancovych plodov odrody Navel pochadzajuce;j
z0 Spanielska.

3.6 Priprava roztokov, vzoriek a ¢inidiel
3.6.1 Priprava Zivnych médii pre stanovenie rastovych kriviek

Zivné média sa pripravovali dvojakym spdsobom. Pre kultivacie, pri ktorych sa porovnaval
rast mikroorganizmu pri rozdielnych teplotach a hodnotach pH, sa pripravilo kultivaéné
médium rozpustenim 5,52 g praskového média (MRS) v 100 ml destilovanej vody.
Pre kultivaciu, pri ktorej sa porovnaval rast mikroorganizmu na réznych sacharidoch sa
pripravili média so zloZzenim podl'a tabulky 3.

Tabulka 3: Navazky jednotlivych zloziek média na 100 ml destilovanej vody

G M zlozka [9]
Zlozka média 1 5
Pepton 1,000
Hoviadzi extrakt 1,000
Kvasni¢ny extrakt 0,500
Galaktoza 2,000 -
Xyloza - 2,000
Citran sodny 0,200
Hydrogénfosforecnan didraselny 0,200
Octan sodny 0,500
Siran horecnaty 0,010
Siran manganaty 0,005

Me¢dia sa pripravovali v Erlenmeyerovych bankach, ktoré sa uzatvarali zatkou. Pripravené
média sa pred samotnym zaockovanim vzdy sterilizovali.

3.6.2 Mechanicka prediprava substratu

Pomarancové Supky z pomarancov odst'avenych domacim odstavovacom sa mleli v mixéri
cca 2 minuty, aby sa ziskali ¢astice s menSim rozmerom v rozpéati 0,3-0,9 cm. Rozmixované
pomarancové Supky sa udrziavali v chlade v uzavretych plastovych nadobach.
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3.6.3 Priprava vzorky pre fermentacie

Fermentacie sa vykonavali na poévodnych pomarancovych Supkach ana hydrolyzatoch
pomarancovych Supiek. Pre fermentacie na pomarancovych Supkach bez upravy sa vyuzivali
suspenzie S rozmixovanymi pomarancovymi Supkami s koncentraciou 25 % w/v, ktoré sa
pripravili navazenim 25 g mletych pomarancovych Supiek a pridanim 75 ml destilovanej vody.
Takto pripravena vzorka ma hodnotu pH 2,8 +0,1.

Paralelne s mojou bakalarskou pracou sa robila bakalarska praca na tému Vyuziti odpadnich
materialit K pripravé hydrolyzatii pro fermentacni fazi, z ktorej sa pouzili produkty hydrolyzy
S najvacSou vytaznostou glukdzy. NajucinnejSou hydrolyzou bola enzymatickd hydrolyza
kombinaciou enzymov celulaza a B-glukozidaza.

3.6.4 Priprava zasobného roztoku glukozy o koncentracii 0,5 g-1 1

K priprave zasobného roztoku glukézy bolo navazenych 0,05 g glukézy s presnostou
na Styri desatinné miesta. Nasledne bola navazka gluk6zy kvantitativne prevedena do odmernej
banky a doplnena na 100 ml.

3.6.5 Priprava roztokov pre stanovenie redukujucich cukrov

3.6.5.1 Somogyiho cinidlo 1

Na pripravu Somogyiho ¢inidla I sa v 200 ml destilovanej vody rozpustilo a zmiesalo 12 g
vinanu draselno-sodného, 16 g hydrogénuhli¢itanu sodného a 18 g uhli¢itanu sodného. Potom
sa navazilo 144 g siranu sodného. Pripravena navazka Na2SOs sa za staleho mieSania pomaly
pridavala do 600 ml teplej vody. Pripravené roztoky sa zmiesali a ziskalo sa 800 ml Somogyiho
¢inidla I, ktoré sa uchovavalo na tmavom mieste vo fI'asi z tmavého skla.

3.6.5.2 Somogyiho cinidlo 11

Na pripravu Somogyiho ¢inidla II sa navazili 4 g pentahydratu siranu mednatého a 36 ¢
bezvodého siranu sodného. Navazky sa rozpustili a zmieSali v 200 ml destilovanej vody.
Cinidlo sa uchovavalo na tmavom mieste vo fl'asi z tmavého skla.

3.6.5.3 Nelsonovo cinidlo

Nelsonovo ¢inidlo sa pripravilo prvotne rozpustenim 25 g molybdénanu aménneho v 450 ml
destilovanej vody a pridanim 21 ml koncentrovanej kyseliny sirovej. Dalej sa k roztoku pridali
2 g heptahydratu hydrogénarzéni¢nanu sodného rozpustené v 25 ml destilovanej vody. Skor
ako sa ¢inidlo pouzilo bolo nutné ho nechat’ 48 hodin v termostate nastavenom na teplote 37 °C
bez pristupu svetla. Cinidlo sa uchovavalo na tmavom mieste vo fl'asi z tmavého skla.

3.6.6 Priprava mobilnej fazy pre HPLC

Ako mobilna faza na analyzu kyseliny mlie¢nej, Kyseliny octovej a kyseliny citronovej
metodou HPLC sa pouzil roztok kyseliny sirovej s koncentraciou 10-10° M. Tento roztok sa
pripravil v odmernej banke s objemom 1000 ml. Do odmernej banky sa pipetovalo 539 pl

30



koncentrovanej kyseliny sirovej a objem sa doplnil destilovanou a deionizovanou vodou po
rysku.

3.6.7 Priprava kalibra¢nych roztokov kyseliny mlie¢nej a Kyseliny octovej a kyseliny
citronovej

Pripravili sa kalibra¢né roztoky kyseliny mlie¢nej a kyseliny octovej tak, ze najprv sa
pripravil roztok s najvaésou koncentraciou. Nasledne sa postupnym riedenim pripravili roztoky
sniz§imi koncentraciami. Pre kalibraciu kyseliny mlie¢nej sa pripravilo 5 roztokov
s koncentraciami 0,1; 0,3; 0,5, 0,7 a 1 g-1"%. Pre kalibraciu kyseliny octovej a kyseliny citronove;
sa pripravili 3 roztoky s koncentraciami 0,1; 0,25 a 0,5 g1,

3.6.8 Priprava 2% roztoku NaOH na upravu pH

K priprave 2% roztoku NaOH bolo navazenych 0,2 g NaOH s presnostiou na Styri desatinné
miesta. Nasledne bola navazka hydroxidu kvantitativne prevedena do odmernej banky
a doplnena na 100 ml.

3.6.9 Priprava 1% roztoku H>SO4 na tpravu pH

K priprave 1% roztoku H2SO4 bolo napipetovanych 1,04 ml 96% H2SO4 do odmernej banky
a nasledne bola banka doplnena po rysku na 100 ml.

3.7 Odber vzoriek

Na analyzu bolo odoberanych 1,5 ml vzorky do centrifuga¢nych skiimaviek s objemom
2ml..

3.8 Pracovné postupy jednotlivych metod
3.8.1 Stanovenie rastovych kriviek mikroorganizmu

Najprv sa pripravilo 24-hodinové inokulum mikroorganizmu Bacillus coagulans. Z inokula
sa odobralo 10 ml, ktorymi sa zaockovali v§etky kultivaéné média s objemom 100 ml, ktoré sa
pripravili podla postupu pripravy Vv kapitole 3.6.1.. Banky s kultivaénymi médiami sa
umiestnili na trepacky nastavené na 150 otacok za mintitu. Aby sa pokryla rastova krivka aj
pocas noci, bolo nutné pripravit’ 2 sady baniek s ¢asovym rozstupom 12 hodin.

Sledoval sa priebeh rastu mikroorganizmu pri r6znych teplotach, pri r6znych hodnotach pH
a za pouzitia réznych sacharidov v kultivaénom médiu. Kultivacia prebiehala pri teplotach
35 °C, 45 °C a 55 °C nastavenych pomocou termostatu pri pdvodnom pH (6,5 + 0,2). Dalej
prebiehala kultivacia pri pH 3, pH 5 a pH 7, kazda pri teplote nastavenej na 45 °C. A na zaver
sa kultivovalo na médiach pripravenych podla postupu pripravy Vv kapitole 3.6.1. tak, Ze sa
sacharid gluko6za nahradil v jednom médiu galakt6zou a v druhom xylézou — vyskytujice sa
vV pomaran¢ovych plodoch. Tato kultivacia prebichala pri pévodnom pH as teplotou
nastavenou na 45 °C.
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Vzorky sa odoberali kazdé 2 hodiny po dobu 36 hodin do konstantnej hodnoty optickej
hustoty. Pre stanovenie priebehu rastu sa merala opticka hustota pomocou turbidimetra.

3.8.2 Stanovenie suSiny substratu

Najprv sa miska nechala 1 hodinu v suSiarni susit’ pri teplote 105 °C. Po vychladnuti sa
miska zvazila a nasledne sa do misky navazilo 5 g vzorky pomarancovych Supiek s presnostou
na Styri desatinné miesta. Miska s navazenymi Supkami sa nechala v suSiarni susit’ po dobu
90 minat ana teplote 130 °C. Po vysuSeni sa miska nechala vychladnit' v exsikatore
a po uplynuti cca 40 minat sa miska so vzorkou zvézila s presnost'ou na 4 desatinné miesta.
Meranie sa vykonalo pre kontrolu tri krat. Obsah suSiny sa vypocital podl'a nasledujtcich
vzt'ahov:

(m -m

miska so vzorkou

%

sucha miska)
susina = : 100 (4)
navazka

3.8.3 Stanovenie obsahu vlakniny podl’a Henneberga a Stohmanna

Do 500 ml destila¢nej banky sa navazili 2-3 g rozmixovanej vzorky pomaranc¢ovych Supiek.
Do banky sa pridalo 200 ml 5% kyseliny sirovej a banka sa varila 30 mintt pod spatnym
chladi¢om. Behom mierneho varu sa bankou niekol’kokrat zamiesalo. Po 30 minutach sa eSte
za hortca roztok filtroval cez fritu M2 a premyval hortcou destilovanou vodou. ZvySok
po filtracii vo frite sa kvantitativne previedol spét’ do destilacnej banky pomocou 200 ml 5%
hydroxidu sodného. Banka sa varila d’al$ich 30 minut pod spatnym chladicom. Po uplynuti
30 minuat sa roztok v banke znova filtroval cez fritu a premyval horticou vodou a etanolom.
Obsah frity sa susil pri 105 °C. Po vysuSeni a vychladnuti sa frita zvazila a vlozila do muflove;j

pece, kde sa obsah frity spalil pri teplote 650 °C. Po vychladnuti sa frita zvézila.
m m

Viaknina — "o suseni mpo spalpalov (5)

% __ Misknina .100 (6)

vlaknina —
navazka pomaranco

3.8.4 Stanovenie obsahu celulozy

Do 100 ml Erlenmeyerovej banky sa navazilo 0,8 g vzorky pomarancovych Supiek
s presnostou na 4 desatinné miesta. Vzapiti sa do banky pridalo 30 ml kyseliny octovej
a dusicnej (80% kyselina octova : konc. kyselina dusi¢na = 10 : 1). Banka sa ponorila do vriacej
vodnej lazne a po uplynuti 1 hodiny sa obsah banky kvantitativne previedol pomocou etanolu
do vopred zvazenej frity S3 a potom sa filtroval. Frita so vzorkou sa po premyti etanolom susila
4 hodiny v susiarni pri teplote 105 °C. Po uplynuti 4 hodin sa frita so vzorkou nechala chladit
v exsikatore a po vychladnuti sa zvazila. Vzorka sa pomocou etanolu previedla do 100 ml
Erlenmeyerovej banky. Banka sa so vzorkou a etanolom nechala vo vriacej vodnej lazni, az
kym sa vSetok etanol neodparil. Na to sa do banky pridalo 20 ml 72% kyseliny sirove;j.
Vzorka sa nechala hydrolyzovat’ na trepacke (120 rpm) pri teplote 30 °C. Obsah banky sa
kvantitativne previedol do frity S3 s vopred zmeranou hmotnost'ou pomocou etanolu , filtroval
sa anechal sa su$it' 4 hodiny v suSiarni. Po uplynuti tejto doby sa frita nechala chladit’
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v exsikatore a po ochladeni sa zvézila. Obsah celulozy vo vzorke sa vypocital pomocou
nasledujucich vztahov.

(m frita + vzorka pol.suseni M it )_ (m frita +vzorka po hydrolyze — m frita) 100 (7)
m

%

celuléza —
vzorka

3.8.5 Extrakcia hexanom

Oleje nachadzajuce sa v pomarancovych Supkach, ktoré spdsobuju inhibiciu rastu
mikroorganizmov sa extrahovali hexanom. Pomleté pomarancové Supky sa vlozili
do Erlemeyerovych baniek apridal sa hexan tak, aby boli vSetky Supky zaliate. Banky
SO Supkami sa nechali trepat’ na trepackach 12 hodin. Po uplynuti 12 hodin sa Supky prefiltrovali
a premyvali destilovanou vodou az do vymiznutia organickej fazy.

3.8.6 Fermentacie

3.8.6.1 SHF

Fermentacii sa vykonalo niekolko vZzdy podla stanovenych optiméalnych podmienok
mikroorganizmu, teda pri pH 7 a pri teplote 45 °C nastavenej v termostate.

V prvej sade sa fermentovalo na 25% wi/v suspenziach rozmixovanych pomarancovych
Supiek, kde prvy typ suspenzie bol pripraveny zo Supiek extrahovanych hexdnom podla
postupu popisanom V kapitole 3.8.5. a druhy typ suspenzie bol pripraveny z neextrahovanych
Supiek. Takto pripravené suspenzie sa zao¢kovali 10 ml 24-hodinového inokula kmena Bacillus
coagulans.

V druhej sade fermentacii boli substratmi produkty pochadzajlice z paralelne prebiehajuce;j
bakalarskej prace Vyuziti odpadnich materialu K pripravé hydrolyzatii pro fermentacni fazi,
teda hydrolyzaty pripravené z neextrahovanych pomarancovych Supiek. Prvym typom bol
hydrolyzat pripraveny z 25% w/v suspenzie pomletych Supiek za pouzitia enzymu celuldza.
Druhym typom bol hydrolyzat z 25% w/v suspenzie Supiek s vyuZitim kombinacie enzymov
celulaza a B-glukozidaza. Hydrolyzaty sa zaoCkovali 10 ml 24 hodinového inokula kmena
Bacillus coagulans.

V poslednej sade boli rozmixované Supky najprv extrahované hexanom (viz 3.8.5.).
Po extrakcii sa 25% wi/v suspenzia podrobila hydrolyze za pouzitia kombinacie enzymov
celulaza a B-glukozidaza (viz Vyuziti odpadnich materiali K pripravé  hydrolyzati
pro fermentacni fazi). V prvom pripade bol takto pripraveny hydrolyzat zaockovany 10 ml 24
hodinového inokula kmena Bacillus coagulans. V druhom pripade sa hydrolyzat zaockoval
10 ml 24-hodinového inokula kmena Lactobacillus casei.

Vzorky sa odoberali uz od ¢asu 0 v 12-hodinovych intervaloch po dobu 84 hodin.

3.8.6.2 SSF

Simultanna sacharifikacia a fermentdcia sa vykondvala na dvoch typoch rozmixovanych
pomarancovych Supiek. V prvom pripade sa mleté pomarancové Supky extrahovali hexdnom
(viz 2.8.5.) av druhom pripade sa pouzili mleté pomarancové Supky, ktoré sa nepodrobili
extrakcii. V pripravenej 25% w/v suspenzii Supiek sa upravilo pH na hodnotu pH 7. Dalej sa
k suspenzii Supiek pridalo 833 ul enzymu celuldza a 83,3 pl enzymu B-glukozidazy. Tato zmes
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sa zaoCkovala 10 ml 24-hodinového inokula kmena Bacillus coagulans. Kultivacie prebiechali
na trepackach nastavenych na 130 ota¢ok za minutu, temperovanych na teplotu 45 °C po dobu
84 h. Prva vzorka bola odobrata uz v ¢ase 0 a d’alej sa vzorky odoberali v 12-hodinovych
intervaloch.

3.8.7 Stanovenie kalibra¢nej krivky glukézy podla metédy Somogyiho a Nelsona

Na zostrojenie kalibracnej krivky bol pouZzity zasobny roztok glukézy s koncentraciou
0,5 g1, zktorého sa pripravil kalibraény rad skoncentraciami glukézy v jednotlivych
vzorkach od 0,02 g-1 po 0,2 g-1*t s krokom 0,02 g-1%.

Do kazdej skumavky sa pipetovalo 0,5 ml vzorky a 0,5 ml Somogyiho ¢inidla (I + Il
v pomere 4:1). Skimavky sa 10 minut zahrievali vo vriacej vodnej lazni. Po ochladeni
na laboratornu teplotu sa do kazdej skimavky pridalo 0,5 ml Nelsonovho ¢inidla a 3,5 ml
destilovanej vody. Skumavky sa premieSali na vortexe azmerala sa absorbancia
na spektrofotometri jednotlivych vzoriek proti blanku pri vlnovej dizke 530 nm. Blank bol
pripraveny obdobne ako vzorky, no namiesto 0,5 ml vzorky sa napipetovalo 0,5 ml destilovanej
vody.

3.8.8 Stanovenie redukujucich sacharidov podl’a metédy Somogyiho a Nelsona

Odobrané vzorky behom fermentacie sa dali centrifugovat’ (10 000 rpm po dobu 10 minut),
aby sa odstranil pevny podiel. Do kazdej skimavky sa pipetovalo 0,5 ml 500 krat zriedeného
supernatantu a 0,5 ml Somogyiho c¢inidla (I + Il v pomere 4:1). Skimavky sa 10 mintt
zahrievali vo vriacej vodnej lazni. Po ochladeni na laboratornu teplotu sa do kazdej skimavky
pridalo 0,5ml Nelsonovho Ccinidla a 3,5 ml destilovanej vody. Skumavky sa premiesali
na vortexe azmerala sa absorbancia na spektrofotometri jednotlivych vzoriek proti blanku
pri vinovej dizke 530 nm. Blank sa pripravil obdobne ako vzorky, no namiesto 0,5 ml vzorky
sa napipetovalo 0,5 ml destilovanej vody.

3.8.9 Analyza pomocou HPLC

Vzorky odobraté behom fermentacie sa centrifugovali (10 000 rpm po dobu 10 minut), aby
sa odstranil pevny podiel. Supernant sa podl'a potreby riedil 10 alebo 20-krat destilovanou
vodou. Zriedeny supernant sa prefiltroval do vialiek cez nylonovy filter s velkostou porov
45 ul pomocou striekaciek. Za mobilnu fazu pre stanovenie kyseliny mliecnej, kyseliny octove;j
akyseliny citronovej sa pouzil roztok Kkyseliny sirovej s koncentraciou 10-107° M.
Analyza prebiehala za prietoku 1ml-min™. Na stanovovanie bola pouzita, kolona Watrex
Polymer IEX H-form o rozmermoch 8 x 250 mm s predkolénou Watrex Polymer IEX H-form
o rozmeroch 40 x 8 mm. Pre detekciu bol pouzit UV/VIS detektor (Watters), ktory bol
nastaveny na vinovu dizku 210 nm.

3.9 Statistické spracovanie vysledkov

Vsetky namerané hodnoty boli stanovované trikrat a nasledne sa vypocital priemer tychto
hodnét pomocou funkcie PRIEMER v programe Microsoft Excel 2013. Hodnota intervalu
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spol'ahlivosti sa ziskala pomocou funkcie CONFIDENCE v tom istom programe. Ako hladina
Statistickej vyznamnosti sa zvolila hodnota a = 0,05.

4 VYSLEDKY A DISKUSIA

4.1 Turbidimetrické stanovenie rastovych Kkriviek

Sledoval sa priebeh rastu baktérie Bacillus coagulans za réznych podmienok, ktoré sa
priblizené v kapitole 3.8.1.. Priebeh rastu sa zaznamenal ako zavislost' turbidimetricky
stanovenej optickej hustoty (OD) na Case. VSetky namerané hodnoty spolu s intervalom
spolahlivosti st uvedené v tabulkdch v prilohe |. Chybové tsecky su prili§ malé, preto sa
do grafov neuvadzali.

Graf 1. Porovnanie zavislosti optickych hustot na case pri rozdielnych teplotiach
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Na grafe 1 je zobrazené porovnanie rastu mikroorganizmu Bacillus coagulans pri réznych
teplotach. Vo vsetkych pripadoch mala lag faza trvanie asi 4 hodiny. Pocas tejto fazy sa bunky
prispésobovali prostrediu. Dalej nasledovala faza exponencialneho rastu. Pri teplote 35 °C
nastala stacionarna faza uz asi v 20. hodine, zatial’ o pri teplote 45 °C nastala staciondrna faza
asi v 34. hodine. Hoci pri teplote 55 °C nastala stacionarna faza v 34. hodine, tak ako pri teplote
45 °C, vytazky biomasy st skoro dvojnasobne nizSie. Preto sa pre fermentécie zvolila teplota
45 °C.
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Graf 2: Porovnanie zavislosti optickych hustot na case pri rozdielnych pH
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Na grafe 2 si porovnané rastové krivky mikroorganizmu pri réznych hodnotach pH.
Pri kazdej hodnote pH trvala lag faza az 6 hodin, ¢o mohlo byt sposobené nedostatocnym
predhriatim Zivnych médii pred zao¢kovanim. Pri hodnote pH 3 sa dosahovali prili§ nizke

vytazky biomasy, z ¢oho sa usudilo, ze bolo nutné upravovat’ pH substratu pred fermentaciami,
ktorého povodna hodnota bola 2,82 + 0,14, pravdepodobne kvoli velkému vyskytu kyseliny
citrébnovej v pomarancovych Supkich. Pri hodnote pH 5 nastala stacionarna féza asi
v 28. hodine. Najvyssie vytazky biomasy sa dosiahli pri pH 7 a preto sa tato hodnota zvolila
pre fermentacie. Tu stacionarna faza nastala v 28. hodine.

Graf 3:Porovnanie zavislosti optickych hustot na case pri raste na rozdielnych sacharidoch
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V grafe 3 st porovnané priebehy rastu mikroorganizmu na Zivnych médiach obsahujtcich
rozne cukry, konkrétne galaktdézu a xylézu, ktoré sa vyskytuji v pomarancovych plodoch.
Na krivku popisujucu priebeh rastu na glukéze sa pouzili rovnaké hodnoty ako v tabulke 1
v prilohe 1, pri teplote 45 °C, pretoze médium obsahuje sacharid glukézu. Z grafu 3 mozno
vidiet, ze lag faza mala pri vSetkych krivkach priblizne rovnaké trvanie a to asi 4 hodiny. Rast
mikroorganizmu na galaktéze dosiahol stacionarnu fazu asi v 28. hodine. Stacionarna faza pri
raste na glukdze a xyldze nastava asi v 34. hodine, no najvyssie vytazky vobec dosahoval
mikroorganizmus na zivnhom médiu obsahujucom glukézu.

4.2 Stanovenie suSiny substratu

Tabulka 4: Namerané hodnoty a vysledky stanovenia vihkosti pomarancovych supiek

él’SIO M such4 miska M miska so M vysusena M navazka Susina [%] Priemerna
vzorky [9] vzorkou [9] | mavirka [0] [9] hodnota [%6]
1. 1,1758 2,3020 1,1262 5,0003 22,5227
2. 1,1847 2,3047 1,1200 5,0001 22,3996 22,6 £0,2
3. 1,1806 2,3233 1,1427 5,0001 22,8535
Obsah susiny pomarancovych Supiek sa stanovil pomocou vzt'ahu:
m.. -m. .. .
%Suﬁna _ ( miska so vzorkou sucha mlska) . 100 (4)

navazka

Pomarancové Supky obsahuju 22,6 + 0,2 % suSiny.

4.3 Stanovenie obsahu vlakniny podl’a Henneberga a Stohmanna

Tabulka 5: Namerané hodnoty avysledky stanovenia obsahu celulozy v pomarancovych
Supkdch

. Obsah . .
Cislo M navazka M po suseni | M po spaPovani | M viiknina vlaknin Priemerna
vzOrky | pomarana [0] [a] [] [a] ¥ | hodnota [%]

[%0]
1. 2,5003 20,4050 18,8286 1,5764 63,0484 645420
2. 2,5385 21,8822 20,2101 1,6721 65,8696 ’ ’
Obsah vlakniny v pomarancovych Supkéch bol stanoveny podl'a vzt'ahov:
M,y sknina = mpo suseni mpo spalpalov (5)
m..,..
%vléknina = Makoina -100 (6)
m

navazka pomaranco
Obsah vlakniny v pomaran¢ovych Supkach bol stanoveny na 63,05 % a Kontrolné meranie
na 65,87 %. Priemernéd hodnota obsahu vladkniny je priblizne 64,5 + 2,0 %.
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4.4 Stanovenie obsahu celulozy

Tabulka 6: Namerané hodnoty avysledky stanovenia obsahu celulozy v povodnych
pomarancovych supkach

v, M frita + M frita + Obsah . .
Cislo M sucha frita M navazka celul(')zy Priemerna
ka po 1. vzorka po
vzorky [q] [q] veor hodnota [%]
suseni [g] hydrolyze [g] [%]
1. 46,5870 0,8000 46,6981 46,5970 12,6375 131406
2. 43,5085 0,8001 43,6181 43,5101 13,4983 ’ ’

Tabulka 7: Namerané hodnoty a vysledky stanovenia obsahu celulozy v pomarancovych
Supkdch po enzymatickej hydrolyze kombinaciou enzymov celuldzy a p-glukozidazy

él'Sl() M cuen & m . M frita + M frita 1 vzorka Obsah Priemerna
sucha frita navazka
. rolyze lul()zy
vzork vzorka po 1 po hydroly: ce hodnota %
y [] [9] susent [0] lq] (%] [%6]
1. 40,0686 0,8003 40,0892 40,0689 2,5366 96401
2. 43,2451 0,8001 43,2669 43,2459 2,6247 ’ ’

Obsah celuldzy v povodnych pomarancovych Supkach a v hydrolyzate pomarancovych
Supiek sa stanovil podla vzorca:

(m frita + vzorka pol.suseni M ica )_ (m frita +vzorka po hydrolyze — m frita) 100
m

% (7)

celuléza —
vzorka

Obsah celuldzy v pévodnych pomarancovych Supkach sa stanovil na 13,1 + 0,6 %. Obsah
celulozy v hydrolyzate pomarancovych Supiek sa stanovil na 2,6 +0,1 %. Pdsobenim
kombinaciou enzymov celuldzy a B-glukozidazy zhydrolyzovalo 80,25 % pdvodného mnozstva
celulozy v pomarancovych Supkach.

4.5 Stanovenie obsahu kyseliny citronovej

Obsah kyseliny citronovej v substrate sa stanovil metodou HPLC. Koncentracia sa
vypocitala pomocou kalibracnej krivky uvedenej v prilohe bakalarskej prace. Priemerna
hodnota obsahu kyseliny citronovej v substrate bola 0,2236 + 0,0007 g-11.

4.6 Fermentacie

Fermentacie sa vykonavali podla postupu uvedeného Vv kapitole 3.8.6.. V jednotlivych
vzorkach odobratych pocas fermentacie v Casovych intervaloch uvedenych v postupe sa
stanovoval obsah redukujucich sacharidov, kyseliny mlie¢nej a kyseliny octovej. Obsah
redukujtcich sacharidov sa stanovil metodou Somogyiho-Nelsona podla postupu uvedeného
v kapitole 3.8.8. a obsah kyseliny mlie¢nej a kyseliny octovej sa stanovil pomocou HPLC podla
postupu uvedeného Vv kapitole 3.8.9..

Prva sada fermentdcii na extrahovanych aneextrahovanych mletych pomarancovych
Supkach mala nulové vytazky kyseliny mlieénej a kyseliny octovej. Metédou Somogyiho
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a Nelsona sa preukazalo, Ze obsah skvasitelnych cukrov v substrate bol prili§ nizky, aby
mikroorganizmus rastol. Substrat obsahoval najmai Struktirne polysacharidy.

V druhej sade fermentacii na substratoch obsahujucich hydrolyzaty (viz 3.6.3.) sa preukazala
pritomnost’ redukujicich cukrov metédou Somogyiho a Nelsona, no ich koncentracia bola
pocas celého priebehu fermentacie konstantna. Taktiez metdédou HPLC sa potvrdilo, Ze za cela
dobu fermenticie nevznikala kyselina mlie¢na a ani kyselina octova. Pomarancové Supky,
Z ktorych sa pripravili hydrolyzaty neboli extrahované a pravdepodobne dochadzalo k inhibicii
limonénom.

V tretej sade fermentacii, kde hydrolyzaty pochadzali z extrahovanych pomarancov sa
k fermentacii  pouzili mikroorganizmy Bacillus coagulans a Lactobacillus casei.
Somogyi-Nelsonovou metédou sa zaznamenal ubytok redukujicich sacharidov, s ktorym
vznikala kyselina mlie¢na a kyselina octova, ktoré sa analyzovali pomocou metédy HPLC.
Koncentracie jednotlivych latok sa vypocitali pomocou kalibra¢nych kriviek uvedenych
Vv prilohe. Hodnoty koncentrécii jednotlivych latok spolu s intervalom spol'ahlivosti su uvedené
v tabul’ke 1 v prilohe II. Tak ako pri rastovych krivkéach, chybové tsecky st prili§ malé aby sa
uviedli do grafov.

Graf 4: Priebeh fermentdcie metédou SHF vyuzitim kmena Bacillus coagulans
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Namerané hodnoty ztabulky 1 v prilohe II sa vyniesli do grafu 4. V grafe je mozné
pozorovat’ Ubytok redukujicich sacharidov, ktory sa ustalil asi v 60. hodine fermentacie.
Redukujuce sacharidy sa spotrebovavali na rast buniek kmena Bacillus coagulans a produkciu
metabolitov, ako kyselina mlie¢na a kyselina octova. Z grafu mozno usudit, Ze kyselina
mlieCna a kyselina octova sa uz od 60. hodiny d’alej netvorili.
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Graf 5: Priebeh fermentacie metodou SHF vyuzitim kmerna Lactobacillus casei
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Z nameranych hodnot uvedenych v tabul'kach 1 a 2 v prilohe II je vidiet, Ze pri fermentacii
mikroorganizmom Lactobacillus casei doslo k vdcsej spotrebe redukujicich sacharidov, no
najmi k d’aleko vysSej produkecii kyseliny mliecnej ako v pripade fermentacie bunkami kmena
Bacillus coagulans. Spotreba redukujucich sacharidov od 60. hodiny ostala nezmenena.

Produkcia kyseliny mlie¢nej sa ustalila v 48. hodine. Po¢as fermenticie dochadzalo tiez
k produkcii kyseliny octovej, ktorej koncentracia sa od 60. hodiny nemenila.

Graf 6. Priebeh fermentacie metodou SSF vyuzitim kmena Bacillus coagulans
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Simultannou sacharifikiciou a fermentaciou vznikala kyselina mlie¢na iba vtedy, ked
pomaran¢ové Supky boli extrahované hexanom podl'a postupu uvedeného Vv kapitole 3.8.6.2..
Na zaciatku bola koncentracia redukujucich sacharidov vel'mi nizka, no v 12. hodine sa jej
koncentracia znaéne zvysila, ked’ uz dochadzalo aj k tvorbe kyseliny mlie¢nej, ktorej produkcia
sa ustalila v 48. hodine. K produkcii kyseliny octovej dlht dobu nedochadzalo. Jej tvorba
nastala medzi 24. a 36. hodinou, no koncentracia kyseliny sa prili§ nezvic¢Sovala.

Graf 7: Celkové porovnanie vytazkov kyseliny mliecnej
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Vytazky kyseliny mlie¢nej sa ziskali iba z hydrolyzatov z pomarancovych Supiek
extrahovanych hexanom. Tieto fermentécie si navzajom porovnané v grafe 7. Porovnavaci graf
zobrazuje, ze Lactobacillus casei ma vyrazne vacsiu vytaznost kyseliny mlie¢nej ako Bacillus
coagulans. Vytazky kyseliny mlie¢nej metdédou SSF sti minimalne, ¢o mohlo byt spdsobené
rozdielnymi optimalnymi podmienkami pre mikroorganizmus a pre kombinaciu enzymov.
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5 ZAVER

Bakalarska préaca je zamerana na vyuzitie termotolerantnych kmenov na pripravu vybranych
metabolitov na hydrolyzatoch potravinového odpadu. Za potravinovy odpad boli vybrané Supy
z citrusovych plodov, konkrétne pomaranové Supky. A preto zvolenym termotolerantnym
kmenom bol Bacillus coagulans pre jeho vynimoéné vlastnosti, ked’ze znasa vysoké teploty
a nizke hodnoty pH. Primarnym metabolitom tohto kmena je kyselina mlie¢na, ktora ma velka
perspektivu v oblasti biologicky rozlozitel'nych plastov. Experimentélna Cast’ tejto bakalarske;j
prace sa zaoberala predovSetkym pripravou tejto kyseliny pomocou metddy samostatnej
hydrolyzy a fermentacie (SHF).

Pred samotnym za€atim fermentacii sa zistovalo za akych podmienok dochddza k najvicse;j
produkcii biomasy. Zistilo sa, Ze najvac¢si narast biomasy sa dosiahol pri teplote 45 °C a pH 7.
Tieto podmienky sa aplikovali pri fermentaciach.

V prvej sade fermentacii sa ako substrat pouzili pomleté Supy z plodov pomarancov.
Koncentracia substratu bola 25 % wi/v. V prvom pripade sa pomaranc¢ové Supy extrahovali
organickym ¢inidlom hexanom a v druhom pripade sa Supky neextrahovali. Tieto fermentacie
boli neuspesné, pretoze kyselina mlie¢na nevznikala. K produkcii metabolitov nedochédzalo,
pretoze v substrate sa nenachadzalo dostato¢né mnozstvo skvasitelnych sacharidov.

V druhej sade fermentacii boli substratom hydrolyzaty z pomarancov, ktoré sa neextrahovali
hexanom. Hydrolyzaty pochadzali zenzymatickej hydrolyzy 25% w/v suspenzie
pomaranc¢ovych Supiek, konkrétne iSlo 0 hydrolyzu enzymom celulaza a 0 hydrolyzu
kombinaciou enzymov p-glukozidazy a celuldzy. Ani tieto fermentacie neboli uspesSné.
Kyselina mlie¢na nevznikala zrejme preto, lebo Supy, z ktorych sa hydrolyzaty pripravovali,
neboli extrahované hexanom, a teda sa v substrate vyskytovalo mnozstvo esencialnych olejov,
sposobujucich inhibiciu rastu mikroorganizmov, ako je napriklad d-limonén.

V tretej sade sa na fermentaciu pouzili dva r6zne mikroorganizmy, aby sa zistilo, ¢i kyselina
mlieCna nevznikala kvoli nevhodnému substratu alebo mikroorganizmu. Druhym
mikroorganizmom bol Lactobacillus casei, ktory ma vysSiu vytaznost’ kyseliny mlie¢ne;.
Substratom bol hydrolyzat z 25% w/v suspenzie pomarancovych Supiek extrahovanych
hexanom. Na hydrolyzu sa pouzila kombinacia enzymov celulaza a B-glukozidaza. V tejto sade
kyselina mlieéna vznikala. Bacillus coagulans vyprodukoval 2,585+ 0,009 g-1*
a Lactobacillus casei dokonca az 7,33 + 0,06 g-1. Z toho vyplynulo, Ze pre fermentaciu Supiek
z pomaran¢ovych plodov odrody Navel bolo nevyhnutné Supy extrahovat organickym
¢inidlom, aby sa odstranili oleje inhibujice rast buniek.

Na zéaver sa testovala sucasna sacharifikdcia a fermenticia (SSF) na extrahovanych
a neextrahovanych Supach hexanom, vyuzitim kmena Bacillus coagulans. Fermentacia na
neextrahovanych Supach dopadla opdt’ neuspesne, no fermentaciou na Supach extrahovanych
hexdnom kyselina mlie¢na vznikala. Vytazok SSF &ini 0,33 0,01 g-1?, ¢o je velmi nizka
hodnota. To je pravdepodobne sposobené rozdielnymi optimalnymi podmienkami pre kmen
Bacillus coagulans apre kombinaciu enzymov celulaza a B-glukozidaza. Optimalne
podmienky pre rast organizmu Bacillus coagulans st 45 °C a pH 7. Hoci optimalna teplota pre
kombinaciu enzymov celulaza a B-glukozidaza je 45 °C, optimalnou hodnotou pH je 4,5.
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11 PRILOHA I

Tabulka 1: Namerané hodnoty optickych hustot pri roznych teplotach

¢as [h] oD
35°C 45 °C 55°C

0 - - -

2 0,04 + 0,02 0,08 0,01 0,05+ 0,01
4 0,06 + 0,04 0,1,0 + 0,02 0,06 + 0,04
6 0,09 £ 0,01 0,32 £ 0,03 0,134 + 0,006
8 0,13+ 0,03 0,82+ 0,03 0,15+ 0,03
10 0,25+ 0,02 1,20 £ 0,05 0,21+ 0,02
12 0,44 £ 0,02 1,50 £ 0,07 0,54 +0,01
14 0,62 + 0,04 1,74 +£0,02 0,91+ 0,02
16 0,82 + 0,03 1,98 £ 0,05 1,30 £ 0,04
18 1,08 +£0,01 2,16 + 0,04 1,60 £ 0,03
20 1,40 £ 0,05 2,22 £0,03 1,70 + 0,05
22 1,68 + 0,07 2,28 £ 0,05 1,80 £ 0,02
24 2,20 £ 0,04 2,279 £ 0,003 1,85+ 0,08
26 2,55+ 0,05 2,28+ 0,02 1,90 + 0,04
28 3,00 + 0,002 2,28 0,05 1,95+ 0,02
30 3,30 +£ 0,03 2,28+ 0,03 2,00 + 0,04
32 3,45+ 0,02 2,278 £ 0,001 2,005 £ 0,008
34 3,55+0,01 2,28 +0,01 2,05+ 0,05
36 3,55+ 0,001 2,28 +0,01 2,05+0,01
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Tabulka 2: Namerané hodnoty optickych hustot pri roznych hodnotach pH

¢as [h] Ob
pH 3 pH5 pH 7

0 - - -

2 0,01+0,01 0,04 + 0,02 0,05+ 0,01
4 0,03+0,01 0,06 0,01 0,06 = 0,02
6 0,04 + 0,03 0,07 + 0,05 0,09 £ 0,01
8 0,08 + 0,04 0,07 £ 0,04 0,12 £ 0,02
10 0,11+ 0,02 0,11+ 0,03 0,22 + 0,04
12 0,17 £ 0,01 0,20 + 0,02 0,33+ 0,07
14 0,23 +0,02 0,69 + 0,07 0,40 + 0,02
16 0,28 £ 0,02 1,14 + 0,02 0,61+ 0,05
18 0,30 + 0,06 1,403 + 0,005 0,84 + 0,03
20 0,31+ 0,04 1,80 £ 0,03 1,38 £ 0,06
22 0,32 +0,07 2,07+ 0,04 1,80 + 0,04
24 0,32+ 0,03 2,46 + 0,05 2,37 £0,02
26 0,32 +0,05 2,55+0,01 3,00 = 0,04
28 0,32 +0,02 2,610 + 0,007 3,12+ 0,05
30 0,32+ 0,03 2,61+ 0,02 3,36 £ 0,02
32 0,319 + 0,003 2,64 + 0,03 3,36 £ 0,03
34 0,320 + 0,005 2,64+ 0,01 3,359 + 0,009
36 0,32+0,01 2,64 +£0,01 3,36 0,01
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Tabulka 3: Namerané hodnoty optickych hustot pri raste na rozdielnych sacharidoch

x OD
¢as [h] R -
Galaktoza Xyloza

0 - -

2 0,02+ 0,01 0,01 +0,01
4 0,14+ 0,03 0,07 £ 0,02
6 0,26 + 0,04 0,15+ 0,04
8 0,48 £ 0,02 0,21+ 0,05
10 0,72 £0,02 0,27 + 0,07
12 0,90 + 0,06 0,51 +0,05
14 1,06 + 0,04 0,687 + 0,003
16 1,28 £ 0,05 0,92 £ 0,01
18 1,48 + 0,01 1,10 £ 0,02
20 1,772 + 0,006 1,32+ 0,04
22 2,22 + 0,05 1,52 + 0,04
24 2,40 = 0,04 1,74 £ 0,02
26 2,55+ 0,02 1,94 +0,01
28 2,60 +0,01 2,13+ 0,04
30 2,60 0,01 2,19+ 0,06
32 2,60 £ 0,01 2,28 +0,03
34 2,598 + 0,004 2,34 +0,01
36 2,60 +0,01 2,34 +0,01
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12 PRILOHA II

Tabulka 1: Namerané hodnoty koncentracii redukujucich sacharidov, kyseliny mliecnej

a kyseliny octovej pocas fermentdacie metodou SHF vyuzitim kmena Bacillus coagulans

¢as [h] C red. sacharidy [g'l'l] C kys. mlie¢na [g'l'l] C kys. octova [g'l'l]

0 26,0+ 0,3 - -

12 25,8 +0,2 0,144 + 0,004 0,172 + 0,009
24 254 +0,2 0,65+ 0,02 0,32+0,01
36 248 +0,2 1,58 £0,01 0,363 + 0,003
48 24,39 + 0,00 2,25+ 0,03 0,392 + 0,004
60 24,2+ 0,3 2,50+ 0,04 0,410 + 0,005
72 24,2+0,4 2,51+ 0,05 0,416 + 0,003
84 24,2 +0,2 2,59 +0,01 0,418 + 0,003

Tabulka 2: Namerané hodnoty koncentracii redukujucich sacharidov, Kyseliny mliecnej

a kyseliny octovej pocas fermentdacie metodou SHF vyuzitim kmena Lactobacillus casei

¢as [h] C red. sacharidy [g'l'l] C kys. mlie¢na [g'l'l] C kys. octova [g'l'l]

0 259+0,2 - -

12 25,7+0,1 0,74 + 0,05 -

24 251+0,2 3,28 £ 0,06 0,118 + 0,003
36 24,2 +0,3 6,41 + 0,02 0,261 + 0,001
48 23,8+0,2 7,25+ 0,03 0,389 + 0,001
60 238+0,4 7,31+ 0,02 0,487 + 0,001
72 23,8+0,3 7,35+ 0,07 0,488 + 0,003
84 23,8+0,2 7,33+ 0,06 0,57 +0,03

Tabulka 3: Namerané hodnoty koncentracii redukujucich sacharidov, kyseliny mliecnej

a kyseliny octovej pocas fermentdcie metodou SSF vyuzitim kmena Bacillus coagulans

¢as [h] C red. sacharidy [g'l'l] C kys. mlie¢na [g'l'l] C kys. octova [g'l'l]
0 0,45+0,14 - -
12 57+0,3 0,14 + 0,01 -
24 53+0,8 0,22 +0,01 -
36 3,604 0,29 +£0,00 0,0158 + 0,0001
48 2,2+0,2 0,32+0,01 0,017 £ 0,001
60 2,7+0,1 0,33+0,01 0,0173 + 0,0002
72 26=+0,2 0,32+0,01 0,0188 + 0,0002
84 29+0,1 0,33+0,01 0,024 + 0,001
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13 PRILOHA 11l

Kalibra¢na krivka pre glukoézu sa stanovila metodou Somogyiho a Nelsona podla postupu
uvedeného v kapitole 2.8.7.. Namerané hodnoty spolu s intervalom spolahlivosti su uvedené
v tabul’ke 1. Kalibra¢na krivka, regresna priamka a regresna rovnica st uvedené v grafe 1.

Tabulka 1: Kalibracna krivka glukozy ( metéda Somogyiho a Nelsona)

clg 1] As3o
0,02 0,109 + 0,001
0,04 0,205 + 0,001
0,06 0,300 + 0,001
0,08 0,397 +£ 0,001
0,1 0,490 + 0,001
0,12 0,573 +£ 0,001
0,14 0,675 + 0,005
0,16 0,775+ 0,001
0,18 0,872 +£ 0,001
0,2 0,964 + 0,001

Graf 1. Kalibracna krivka glukézy (metoda Somogyiho a Nelsona)
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14 PRILOHA 1V

Kalibra¢né krivky pre kyselinu citronovu, kyselinu mliecnu a kyselinu octovi boli stanovené
metodou  HPLC s kolonou Watrex PolymerlEX H-forma orozmeroch 8 x 250 mm
a detektorom Watters UV/VIS, ktory meral pri vlnovej dizke 210 nm. Kalibraéné roztoky sa
pripravili podl'a postupu pripravy v kapitole 2.6.7.. Vysledky a ich intervaly spolahlivosti su
uvedené v tabulkach 1, 2 a 3. Kalibracné krivky, regresné priamky a regresné rovnice su

uvedené v grafoch 1, 2 a 3.

Tabulka 1: Kalibracna krivka kyseliny citronovej (metoda HPLC)

Ko?r;;'f:_ﬂ?m Plocha piku [V-s]
0 00

100 174813 + 46984

250 389530 + 74562

500 845064 = 60072

Graf 1: Kalibracnad krivka kyseliny citronovej (metéda HPLC)
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Tabulka 2: Kalibracna krivka kyseliny mliecnej (metoda HPLC)

KO'[';‘;'?:?]'C'Z' Plocha piku [V's]
0 0+0
100 88547 = 2947
300 257942 + 3692
500 409481 + 2618
700 599914 + 40967
1000 785671 + 43006

Graf 2: Kalibracna krivka kyseliny mliecnej (metoda HPLC)
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Tabulka 3: Kalibracna krivka kyseliny octovej (metoda HPLC)

KOI[I:ST:Z?CM Plocha piku [V 5]
0 0+0
100 14364 + 2930
250 47586 + 15361
500 102454 + 3641
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Graf 3: Kalibracna krivka kyseliny octovej (metoda HPLC)
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