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ABSTRAKT

Cilem bakalafské prace bylo charakterizovat vybrané ceredlni substraty a na zakladé
vysledki skupinovych parametrii uréit nejvhodnéj$i substrdt pro vyuziti modelovymi
primyslovymi mikroorganismy.

Analyza celkovych polyfenolt, redukujicich sacharidd a celkovych sacharidi byla
provedena spektrofotometricky. Pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie
s refraktometrickou detekci byl zméfen obsah jednotlivych mono- a disacharidii. Sacharidy
byly z ceredlnich substratii extrahovany vodou a poté podrobeny kyselé hydrolyze.

Dva druhy ryzovych substrati byly dale vybrany jako nutri¢ni zdroje pro kultivaci dvou
modelovych primyslovych mikroorganismii: kvasinky Rhodotorula glutinis a bakterie
Bacillus subtilis. Substraty byly pred ptidavkem do produkéniho média upraveny chemickou
nebo enzymovou hydrolyzou a analyzovany. U mikroorganismli byla sledovana produkce
biomasy na rizn¢ upraveném typu odpadniho substratu.

ABSTRACT

The aim of this bachelor thesis was to characterize some cereal substrates. Based on the
results of group parameters the most suitable substrate for cultivation of model industrial
microorganisms was proposed.

Analysis of total phenolics, reducing sugars and total sugars was performed
spectrophotometrically. Using high-performance liquid chromatography with refractometry
index detection content of individual mono-and disaccharides was measured. Saccharides
were extracted from cereal substrates by water and then acid hydrolysis was applied.

Two rice substrates were then used as nutrition sources for cultivation of two model
industrial microorganisms: yeast Rhodotorula glutinis and bacterium Bacillus subtilis. Before
use to production media substrates were processed by chemical and enzyme hydrolysis and
analyzed. Production of microbial biomass in media with modified waste substrates was
evaluated.
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1 UVOD

V dnes$ni dob€ dochéazi k naristu odpadi ze zemédélskych a potravinaiskych vyrob.
Ve srovnani s jinymi odvétvimi hospodarstvi zpracovava ekonomicky néaro¢né suroviny,
proto je komplexni zpracovani zemédé€lskych produktd s minimalizaci tvorby odpada
a s jejich maximalnim vyuzitim nutnosti. Vyznam takového ptistupu se bude v budoucnu jesté
zvySovat v souvislosti s celosvétovym problémem zajiSténi vyzivy narustajici svétové
populace. Drtiva vétSina surovin pro potravinaisky primysl je ziskavana z obnovitelnych
zdroju — produkci biomasy rostlinného 1 zZivoc¢isného ptivodu [1].

Odpady ze zemédélské ¢innosti a potravinarské vyroby jsou velkym zdrojem organickych
latek (celulosa, hemicelulosa, lignin, bilkoviny, aminokyseliny, sacharidy), mineralnich latek
a energie. Tyto odpady diky vysokému podilu organickych latek jsou vhodné
k biochemickému zpracovani. Jejich dalSim vyuZitim mizZe byt zkrmovani hospodaiskymi
zvitaty, zpracovanim na aditiva apod. Tyto odpady maji Siroké vyuziti jako substraty pro
mikrobidlni rist, ¢imz ziskdvame dalsi uzite¢né produkty a enzymy [2].

Mezi nejvyznamnéjs$i enzymy slouzici k rozkladu odpadt potravinarskych vyrob slouzi
celulolytické, ligninolytické a pektolytické enzymy, které jsou produkovadny pomoci
mikroorganismt jako je Bacillus subtilis, Mucor flavus, Fusarium oxysporum, Penicillium
italicum, Clostridium cellulolyticum a dalsi [3].

Mezi velmi dilezité mikroorganismy se dnes fadi kvasinky produkujici karotenoidy, jako
je napiiklad Rhodotorula glutinis, Cystofilobasidium capitatum, Sporobolomyces roseus
a dalsi. Tyto kvasinky mohou byt vyuzity ke kultivaci na odpadech z riznych zeméd¢€lskych
vyrob. Karotenoidy jsou velmi U¢innymi antioxidanty. Diky svym vlastnostem nalezly
uplatnéni v mnoha primyslovych odvétvich.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Zakon o odpadech

Zakon o odpadech v plném znéni predstavuje zakon ¢.185/2001 Sb., o odpadech a zméné
nékterych dalSich zdkoni. Tento zdkon stanovuje pravidla pro ptedchazeni vzniku odpada
a pro nakladani s nimi [4].

2.2 Odpady ze zemédélské ¢innosti

2.2.1 Odpady rostlinného piivodu

Mezi odpady z rostlinné vyroby patii slama, bramborova nat, rFepny chrast, zeleninova
nat, silazni stavy, znehodnocena krmiva (zelena pice, seno, sildze, senaze), listi ovocnych
drevin, klest profezdvek ovocnych sadl, nadzemni hmota plodin na semeno po chemickém
oSetfeni (jeteloviny, luskoviny, olejniny). Ve vétSin€ piipadi jsou velkym zdrojem
organickych latek a mineralnich Zivin. Mezi nejcastéjsi zptsoby jejich vyuziti patii zkrmovani
hospodaiskymi zvitaty, sildzovani, pfimé hnojeni zemédélskych plodin a kompostovani [2].

2.2.1.1 Slama

Roé¢ni produkce sldmy jako odpadu dosahuje v Ceské republice piiblizné 7,5 mil. tun.
Pfitom pfevazuje slama obilnin (6,5 mil. tun). Zbytek tvofi slama fepky, luskovin a viceletych
picnin na semeno [2].

2.2.1.2 Bramborova nat’

Vznika jako odpad po dozrani bramborovych hliz pted jejich sklizni. Produkce naté zavisi
na odridé a terminu sklizné a pohybuje se vrozmezi 5 az 15 tun na hektar. Slozeni naté
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znehodnocena chemickym oSetfenim neboli desikaci [2].

2.2.1.3 Repny christ

Vznika jako vedlejsi produkt pii sklizni fepnych bulev, mize se jednat o cukrovku,
polocukrovku nebo krmnou fepu. Vyprodukované mnozstvi chrastu kolisd v zéavislosti
na terminu sklizn€, zpisobu sklizné¢ a vysce sefezu hlavy bulev, ktery se pohybuje
od 70 do 110 % hmotnosti bulev, coz v priméru predstavuje 30 tun na hektar [2].

2.2.1.4 Silazni §tavy

Silazni stavy jsou velmi agresivni a potencidlné toxicky zemédélsky odpad. Jejich
zévadnost spoc¢iva piedevsim ve vyssi koncentraci kvasnych organickych kyselin a dalSich
organickych latek, pii jejichz biologickém rozkladu se spotfebovava kyslik obsazeny ve vodé
a dostanou-li se do vodnich tokti a nadrzi, dochdzi k odumiréani rostlin a zivoc¢icht [2].



2.2.2 Odpady Zivoc¢isného piivodu

K nejdulezitéjsim odpadim zivocisného ptivodu z zZivocisné vyroby patii chlévska mrva,
mocuvka, kejda a hnojuvka. V misté jejich vzniku se vSak o odpad nejednd. Jejich vyznam
spociva v tom, Ze obsahuji cenné organické latky (celulosu, hemicelulosu, lignin, sacharidy,
aminokyseliny, bilkoviny, auxiny apod.), minerdlni Zziviny (N, P, K, Ca, Mg,
mikroelementy),mikroorganismy a rastové faktory. Jsou tak zdrojem latek pro tvorbu ptidniho
humusu a zvySovani zasoby Zivin v pudé [2].

2.2.2.1 Chlévska mrva

Jedna se o Cerstvou smés podestylky, tuhych a tekutych vykali hospodaiskych zvitat, ktera
se po spravné fermentaci (zrani) stdva chlévskym hnojem — cennym hnojivem [2].

2.2.2.2 Mocuvka

Mociivka je zkvasena moc¢ hospodarskych zvirat fedéna vodou. Obsahuje malé mnozstvi
organickych latek, ale relativné vys$si mnozstvi dusiku a drasliku a je proto povazovana pii
dodrzovani vsech aplika¢nich zasad za hodnotné dusikato-draselné hnojivo [2].

2.2.2.3 Hnojivka

Hnojuvka je tekutina, kterd vytéka na hnojisti z ulozeného hnoje v disledku snizeni jeji
retenéni kapacity pro vodu po mineralizaci ¢asti organické hmoty. Hlavni rozdil mezi
hnojivkou a mocivkou spociva v tom, Ze moctvka obsahuje jen malé mnozstvi mikrobt,
zatimco hnojivka je na mikroby bohata [2].

2.2.2.4 Kejda

Kejda je ¢astecné zkvasend smés tuhych a tekutych vykald hospodaiskych zvitat fedéna
vodou. Produkovéna je v bezstelivovych provozech pii ustdjeni na rostech. Tuhé a tekuté
vykaly propadéavaji roStem do sbérnych kanali nebo jsou zvifaty pies roSty proSlapavany
a vodou jsou splachovany do jimek. Podle pivodu se rozliSuje kejda skotu, prasat
a dritbeze [2].

2.3 Odpady potravinarského pramyslu

V potravindiském primyslu nevznikaji nebezpecné odpady. Témét vSechny dnesni odpady
lze ptepracovat s veétsi ¢i mens$i GCinnosti na zemédélsky ¢i jinak vyuzitelné druhotné
suroviny. Zpracovani potravinaiskych odpadid je velmi dualezité, protoze jde prevazné
o organicky odpad, ktery tvoii cennou druhotnou surovinu vhodnou piedevSim
na biochemické zpracovani. Dilezitymi odvétvimi potravindiského primyslu je vyroba cukru,
zpracovani mléka a vyroba mlécnych vyrobku, vyroba chleba a peciva, vyroba sladu a piva,
masna vyroba, vyroba napoju, jedlych olejl a tukii, vyroba drozdi a Skrobu, vyroba ¢okolady
a cukrovinek, zpracovani ovoce a zeleniny, vyroba alkoholickych a nealkoholickych népoji.
Ve vsech téchto provozech se produkuje velké mnozstvi odpadi, které je mozno zpracovat
a zuzitkovat. Tyto odpadové latky jsou vétSinou biologicky rozlozitelné a netoxické. Jejich
likvidace je jednodus$si nez likvidace odpadi z chemického primyslu. Odpady z potravi-
natského primyslu mizeme zuzitkovat takto: zpracovanim na krmiva, zpracovanim na aditiva
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do potravin, zpracovanim na rizné primyslové vyrobky (pefi, kize, rohovina atd.), jako
substraty (ziviny) na kultivaci mikroorganismii — fermenta¢ni cestou se takto ziskaji
napt. organické kyseliny, drozdi, ethylalkohol, aminokyseliny (z melasy), polysacharidy
(ze syrovatky) apod. Z nékterych vnitinosti hospodatskych zvitat se vyrabéji hormony, dale
jsou vnitfnosti vyuzitelné ke kompostovani a na vyrobu hnojiv. Pro potravindisky primysl
je typické, ze urcity podil surovin se stdva odpadem jiz ptfed pouzitim v technologickych
procesech, zejména z diivodu nesplnéni hygienickych pozadavkl na zpracovavanou surovinu.
Jedna se zejména prave o rostlinné a zivocisné produkty s vysokym obsahem tézkych kovi,
rezidui pesticidii, mykotoxint, choroboplodnych zarodkd, paraziti apod. [2, 5, 6].

2.3.1 Odpady z mlynarského primyslu

Krmné mouky vznikaji pfi mleti obilného zrna, hlavné pSeni¢ného a Zitného a jedna se o tzv.
zadni mouky, to jsou mouky nejhorsi kvality, které se vyznacuji tmavym zbarvenim. Obsahuji
zna¢né mnozstvi organickych a mineralnich latek. Otfruby jsou zbytky pii mlynském
zpracovani pSenice a zita, obsahujici prevazné obalové &asti zma. Cistirenské klicky se
ziskavaji pfi loupani a kartd€ovani zrna. Cilem té€chto operaci je odstranit oplodi, obalové
vrstvy zrna, kli¢ky a vousky, aby se zvysila trvanlivost mouky. Cistirenské kli¢ky obsahuji
vitaminy B a E, tuky, enzymy a popeloviny. Mlynské klicky se ziskavaji pti lusténi krupic
na mlecich valcich. Tvarem se podobaji vlockdm a obsahuji az 40 % otrub. Obsah hrubého
proteinu v susin¢ dosahuje az 25 % [2].

2.3.2 Odpady ze sladovnického prumyslu

K odpadiim ze sladovnického primyslu patii vycist, coz jsou zbytky vznikajici pfi tfidéni
je¢mene, dale sem patii splavky, které vyplouvaji na povrch pii maceni jeCmene, sladovy kveét
a odpadni maceci vody [2].

2.3.3 Odpady z pivovarského primyslu

Odpady pivovarského primyslu pifedstavuje pivovarské mlato, které tvoii nerozpustné
slozky sladu a dale latky, které pii rmutovani koagulovaly a zachytily se ve vrstvé mlata.
Pivovarské kvasnice jsou odpadni kvasnice, které se jiz nedaji pouzit jako zdkvas. Dal§imi
odpady jsou horke kaly, které vznikaji pii sedimentaci a filtraci mladiny a v neposledni fadé
odpadni vody [2].

2.3.4 Odpady ze §krobarenského priamyslu

Pti vyrobé Skrobu z brambor vznika jako hlavni odpad vldknina, ktera se lisuje nebo susi
a poté se pouziva ke zkrmovani pro hovézi dobytek. Vedlejsim produktem vyroby pSeni¢ného
Skrobu je lepek. Suchy jedly lepek se pouzivéa jako rostlinna aditivni bilkovina do riznych
vyrobki a jako surovina pro vyrobu polévkového koteni. Technicky lepek nachdzi uplatnéni
v obuvnickém primyslu. Z vyroby kukufi¢ného skrobu odpadé bilkovina gluten [1].
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2.3.5 Odpady z lihovarnického primyslu

Odpad zvany jako vypalky je zbytek tzv. zapary (ztekuceny a zcukieny Skrob, nasledné
prokvaseny), ktery je zbaveny lihu oddestilovanim. Lihovarska Sama ptedstavuje
vapenato-hotecnaté kaly vznikajici pii produkci vypalkl. Jako témét v kazdém pramyslu,
1 zde jsou odpadni vody [2].

2.3.6 Odpady z cukrovarnického priamyslu

Nejvyznamngj$im odpadnim produktem vyroby cukru je melasa obsahujici asi 50 %
sacharosy, 18 - 21 % raznych organickych latek, 9 - 12 % popela a 20 % vody. Melasa je
zakladni surovinou pro fermentacni procesy, vyuziva se zejména pro vyrobu lihu a drozdi, 1ze
ji vyuzit jako substrat pfi jinych fermentacnich vyrobach, napt. kyseliny citronové, stavelové,
maselné a mlécné, dale pfi vyrobé glycerolu, butanolu, acetonu, technického dextranu
a dalSich produktd, které se mohou pfipravovat fermentacnimi postupy. Melasa je také
vyuzivana jako substrat pfi produkci biomasy. Dal§im vyznamnym vedlejSim produktem
vyroby cukru jsou vyslazené rizky. Vyslazené ftizky jsou velmi hodnotnym krmivem.
Z propranych tizki se vyrabi dietni vlaknina. Dal$im zuzitkovdvanym vedlej§im produktem je
saturacni kal ziskdvany po Cefeni a saturaci difuzni $tavy. Saturacni kal obsahuje vysoké
mnozstvi uhli¢itanu vépenatého, mensi mnozstvi organickych latek, dusiku, kyseliny
fosfore¢né a sacharosy [1].

2.3.7 Odpady z tukového a olejaiského prumyslu

Pokrutiny vznikaji ve form¢ kolaci pfti lisovani semene na hydraulickych lisech. Pokrutiny
obsahuji 90-92 % suSiny, z toho 35 - 40 % dusikatych latek, 30 - 35 % bilkovin, 5 - 10 %
tuku, 8 - 12 % vlakniny. Pokrutinové sroty vznikaji po extrakci semen nebo predlisované
olejnaté suroviny a nasledném drceni a mleti vytvotrenych pokrutin. Nékteré Sroty se mohou
vyuzivat napi. k vyrobé kaseinu nebo aminokyselin. Slupky jsou odpadem pfi loupani
olejnatych rostlin. Pro vysokou energetickou hodnotu se vyuzivaji jako topivo nebo na vyrobu
furfuralu. Olejnaté kaly se tvori jako usazeniny v zdsobnich nadrzich na olej po vylisovani
semen anebo pii rafinaci oleje. Jejich podstatou jsou lecitiny, které patii do skupiny
fosfolipidli, obsahujicich esterové vazanou kyselinu fosfore¢nou. Pouzivaji se k vyrobé
hor$ich mydel, v tukovém primyslu jako emulgéatory. Dal§im odpadem tohoto primyslu je
olejnata drt semen [1, 2].

2.3.8 Odpady z konzervarenského primyslu

Obalove listy a kostaly kostdalovych zelenin piedstavuji nejvétsi objem odpadit pfi
zpracovani zeleniny. Obsahuji zhruba 10 % suSiny, 2,3 % sacharidd, 1,5 % vlakniny. Vylisky
jsou cennym vedlejsim produktem, ktery vznika pfi lisovani ovoce na ovocné stavy. Obsahuji
pfiblizn€ 24 % susiny, 7 % vlakniny, 1,4 % tuku, 1,5 % dusikatych latek. Semena plodovych
zelenin (rajcat, okurek) jsou velice hodnotnym produktem stejné jako semena dyni a jadra
z pecek peckového ovoce. Obsahuji dillezité mineralni latky vcetné stopovych prvka. Dalsi
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odpady konzervarenského primyslu jsou bramborové slupky, zeleninova nat a odpadni
vody [2].

2.3.9 Odpady z vinarského primyslu

Strapiny jsou zbytkem hroznl po odstranéni bobuli. Je u nich zvySeny obsah celulosy.
Semena obsahuji kolem 20 % oleje, ktery Ize ziskat extrakci organickym rozpoustédly a diky
dobrému zastoupeni mastnych kyselin se daji vyuzivat v potravinaiském pramyslu. Vylisky
vznikaji jako zbytek po vylisovani moStu ze rmutu. Obsahuji slupky bobuli, stfapiny
asemena. Je zde vySs$i obsah tfislovin, hotkych latek a kyseliny vinné. Kvasnicné kaly
vznikaji po vylisovani sedimentovanych kali a mrtvych kvasinek z prokvaseného mostu
na kalolisech. Lze je zpracovat na destilat a nebo z nich vyrabét vinan draselny a kyselinu
vinnou [2].

2.3.10 Odpady z drozd’arenského a kvasného pramyslu

Odpadni mycelium je smés, kterd vznika po extrakci kapalného podilu fermentace pii
vyrobé kyseliny citrénové a mlécné, antibiotik, rozpoustédel a jinych latek v kvasném
primyslu. Smés se zahusStuje na 30 % suSiny. Obsahuje 65-80 % organickych kyselin,
15-30 % dusikatych latek, nevyuzité cukry a mineralni latky. Odpadni drozdi a drozdarenské
kvasnicové mléko vznika jako vedlejsi produkt pti vyrobé drozdi. Tento odpad vynik4 vySSim
obsahem vitaminQ skupiny B [2].

2.3.11 Odpady z mlékarenského priumyslu

Syrovatku 1ze vyuzit k vyrobé laktosy, kterd ma velké vyuziti v potravinarském primyslu.
Milékarenské kaly vznikaji pii vyrobé riznych mléénych produktl, nejvhodnéjsi vyuziti
je spole¢né s nékterymi odpady z masného prumyslu [2].

2.3.12 Odpady z masného primyslu

K odpadti masného primyslu se tfadi krev, dale kosti, které¢ se déli na vysekové (65 %)
a technické (35 %). Vysekové kosti lze vyuzit k potravinatskym ucelim, napt. k ptipravé
polévek, technické kosti (kosti hlav, kosti koncetin apod.) se zpracovavaji rtznymi
technologickymi procesy. Extrakci a naslednym suSenim technickych kosti se ziskava kostni
moucka, kostni tuk a tekuty kostni vyvar. Rohovina zahrnuje rohy, kopyta a paznehty.
Rohovinu lze zpracovat na rGzné hydrolyzaty, peptony, natravené proteiny nebo Sroty.
Odpady z jatek a kafilérii patii mezi nejvyznamnéjsi odpady. DéEli se na obligatni jate¢né
odpady, coz jsou o¢ni a usni vykroje, hrtan, reprodukcéni organy apod. a na kafilérni odpady.
Zpracovavaji se na masové nebo masokostni moucky. Dale za odpady v masném primyslu
povazujeme obsahy zaludku, bachorii a predzaludkii, vyvary z masné vyroby a tukové
odpady [1, 2].
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2.4 Sacharidy — obecna c¢ast

Nazvem sacharidy se oznacuji polyhydroxyaldehydy a polyhydroxyketony, které obsahuji
v molekule minimalné tfi alifaticky vazané uhlikové atomy, a také slouceniny, které se z nich
tvoii vzajemnou kondenzaci za vzniku acetdlovych vazeb, tj. latky, ze kterych vznikaji
sacharidy hydrolyzou. K sacharidiim se také fadi slouceniny vzniklé ze sacharidii oxida¢nimi,
redukénimi, substituénimi a dalSimi reakcemi. Podle poctu atomut uhliku pfitomnych
v molekule rozeznavame triosy, tetrosy, pentosy, hexosy atd. Slouceniny s aldehydovou
funkéni skupinou se nazyvaji aldosy, a slouceniny s ketonovou skupinou se nazyvaji
ketosy [7].

2.5 Monosacharidy

Monosacharidy, tedy aldosy i ketosy, se podle poctu uhliki v fetézci déli na triosy, tetrosy,
pentosy, hexosy atd. Uhlikovy fetézec monosacharidii pfitomnych v potravinach byva
obvykle lineédrni, existuji vSak také monosacharidy s rozvétvenym fetézcem. Monosacharidy
se vyskytuji jako latky s volnou karbonylovou skupinou (acyklické latky) a jako cyklické
hemiacetaly téz nazyvané poloacetaly nebo laktoly. Triosy jsou vyhradné acyklickymi
latkami, tetrosy a vyS$i monosacharidy existuji prevazné v pétiClennych a Sesti¢lennych,
vyjimecné v sedmiclennych cyklickych strukturdch. Monosacharidy jsou béznymi slozkami
témef vSech potravin, ale jejich obsah je znacné proménlivy, stejné tak jako zastoupeni
jednotlivych cukrii. Nejbéznéjsimi monosacharidy v potravinach jsou obecné hexosy
a pentosy [7].

Podle postaveni -H a -OH na asymetrickém uhliku v sousedstvi skupiny -CH,OH je fadime
podle konvence do fady D a L, pfi¢emz ptirodni sacharidy patii témét ve vSech ptipadech
do tady D [8].

2.5.1 Glukosa

D-glukosa, nazyvana také hroznovym ¢i Skrobovym cukrem, byvd hlavnim monosacha-
ridem vétSiny potravin. D-glukosa je zékladni cukr v metabolismu a zdroj energie zivoCichu
a rostlin. D-glukosa se nachazi ve zralém ovoci, dale spolu s D-fruktosou v medu a v malém
mnozstvi v krvi. D-glukosa je stavebni jednotkou maltosy, laktosy a sacharosy a je
monomerem mnoha polysacharidii napt. skrobu, celulosy, glykogenu. Mnoho potravinatskych
procesti zafind hydrolyzou polysacharidi slozenych z glukosy a potom nésleduji procesy
zaloZené na vyuziti glukosy [7, 9].
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Obr. 1 Strukturni vzorec D-glukosy [10]

2.5.2 Fruktosa

D-fruktosa je dalsi dulezity cukr, ktery se bohaté vyskytuje v piirodé. Jako volny
je obsazen v ovoci a v medu. D-fruktosa je sladSi nez sacharosa, dobie rozpustna ve vodé
a v omezenych davkach je pfijatelna pro diabetiky. D-fruktosa je stavebni jednotkou mnoha
oligo- a polysacharidii. D-fruktosa se vyrabi hydrolyzou fruktani nebo se hydrolyzuje
z hydrolyzatu sacharosy. D-fruktosu je mozné vyrobit také enzymovou izomeraci
z D-glukosy, produkt se poté nazyva iso-glukosa [9].

Obr. 2 Strukturni vzorec D-fruktosy [11]

2.5.3 Mannosa a galaktosa

D-manosa je stavebni jednotkou skupiny polysacharidii galaktomananti, ze kterych se
ziskava hydrolyzou. Spolu s D-manosou se v téchto polysacharidech vyskytuje D-galaktosa,
ktera je navic soucasti polysacharidit v moiskych fasach. D-galaktosa se vyrabi z laktosy,
ktera se sklada z D-galaktosy a D-glukosy [9].

2.6 Oligosacharidy

Mezi oligosacharidy se fadi takové oligomery monosacharidi, u nichz jsou na sebe vazany
dvé az deset molekul monosacharidii glykosidovou vazbou. Oligosacharidy jsou tedy
glykosidy. Podle poctu jednotek se oligosacharidy déli na di-, tri-, tetra-, penta- az
dekasacharidy. Nejcastéji se v oligosacharidech vyskytuji hexosy. Disacharid mtze teoreticky
vznikat kondenzaci a- nebo B-anomerni hydroxylové skupiny monosacharidu s libovolnou
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hydroxylovou skupinou jiného monosacharidu. Kondenzuji-li vzajemné dvé poloacetalové
hydroxylové skupiny, vznikly disacharid neobsahuje volnou anomerni hydroxylovou skupinu,
a je proto neredukujici. V kazdém jiném piipad¢ vznika redukujici sacharid [7].

2.6.1 Sacharosa

Sacharosa (B-D-fruktofuranysol-a-D-glukopyranosid) se také oznacuje jako fepny nebo
titinovy cukr a je nejvyznamngj$im zastupcem neredukujicich disacharidi. Sacharosa je
cukrem velmi rozSifenym, syntetizuje ji vétSina eukaryotickych organismi i1 nékteré
prokaryotické mikroorganismy. Jako hlavni produkt fotosyntézy je bézn¢ pfitomna ve vyssich
rostlinach, kde ma ptredevs§im ulohu transportniho a rezervniho cukru. Hlavnim primyslovym
zdrojem sacharosy je cukrova titina a v nasich podminkach cukrova fepa. Sacharosa je
po hydrolyze na glukosu a fruktosu (enzymem invertasou) resorbovatelna a vyuzitelna jako
zdroj energie. Kyselou nebo enzymovou hydrolyzou, tzv. inverzi, se ze sacharosy vyrabi smés
D-glukosy a D-fruktosy zvana inertni cukr [7].

HO,

HO™" o

OH OH
Obr. 3 Strukturni vzorec sacharosy [12]

2.6.2 Maltosa

Maltosa (O-a-glukopyranosyl-(1—4)-D-glukopyranosa) je redukujici cukr, ktery je
stavebni jednotkou amylasy a nevétvenych c¢asti amylopektinu. Maltosa vznika enzymovou
hydrolyzou skrobu pomoci enzymu a-amylasy. Po hydrolyze na glukosu enzymem maltasou
(a-D-glukosidglukohydrolasou) je vyuzitelnym cukrem [9].

HO

HO™" ““OH
H
Obr. 4 Strukturni vzorec maltosy [13]
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2.6.3 Laktosa

Laktosa (O-p-galaktopyranosyl-(1—4)-D-glukopyranosa), je redukujicim disacharidem
vyskytujicim se v mléce savcil, a proto se nazyva také mléény cukr. Laktosa je vyuzitelnd
jako zdroj energie. Hydrolyzuje se na piislusSné monosacharidy enzymem laktasou
(B-galaktosidasou) v tenkém stievé. Laktasu produkuji také bakterie mlééného kvaseni, které
Stépi laktosu na az na mlé¢nou kyselinu [7].

OH

HO "OH
H

Obr. 5 Strukturni vzorec laktosy [14]

2.7 Polysacharidy

Polysacharidy neboli glykany se skladaji z vice nez deseti monosacharidovych jednotek
a obsahuji n¢kolik tisic, stovek tisic, az milion strukturnich (stavebnich) jednotek spojenych
vzajemné glykosidovymi vazbami [7].

Polysacharidy, které obsahuji ve své struktuie pouze jeden cukr, se nazyvaji
homopolysacharidy (Skrob, dextran, celulosa). Druha skupina, ktera se skldda zvice jak
jednoho cukru, se nazyva heteropolysacharidy. Polysacharidy, které obsahuji kyselé skupiny,
karboxylové nebo sulfonové, se také mohou nazyvat kyselé, druhd skupina jsou pak neutralni
sacharidy [9].

Za vyuzitelné polysacharidy se povazuji rostlinné Skroby (hlavni energeticky zdroj)
azivoCiSny glykogen. Mezi nevyuzitelné polysacharidy se tadi celulosa, hemicelulosy
a pektin, dale polysacharidy pouzivané jako aditivni latky (polysacharidy motskych fas,
mikrobidlni polysacharidy, rostlinné gumy a slizy, modifikované polysacharidy) a lignin,
z zivocisSnych polysacharidi je to chitin. Souhrnné se tyto latky nazyvaji vSeobecné
rozsifenym terminem vidknina [7].

2.71 Skrob

Skrob je hlavnim zasobnim polysacharidem rostlin, ktery slouZi jako pohotova zasoba
energie. Na rozdil od strukturnich polysacharidi, které jsou soucasti bunéénych stén, se skrob
nachdzi v organelach cytoplasmy nazyvanych plastidy, kde také probiha jeho biosyntéza [7].

Jako zasobni latka se nachézi v semenech (obili), v hlizdch (brambory), v kofenech
a nejrizngjSich plodech. Celosvétové se Skrob vyrabi nejvice z kukufice, pSenice, ryZe
a brambor. Skrob je glukan, ktery se sklada ze dvou makromolekul, z amylosy a amylo-
pektinu. Amylosa je linearni a-D-(1— 4)-glukan a proto je polymerem disacharidu maltosy.
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Molekula amylopektinu se skldda zftetézcti D-glukosovych jednotek védzanych a-(1—4)
vazbami, z nichz se po 10-100 jednotkach odvétvuji vazbou a-(1— 6) postranni fetézce [9].
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Obr. 6 Strukturni vzorec amylopektinu [15]
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Obr. 7 Strukturni vzorec amylosy [16]

Tab. 1 Obsah skrobu a jeho sloZeni ve vyznamnych zdrojich [7]

Potravina Skrob (%) Amylosa (%)
pSenice 59-72 24-29

Zito 52 —57 24 — 30
jeCmen 52-62 3844

oves 40 — 56 25-29
kukutice 65 — 75 24— 26

ryze 70 — 80 8—37
brambory 17 —24 20 —23

2.7.2 NeSkrobové polysacharidy

Celulosa je podobné jako Skrob vybudovana z polymertu tvofenych fetézci glukosovych
jednotek, které jsou vSak spojeny vazbou B-(1— 4). Celulosa je v pfirodé nejrozsifené;si
organickou slouceninou. Vyskytuje se jako zdkladni strukturni polysacharid bunéénych stén
vysSich rostlin. Nachdzi se také v zelenych fasach, houbach a vyjimecné i ve sténach bunck
jednoduchych motskych bezobratlych zivocichl. Celulosa tvoti v potravindch zna¢ny podil
neskrobovych polysacharidd, a to tzv. nerozpustné vldkniny [7, 17].

Pentosany jsou definovany jako polymery obsahujici v molekuldch podstatny podil pentos
(nejvic arabinosy a xylosy), vedle kterych vSak obsahuji i jiné slouceniny. Jde o pestrou
skupinu latek, které 1ze v zdsad¢€ rozdélit na pentosany nerozpustné ve vod¢, tzv. hemicelulosy
a pentosany rozpustné ve vod¢, neboli slizy [17].
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Polysacharidy nazyvané f-glukany a také B-(1— 3), (1— 4)-D-glukany nebo B-glukany se
smiSenymi vazbami se nachdzeji v zanedbatelném mnozstvi v bunéfnych sténach
dvoudéloznych rostlin, ale ve vétSim mnozstvi jsou pfitomny v bunéénych sténach nékterych
obilovin, kde tvofi az 30 % suSiny nékterych neskrobovych polysacharidi [7].

Obsah neskrobovych polysacharidii v pSenici a Zitu je jen 0,2-2 % hmotnosti zrna a obsah
v neloupanych zrnech ryze 1 -2 % [7].

2.8 Obilni suroviny (cerealie)

Pro lidskou vyzivu se pfimo (bez napf. chemického zpracovani) pouziva z obilovin
vyhradné zrno. Obiloviny (ceredlie) patii botanicky mezi traviny —Gramineae. Témét vSechny
znamé obiloviny patii do celedi lipnicovité, Poaceae. Vyjimku tvoii pohanka, patfici do
celedi rdesnovité - Polygonaceae. Spolecny botanicky plvod obilovin celedi lipnicovité
predurcuje jejich zna¢nou vzajemnou podobnost jak ve struktufe a tvorbé zrna, tak v jeho
chemickém sloZeni, tj. napf. vuspofdaddni obalovych vrstev zrna nebo v zastoupeni
jednotlivych aminokyselin v obilné bilkoviné nebo mastnych kyselin v tukovych slozkach.
Vlivem rbznych klimatickych podminek a b&éhem staleti Slechténi a péstovani se vsak
soucCasn¢ vytvorily odliSnosti mezi jednotlivymi botanickymi rody a druhy obilovin i mezi
jednotlivymi odriidami téhoZz druhu, napt. ve sloZeni a obsahu tzv. slizovitych latek, které
siln¢ vazou vodu, v obsahu tuku nebo v kvalit¢ bilkovin. Moznosti a vysledky Slechténi
poslednich desetileti roz¢lenily v mnoha piipadech i odriidy stejné obiloviny pro urcitd
specidlni pouziti. Dalsi teoretickou moznost ovlivnéni specifickych zpracovatelskych
vlastnosti ddvaji metody genového inzenyrstvi [17].

2.8.1 Morfologicka stavba zrna

Morfologickd stavba zrna vSech obilovin je zhruba stejna. Zrna se 1isi ptfedevs§im tvarem,
velikosti a podilem jednotlivych vrstev. Nejvrchnéjsi vrstvy (oplodi) pokozky maji za kol
chrénit zrno ptfed mechanickym poSkozenim a kratkodobymi u¢inky vody a Skodlivych latek.
Jsou proto tvofeny nerozpustnymi a obtizn€¢ bobtnajicimi materialy, pfedev§im celulosou.
Dalsi podpovrchové vrstvy (osemeni) nesou v bunikdch barviva a urcuji tak vnéjsi barevny
vzhled zrna. Dale n¢které dalsi vrstvy obsahuji polysacharidické latky, schopné do riizné miry
bobtnani a vdzani vody, ¢imz do jisté miry piispivaji k udrzovani rovnovahy vlhkosti zrna.
Vsechny tyto vrstvy tvofi pevnou houzevnatou vrstvu, ktera pti mleti zrna prechdzi do otrub.
Na rozhrani mezi obalovymi vrstvami a endospermem je mekéi jednoduchd vrstva velkych
bun¢k nazyvana aleuronova vrstva. Buiiky aleuronové vrstvy obsahuji vysoky podil bilkoviny
(cca 30 %), coZ je témét trojndsobek obsahu v endospermu. Tyto buiiky maji také nejvyssi
obsah mineralnich latek ze vSech bun¢k zrna. Pfed mlynskym zpracovanim je vzdy pfedem
odstraiiovan cely blok klicku, ktery velmi rychle podléha oxidacnim a enzymovym zméndm
a podstatn¢ by zhorSoval senzorickou kvalitu vyrobku. Pokud ma byt kli¢ek zpracovéan pro
dalsi potravinatské pouziti, musi byt inhibovany jeho enzymy béhem nékolika hodin [18].
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2.8.2 Chemické slozeni obilovin

Chemické slozeni vétSiny obilovin se pfilis nelisi. Daleko vétsi variabilita je ve slozeni
mezi odriidami jednoho druhu obili. Také pldni, klimatické a agrotechnické podminky maji
velmi vyrazny vliv na chemické slozeni zrna a v nékterych piipadech i na vlastnosti
jednotlivych slozek [19].

Tab. 2 Priimérny obsah makroZivin v ceredliich (ve 100 g sklizeného zrna) [20]

Cerealie Proteiny (g) Tuk (g) Sacharidy (g)
Psenice 12,6 2,7 72,4
Zito 11,0 2,4 82,0
Ryze (hnéda) 7,5 1,9 774
Kukufice 9.0 3,9 72,2
Proso 10,0 2,9 72,9
Oves 15,0 7,0 69,0

2.8.3 Sacharidy obilovin

V obilném zrnu Ize nalézt pestrou paletu sacharidi od jednoduchych cukrii
az po vysokomolekularni  polysacharidy. Ne¢které znich jsou ovSem obsazeny
v mikromnozZstvi, zatimco jiné ptedstavuji desitky procent z obsahu zrna. Obsahy sacharidl se
v jednotlivych odridach mohou vyrazné liSit a jsou ovliviiovany lokalnimi klimatickymi
a ptidnimi podminkami v daném roce a dodrzovanim agrotechnickych opatfeni [18].

2.8.4 Monosacharidy a oligosacharidy obilovin

Monosacharidy jsou zékladnimi stavebnimi jednotkami oligo- a polysacharidi. Volné se
vyskytuji ve zralych obilnych zrnech pouze v nepatrném mnozstvi, a to predev§im v klicku.
a hexosy (glukosa, fruktosa, galaktosa, mannosa). Ve zralém neporuseném a suchém zrnu se
oligosacharidy vyskytuji ve velmi nizkych koncentracich [17].

2.8.5 Polysacharidy obilovin

Z technologického hlediska jsou vedle bilkovin nejvyznamnéjsi skupinou biopolymeril
obilovin polysacharidy. Skrob je obsaZen v zrnech obilovin v endospermu. Jeho obsah tvofi
ptiblizn€ 60-75 % suSiny obilek a kolisa zhruba v uvedeném rozmezi podle odrid. Jeho obsah
v mouce, kterd je tvofena pievazné endospermem, je jesté vyssi —cca 80 % [17].

Skrob se v obilovinach a rostlinich vyskytuje ve form& Skrobovych zrn, ktera se
u jednotlivych druhti 1isi tvarem a velikosti [18].
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2.9 Ryze

Ryze, jako nejrozsifenéjsi obilovina pro piimou konzumaci, je péstovana nejvice
v asijskych a africkych zemich a z&asti v Americe. Ryze je jednou z nejhodnotnéjSich
potravin, ptes 85 % energie tvoii komplexni cukry, je lehce stravitelnd, neobsahuje zadny
cholesterol, ma pouze stopové mnozstvi tuku, neobsahuje sodik ani lepek, hnéda ryze nadto
obsahuje vysoké mnozstvi vlakniny [18, 20].

Ro¢ni svétova produkce je ptes 520 milionli tun, ¢imz se fadi na druhé misto za pSenici.
V nékterych zemich tvoti 80 - 90 % energetické spotfeby potravin. Nejvétsimi producenty
ryze jsou Cina (190 miliont tun roéné), Indie (124 miliont tun roén&) a Indonésie (50 miliond
tun rocné). Prognozy uvadeji odhad celosvétové sklizné ryze v roce 2025 na 880 miliont tun.

Barva obilky je bélava, Zluta az hnéda. Obilky ryZe obsahuji jen 7 % proteinti. Cenny je
vysoky obsah skrobu. Nejvice jsou cenény takové obilky, u kterych po oloupani a uhlazeni
ma endosperm barvu snc¢hové bilou, mén¢ zddané jsou druhy zbarvené zluté¢ az hnédé¢. Pri
loupani ryze i na modernich mlynskych strojich dochéazi k rozbiti ne¢kterych obilek, jejichz
podil ¢ini az 20 %. Pti v&tsim podilu zlomku ryZe se pouZziva jako surovina pro vyrobu Skrobu
nebo se zkvasuje [21].

Podle tvaru obilky rozezndvame tii formy: japonské s obilkou kratsi, indické s obilkou
delsi a javanské s obilkou téméft kulovitou [21].

Obr. 8 Rozliseni typii ryZe seté podle tvaru a velikosti obilky
1- japonska, 2 - indicka, 3 - javanska, vlevo neloupand, vpravo loupana [21]

Na tuzemském trhu se mtizeme setkat s bilou ryzi (sttedné- a dlouhozrnnou, ze které jsou
odstranény vSechny obaly), hnédou ryzi natural (nema odstranénou posledni obalovou vrstvu
obsahujici vitaminy a minerdlni latky), ryzi pololoupanou (ma slupku obrouSenou jen
castecne), ryzi ve varnych saccich, ryzi instantni a ryzi ,,parboiled* [20].

Ryze ,parboiled”, v posledni dobé velmi oblibena, se upravuje patentovanym
technologickym postupem vyvinutym v USA zhruba pifed padesati lety. Jedna se
o ¢tyifazovou hydrotermickou upravu zrna, pfi niz se po namaceni neloupané ryze (paddy)
plusobenim vysokotlaké pary vtlaci dovnitf zrna rozpusSténé vitaminy a minerdlni latky
z povrchovych vrstev. Takto opracované zrno se potom zpracovava stejn¢ jako bézné druhy
ryze, tzn. loupanim a leSténim, ovSem mineralni latky a vitaminy v zrnu zGstavaji. Pisobenim
zvySené teploty se méni i struktura Skrobu, coz se projevi na vativosti (ryze je velmi kypra
a nelepi se), udrzuje si sypkou konzistenci i po del§im vafeni nebo stani pii zvySené teploté.
Na skus je ponc¢kud pevnéjsi (tuzsi). Pti vareni absorbuje parboiled ryze vice vody, coz
zlepsSuje jeji vytéznost. Barva syrové parboiled ryze je zluta, varem vsak piejde v zative bilou.
V Upravé parboiled se prodava i ryze natural. Parboiled ryze je zvyzivového hlediska

21



hodnotnéjsi. Jeji energeticky obsah je jen nepatrn€ vyssi, ale obsah vitamin skupiny B,
véetné niacinu a kyseliny listové, je v porovnani s béznou loupanou ryzi, jak uvadéji odborna
hodnoceni, téméf dvojnasobny. Pokud jde o mnozstvi minerdlnich latek, expertni studie se
shoduji, Ze u sodiku a drasliku jsou hodnoty zhruba stejné jako u bézné ryze. Zatimco hoicik
a fosfor vykazuje mirné navysSeni, obsah vapniku a Zeleza dosahuje oproti klasické loupané
ryzi témet dvojnasobku [20].

V posledni dob¢ se objevily nové druhy ryZe, nabizejici pozoruhodné a dosud neznamé
prichuté. NejrozsifenéjSimi z nich je ryze basmati, ryZe jasminova, ryze carnaroli. Velmi
oblibena je rovnéz ryze divokad (pland, indidnskd, Wild rice, Manhoomin). Jeji nutri¢ni
hodnota je pomérné vysoka, obsahuje zejména vitaminy skupiny B a draslik a je vyznamnym
zdrojem vlakniny [20].

2.10 Vyuziti odpadnich materiali na bazi lignocelulosy pro vyrobu

bioethanolu

2.10.1 Charakteristika lignocelulosovych materiali

Materidly na bazi celulosy, mezi které patii zemédélské odpady jako obilna a kukufi¢na
slama, kukuti¢né oklasky, otruby a drt’ ze zpracovani obilovin a ryze, piedstavuji perspektivni
surovinu pro vyrobu biopaliv. Vzhledem k tomu, Ze se z velké ¢asti jedna o odpadni materialy
nebo Casti rostlin, které nemaji potravinaiské vyuziti, jejich zdroje jsou obnovitelné a jejich
cena je velmi nizk4, mohly by teoreticky pfedstavovat ideédlni surovinu pro biotechnologicky
proces.

Hlavni pfekazkou masivniho vyuZziti odpadni fytomasy je vSak zejména komplexita
materidlu, ktery kromé celulosy obsahuje i hemicelulosu a lignin, jez jsou vzdjemné pevné
provazany a tvoii komplexni rigidni matrici. Kromé téchto hlavnich tfi slozek se v malém
mnozstvi vyskytuji téz proteiny, pektiny, mineralni latky, taniny nebo tuky [22].
polymerem slozenym z D-glukosovych jednotek vazanych B-1,4 glykosidovymi vazbami
a v rostlinném materidlu se vyskytuje ptevazné v krystalické a v mensi mife i amorfni formé.
Jednotliva celulosova vldkna jsou organizovana do fibril, zpevnéna vodikovymi vazbami
a asociovana s dal$imi ochrannymi polymernimi strukturami, které jsou tvofeny zejména
ligninem a hemicelulosou [23].

Hemicelulosa zprostfedkovava spojeni mezi celulosovymi vladkny a ligninem a je slozena
pirevazné z pentos, hexos a uronovych kyselin, pficemz ptevazujici slozkou jsou xylany
a glukomanany [24].

Lignin, amorfni heteropolymer slozeny pievazné¢ z fenylpropanovych jednotek
(p-kumarylalkoholu, konyferylalkoholu a sinapylakoholu) tvofi nepropustnou prostorovou
strukturu odolnou vii¢i mikrobidlnimu rozkladu a oxidaci a z tohoto divodu piedstavuje
1 hlavni piekazku degradace lignocelulosového materidlu.
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2.10.2 Enzymova hydrolyza lignocelulosovych materiali

Lignocelulosovy materidl, ktery byl podroben fyzikdlné-chemickému procesu, je nutno
v dal§im kroku podrobit plsobeni celulolytickych enzymovych preparati, které jsou
komeréné dostupné, a které jsou schopné rozlozit polymerni fetézec celulosy tak, aby vznikly
redukujici cukry, které jsou vyuzitelné pifi fermentaci. Pfi rozkladu celulosy se uplatiuji
nejvice tfi typy enzymi — endoglukanasy, které Stépi polysacharidovy fetézec uvnitt
a produkuji smés oligosacharidii o rizné molekulové hmotnosti, exoglukanasy, které¢ Stépi
koncové fetézce poly- a oligosacharidii a uvolnuji z nich celobiosu a glukosu, zatimco
B-glukosidasy hydrolyzuji vzniklou celobiosu [25].

2.10.3 Fermentac¢ni vyroba bioethanolu

Lignocelulosové materidly jsou po ukonceni enzymové hydrolyzy pouzity pro pfipravu
médii pro navazujici biotechnologicky proces. Jelikoz vSak Casto obsahuji velmi zfedéné
roztoky zkvasitelnych sacharidii a jsou chudé i na zdroje ostatnich Zivin (dusik, fosfor,
stopové prvky, vitaminy), které jsou nezbytné pro metabolismus mikroorganismi, je nutné
tyto ziviny doplnit napt. pfiddnim kukufi¢nych vyluhli nebo kvasni¢ného extraktu pted tim,
nez je do média zaockovéana produkéni kultura. Pro tyto ucely je pouzivana kvasinka
Saccharomyces cerevisiae, z bakterii je jako producent ethanolu vhodna Zymomonas mobilis,
Casto je zminovana i termofilni anaerobni bakterie Clostridium thermocellum, kterd je
vzhledem k pfitomnosti celulosomu schopna zuzitkovat jak glukosu, tak i celobiosu
a celulosu, jeji nevyhodou je vSak nizka tolerance ke vznikajicimu ethanolu [26].

2.11 Vyroba a vyuZziti bioplynu

Pii vyrobé¢ bioplynu se jedna a anaerobni fermentaci (methanové kvaseni). Zjednodusené
lze uvést, ze tato technologie vyuzivand v bioplynovych stanicich je biologicky rozklad
organickych latek v anaerobnim prostfedi. Jedna se o bioenergetickou transformaci
organickych latek, pfi které nedochazi ke sniZeni jejich hnojivé hodnoty. Vyslednymi
produkty jsou biologicky stabilizovany substrat s vysokym hnojivym ucinkem a bioplyn
s obsahem 55-70 % methanu [27].

2.11.1 MozZnosti vyuziti bioplynu

Produkty anaerobni fermentace jsou bioplyn a biologicky stabilizovany substrat. Bioplyn
je vysoce kvalitni obnovitelny zdroj energie, ktery poskytuje celou fadu moznosti
energetického vyuziti. Je mozné jej vyuZivat podobné jako jind plynnd paliva. Mezi
nejcastéj$i zpuisoby vyuziti bioplynu patii: ptimé spalovani (topeni, suSeni, chlazeni, ohfev
uzitkové vody apod.), vyroba elektrické energie, ohfev teplonosného média a vyroba chladu,
pohon spalovacich motori nebo turbin pro ziskdni mechanické energie, vyuziti bioplynu
v palivovych ¢lancich [27].
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2.11.2 Zdroje pro vyrobu bioplynu

Nejvice materialti vhodnych pro vyrobu bioplynu je produkovéano v zeméd¢lstvi. Jedna se
zejména o exkrementy hospodaiskych zvitat, vedlejsi produkci z rostlinné vyroby a cilené
pestované energetické plodiny. Velké mnozstvi zbytkové biomasy je vyprodukovano také
v navazujicim potravindfském primyslu. Vyznamny potencidl pro budouci energetické
vyuziti v sob& zahrnuji také biologicky rozlozitelné komunalni odpady. Vyprodukovanou
biomasu lze rozdélit na dvé zdkladni skupiny — zdmérné péstovanou a odpadni [27].

2.12 Mikroorganismy roda Rhodotorula a Bacillus

Rhodotorula glutinis je vSeobecné znama jako karotenogenni kvasinka. RG je potencialné
uzitecna pro prumysl, protoze je schopna rist v riznych levnych zemédélskych surovinach
jako je st'ava cukrové titiny, raselinovy extrakt, syrovatka, hroznovy most, fepna melasa [28].
Karotenoidy jsou dulezité ptirodni pigmenty zluté, oranzové a ¢ervené barvy, nalezeny Siroce
u mikroorganismii a rostlin. Primyslové karotenoidni pigmenty jako je B-karoten jsou
pouzivany jako pfirodni barviva potravin nebo krmiv a jako doplnkové latky v zemédélstvi.
B-karoten je oranZovo-Cervené barvivo zrodiny karotenoidl, ktery vykazuje protinddorové
a antioxidacni vlastnosti [29].

Rod Bacillus je velmi rozsahly a v pfirod¢ velmi roz$ifeny. Jeho druhy maji bohaté
enzymové vybaveni, takze mohou rozkladat nejriznéjsi organické slouceniny. Vétsina druhii
ma velmi aktivni amylolytické enzymy, které §tépi Skrob, fada druhiit ma pektolytické
enzymy, které $té€pi rostlinné pektiny, a vétSina druhti ma velmi aktivni proteolytické enzymy.
Urcité druhy slouzi pro primyslovou ptipravu enzymi. Druh Bacillus subtilis je v ptirodé
nejrozsirenéjsi a je témet vSudypritomny. Tvoii malé peritrichni buiiky a produkuje nékolik
polypeptidovych antibiotik. Bakteridlni amylasy ziskané z BS se uplatiiuji v pivovarstvi
a v textilnim primyslu, proteinasy se pouzivaji predevsim do pracich prostedkut [30].

Zastupci obou uvedenych druht jsou vhodnymi modelovymi systémy k testovani
vyuzitelnosti primyslovych odpadnich substrati k produkci dalSich typt fyziologicky
1 primyslové vyznamnych metabolitd.
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3 CIL PRACE

Cilem prace bylo analyzovat obsah sacharidii a glykosidi v riznych druzich ryze a dalsich
cerealnich substratech, sledovat jejich zmény v pribéhu chemické a enzymové hydrolyzy
a testovat jejich mozné vyuziti primyslovymi mikroorganismy.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie, pristroje, material

4.1.1 Pouzité chemikalie

Uhli¢itan sodny bezvody p.a. - LachNer (CR)
Hydrogenuhli¢itan sodny p.a. - LachNer (CR)

Siran sodny bezvody p.a. - LachNer (CR)

Vinan sodno-draselny tetrahydrat p.a. - Lachema (CR)
Siran méd'naty pentahydrat p.a. - Lachema (CR)
Molybdenan amonny p.a. - Mach Chemikélie (CR)
Hydrogenarseni¢nan sodny heptahydrat, 98% - Sigma-Aldrich (Indie)
Fenol p.a. - LachNer (CR)

Kyselina sirova, 96% - LachNer (CR)
HexakyanozZelezitan draselny p.a.- Lachema (CR)
Octan zine¢naty dihydrat p.a. LachNer (CR)
Kyselina octova, 99,8% - LachNer (CR)

Dusitan sodny p.a. - LachNer (CR)

Chlorid hlinity p.a. - LachNer (CR)

Hydroxid sodny p.a. - Lachner (CR)

Methanol p.a. - LachNer (CR)

Nitril kyseliny octové, 99,9% - LachNer (CR)
Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo

Kyselina chlorovodikové, 35% - LachNer (CR)

Siran manganaty, 99% - Sigma-Aldrich (Japonsko)
Pepton, bakteriological - HiMedia (Italie)

Beef Extract Powder - HiMedia (Italie)

D-glukosa monohydrat p.a. - LachNer (CR)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a. - LachNer (CR)
Siran amonny p.a. - LachNer (CR)

Siran hofeénaty heptahydrat p.a. - Lachema (CR)

4.1.2 Pouzité pristroje

Spektrofotometr — Helios 6, Unicam (Velké Britanie)
Spektrofotometr — Helios a, ThermoSpectronic (Velka Britanie)
Analytické vahy — Boeco (Némecko)

Vortex —TK3S, TecnoKartell (Némecko)

Vortex — Heidolph, Vitrum (Némecko)

Mikropipety — Discovery (Némecko)

Mikropipety — BioHit Proline (Finsko)

Centrifuga — U — 32, Boeco (Némecko)
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Vodni lazen — EL — 20D, Kavalier (CR)

Centrifuga — C — 28, Boeco (Né¢mecko)

Centrifuga — Mikro 200, Vitrum (Némecko)

Ultrazvuk — PS02000 ultrasonic compact cleaner 1,25L, PowerSonic (SR)
Filtry — MS®™ Nylon Syringe Filter, velikost porti 0,45 pm

Analyza sacharidii pomoci HPLC/RI
Kolona — Supelcosil, LC-NH,, 5 um, 4,6 x 250 mm, Supelco
Drzék predkolony — KJO-4282, Ecom (CR)
Ptedkolony — NHj, 4 x 3,0 mm, AJO-4302, Phenomenex
Soustava HPLC, Ecom spol. s r.0. (CR):
Detektor — RIDK 102, Laboratorni piistroje Praha
Termostat — LCO 101 — Column oven
Gradient — Gradient programmer GP5, Ecom (CR)
Pumpa — LCP 4020, Ecom (CR)
Degaser — DG-1210
Vyhodnocovaci program Clarity (verze 2.5.6.99)

4.1.3 Pouzity material

Ryze:

Long grain white rice, 1 kg

Long grain white rice, varné sacky
Ryze Bask, 1 kg

SOS Clasic, 1 kg

SOS Long, 1 kg

Ryze dlouhozrnné loupana,

Menu zlaté

Menu zlaté Parboiled

Albert Bio

Lagris, ryze dlouhozrnna

Lagris, ryze dlouhozrnné Parboiled
RyZe natural BIO

Ostatni substraty:

Jable¢na vlaknina, Provita
PSeni¢né otruby, Evit

Babic¢¢iny vaje¢né nudle, Anirex
Vajecné téstoviny, Ideal Slovakia

4.1.4 Pouzité mikroorganismy a enzymy

Ke kultivaci byly pouzity tyto mikroorganismy:
Rhodotorula glutinis RG 20-2-33
Bacillus subtilis subsp. subtilis CCM 2722



Enzymy pouzité na enzymovou hydrolyzu:

AMG - amyloglukosidasa ~ Novo, exo-1,4-0-D-glukosidasa  (glukoamylasa),  vznik
ze submerzni fermentace pomoci Aspergillus niger. Hydrolyzuje 1,4-o a a 1,6-a-glykosidické
vazby ve Skrobu. Odstépuje jednotky z neredukujiciho konce. Top. = 75 °C, pHope. = 4 [31].

Viscozyme — tekuty  multienzymovy komplex obsahujici arabinasu, [-glukanasu,
hemicelulasu, celulasu a xylanasu. Je produkovany Aspergillus acetuleatus s aktivitou
100 FBG fungalnich  B-glukanasovych jednotek na gram. To= 25-55 °C,
pHopt.: 3,3 - 5,5 [32]

4.2 Stanoveni celkovych polyfenoli

Stanoveni celkovych polyfenolii bylo provedeno spektrofotometricky pfi 750 nm za pouZiti
Folin-Ciocalteuova ¢inidla [33].

Byl pfipraven nasyceny roztok Na,COs (7,5 g Na,COs bylo rozpusténo v 95 ml vody)
a zfedény roztok Folin-Ciocalteuova ¢inidla v poméru s vodou 1:9.

Vzorky byly navdzeny na pozadované mnozstvi s piesnosti na 4 desetinnd mista
a rozpustény v pozadovaném mnozstvi vody, vzorky byly extrahovany ve vodé po dobu
1 hodiny. Poté tato pfipravend smés byla centrifugovana pti 6000 otackach po dobu 5 minut.
Pti vlastnim stanoveni bylo do zkumavky vzdy napipetovano po 1 ml zfedéného FC ¢inidla,
Il ml vody a 100 pl extraktu. Roztok byl ve zkumavkach promichdn anechdn stat. Po
5 minutach byl do kazdé zkumavky napipetovan 1 ml nasyceného roztoku uhli¢itanu sodného
a op¢t bylo vSe dobfe promichdno. Po 15 minutdch byla zméfena absorbance pii vinové délce
A =750 nm proti slepému vzorku.

4.3 Stanoveni celkovych flavonoidii

Stanoveni celkovych flavonoidii bylo provedeno spektrofotometricky smichanim vzorku
s vodou, dale za ucasti 5% roztoku NaNO,, 10% AICl; a 1M NaOH, absorbance byla zmétena
pii vinové délce A = 510 nm. Pfed méfenim byl pfipraven 5% roztok dusitanu sodného,
10% chlorid sodny a 1M hydroxid sodny [34].

Vzorky byly navaZzeny na pozadované mnoZzstvi s piesnosti na 4 desetinnd mista
a rozpustény v pozadovaném mnozstvi vody a byly extrahovany ve vod¢ po dobu 1 hodiny.
Poté byla smés centrifugovana pii 6000 otackdch po dobu 5 minut. Do zkumavky bylo
pipetovano 0,5 ml extraktu a 1,5 ml destilované vody. Poté bylo pfidano 0,2 ml 5% roztoku
dusitanu sodného, dikladné¢ promichano a nechano 5 minut stat. Poté bylo ptfiddno 0,2 ml
10% roztoku chloridu hlinitého, opét diikladné promichdno a nechano 5 minut stdt. Nyni byl
piidan 1 ml destilované vody. Po 15 minutach byla zméfena absorbance pii vinové délce
A =510 nm proti slepému vzorku (fyziologickému roztoku).

4.4 Stanoveni celkovych sacharida dle Duboise

Nejprve byl ptipraven roztok 5% fenolu, dale roztoky Carrez I (106 g hexakyanozelezitanu
draselného bylo doplnéno v odmérné baiice vodou na objem 1000 ml) a Carrez II
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(219 g octanu zinec¢natého a 30 ml ledové kyseliny octové bylo doplnéno v odmérné baiice
vodou na objem 1000 ml) [9].

Vzorky byly rozemlety v mlynku, poZzadované mnozstvi bylo navazeno s ptesnosti
na 4 desetinnd mista a rozpusténo v pozadovaném mnozstvi vody. Smés byla extrahovana
po dobu 3 hodin. Poté byly pfidany cetici roztoky Carrez I a za stalého michani Carrez II
(mnozstvi Carrez I a Carrez II musi odpovidat 10 % celkového mnozstvi) a poté byla smés
odstfedéna pii 6000 ot. po dobu 5 minut.

Celkové sacharidy byly stanoveny spektrofotometricky podle Duboise. Ke stanoveni byl
pipetovan 1 ml extraktu vzorku, k nému byl pfidan 1 ml 5% fenolu a 5 ml konc. H,SO4. Smés
byla protiepana a ponechana stat pii laboratorni teploté po dobu 30 minut. Absorbance byla
zmétena pii vinové délce A =490 nm proti slepému vzorku [35].

4.5 Stanoveni redukujicich sacharidi podle Somogyi-Nelsona

Nejprve byly pfipraveny roztoky Somogyi-Nelsona. Roztok I byl pfipraven smisenim 24 g
bezvodého uhlic¢itanu sodného (Na,CO3), 16 g hydrogenuhli¢itanu sodného (NaHCOs), 144 g
bezvodého siranu sodného (Na,SO4), 12 g vinanu sodno-draselného a vSe bylo rozpusténo
v 800 ml destilované vody. Roztok II byl pfipraven smisenim 4 g pentahydratu siranu
médnatého (CuSO4-5H,0), 24 g bezvodého siranu sodného a vSe bylo rozpusténo v 200 ml
destilované vody. Roztok III byl pfipraven smisenim 25 g molybdenanu amonného
rozpusténého ve 450 ml destilované vody, 21 ml koncentrované kyseliny sirové, 3 g
heptahydratu hydrogenarseni¢cnanu sodného (Na,HAsOs 7H,0) rozpusténého v 25 ml
destilované vody. Roztok byl nechan stat 48 hodin ve tmé pfi laboratorni teploté [36].

Vzorek ryze byl rozemlet v mlynku, pozadované mnozstvi bylo zvéazeno s ptesnosti
na 4 desetinnd mista a vzorek byl extrahovan ve vodé po dobu 3 hodin. Poté byl pfidan Cefici
roztok Carrez I a za stalého michani byl pfidavan roztok Carrez Il (mnozstvi Carrez I
a Carrez I musi odpovidat 10 % celkového mnozstvi). Smés byla centrifugovana
pti 6000 otackéach po dobu 5 minut.

K 1 ml roztoku vzorku bylo ptidano 0,5 ml roztoku I a 0,5 ml roztoku II. Zkumavky byly
umistény na vrouci vodni lazenn a byly vafeny po dobu 10 minut. Poté byly zkumavky
ochlazeny vodou, bylo pfidano 0,5 ml roztoku III, dobfe promichano (az se vznikly Cu,O
rozpustil) a destilovanou vodou bylo doplnéno na objem 10 ml. Nakonec byla zméiena
absorbance pti vinové délce A = 720 nm proti slepému vzorku [36].

4.6 Analyza sacharidu ve vzorcich po kyselé hydrolyze

Nejprve byl pfipraven roztok 50% methanolu, roztok 1,2 M HCIl a nasyceny roztok
NaHCOs (9,6 g na 100 g vody).

Navazka vzorku byla pfesypana do varné baiiky, bylo pfidano 50 ml 50% methanolu
a30ml 1,2 M kyseliny chlorovodikové a ve vodni lazni zahiaté na 100 °C ponechéano
hydrolyzovat 2 hodiny. Poté¢ bylo pH roztoku wupraveno na pH = 3 roztokem
hydrogenuhli¢itanu sodné¢ho. Dale byl vzorek zfiltrovan pies gazu, objem byl zmétfen
ve valcich a centrifugovano pti 6000 otackach po dobu 5 minut. Takto pfipraveny vzorek byl
pouzit pro stanoveni redukujicich sacharidii podle Somogyi-Nelsona - viz kap. 3.5. Zbytek
byl zfiltrovan ptes mikrofiltr a centrifugovano pii 10000 otackach po dobu 5 minut. Takto
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ptipraveny roztok byl pouzit pro pfimé nastiiky na kolonu k analyze mono- a disacharida. Pti
pripravé kysele hydrolyzovaného substratu pro produkéni médium byla zména v upravovani
pH. pH bylo upravovano pomoci krystalki NaOH na pH = 6 a poté doplnéno vodou
na pozadovany objem.

4.7 Analyza mono- a disacharida ve vzorcich pomoci metody HPLC

Vzorek byl rozemlet v mlynku, pozadované mnozstvi vzorku navazené s presnosti na
4 desetinna mista bylo extrahovdno ve vodé. Vzorek extrahovadn ve vodé 3 hodiny byl
vycCefen Carrezovymi Cinidly a poté centrifugovan pti 6000 otackadch po dobu 5 minut,
zfiltrovan pies mikrofiltr a znovu centrifugovan pii 10000 otackach po dobu 10 minut. Takto
ptipraveny roztok byl pouzit k pfimému nésttiku na kolonu.

Stanoveni sacharidi bylo provedeno metodou HPLC, kde byla pouZita kolona Supelcosil,
LC-NH,. Jako mobilni faze byl pouzit acetonitril : H,O v poméru 75 : 25. Pritok byl nastaven
pro mono- a disacharidy na 1,0 ml/min. Detekce byla provedena pomoci refraktometrického
detektoru.

4.8 Analyza sacharidii ve vzorcich po enzymové hydrolyze

Vybrana neloupana a loupana ryze byla podrobena enzymové hydrolyze. Na hydrolyzu
bylo pouzito na 1000 ml 30 g ryze rozemlet¢ v mlynku. Pfipravené mnoZzstvi ryze bylo
rozpusténo ve vysterilovaném kultivacnim médiu, ptidano 2,7 ml 100krat zfedéného enzymu
AMG a 2,7 ml 100krat zfedéného enzymu Viscozyme a ponechdno stat 24 hodin.
Po 2. sterilaci byla zaockovana kvasinky Rhodotorula glutinis, u druhého experimentu
bakterie Bacillus subtilis. Po 80 hodinach u kvasinky a 30 hodinach u bakterie byla ukon¢ena
kultivace mikroorganismut. K analyze byly odebirany vzorky po 1. sterilaci, po enzymové
hydrolyze, po 2. sterilaci a po ukonceni kultivace mikroorganismi.

4.9 Kaultivace mikroorganismii

Kvasinka Rhodotorula glutinis patii mezi mezofilni, aerobni mikroorganismy. Jejich
kultivace na produk¢nich médiich byla provadéna pfti teploté 25 °C za neustdlého tfepani
a osvétleni kvuli tvorbé karotenoidli po dobu 80 hodin. Sterilace kultivacnich médii byla
provedena v tlakovém hrnci po dobu 30 minut.

Bakterie Bacillus subtilis patii mezi aerobni a fakultativné anaerobni mikroorganismy.
Jejich kultivace na produkcénich médiich byla provadéna pii teploté 30 °C za neustalého
ttepani po dobu 30 hodin.

Sterilace kultiva¢nich médii byla provedena v tlakovém hrnci po dobu 30 minut.

4.9.1 Inokulum I

Pro kazdy mikroorganismus bylo pfipraveno inokulum I o pozadovaném mnozstvi tak, aby
pomér INO I: INO II byl 1 : 5. Do ptipraveného vysterilovaného a vychladnutého inokula I
byly naockovany tfi plné klicky zasobni kultury dostupnych na Petriho miskéach. Slozeni
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inokula I je uvedeno v tabulkach, zvlast’ pro sloZeni inokula I pro kvasinku, které¢ je uvedeno
v tab. 3 a slozeni inokula I pro bakterii je uvedeno v fab. 4. Kultivace probihala po dobu 24

hodin.

Tab. 3 Slozeni inokula I pro kvasinku
SloZeni MnoZstvi
Glukosa 40 g
KH2PO4 5 g

(NH4)ZSO4 5 g
MgS04-7H,0 0,696 g

Kvasni¢ny autolyzat 7g
Vodovodni voda 1000 ml

Tab. 4 Slozeni inokula I pro bakterii

SloZeni MnoZstvi
Pepton 5g
Beef Extract 3g
MHSO4 0,1 g
Destilovana voda 1000 ml

4.9.2 Inokulum II

Pro kvasinku bylo pfipraveno inokulum II tak, aby pomér INO LINO II byl 1:5.
Po vysterilovani a vychladnuti inokula II bylo inokulum I sterilné¢ ptelito do inokula II
a kultivovano po dobu 24 hodin. Toto inokulum II jiz tvofilo zéklad pro kultivaci produkénich
médii. Slozeni inokula II je uvedeno v tab. 5.

Tab. 5 Slozeni inokula IT

SloZeni MnoZstvi
Glukosa 40 g
KH2P04 5 g
(NH4)ZSO4 5 g
MgSO4-7H,0 0,696 g
Kvasni¢ny autolyzat 7¢g
Vodovodni voda 1000 ml

4.9.3 Produkéni média

Pro inokulum II u kvasinek a pro inokulum I u bakterii byla pfipravena produkéni média.
Zaklad produkénich médii byl stejny, u kvasinek je uveden v fab. 6 a u bakterii v tab. 7.
Rozdily slozeni médii ve zdroji uhliku jsou pro kvasinky a bakterie uvedeny v tab. 8. Jako
zdroj uhliku byla pouzita glukosa (kontrola), dale loupand a neloupana ryze, kterd byla volné
extrahovana ve vode¢, kysele hydrolyzovana a enzymové hydrolyzovana. U kvasinek bylo
prilito takové mnozstvi INO II do produkéniho média, aby pomér INO II : produkéni médium
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byl 1:5. U bakterii byly steriln¢ pipetovany 3 ml INO I do produkénich médii. Produkéni
média u kvasinek byla kultivovana po dobu 80 hodin a u bakterii po dobu 30 hodin.

Tab. 6 Slozeni produkcéniho média u kvasinek — zaklad

SloZeni Mnozstvi
KH2P04 4 g
(NH4)ZSO4 4 g
MgSO47H,0 0,696 g
Vodovodni voda 1000 ml

Tab. 7 Slozeni produkcniho média u bakterii — zaklad

SloZeni MnoZstvi
Pepton 10g
Beef Extract 6g
MnSOq4 0,lg
Destilovana voda 1000 ml

Tab. 8 Slozeni produkcnich médii (kvasinky, bakterie

Nazev ‘ SloZeni
Extrakce ve vodé
Kontrola zéklad + glukosa 30 g/1
Loupana ryze zéaklad + loupana ryze 30 g/l
Neloupana ryze | zaklad + neloupand ryze 30 g/l
Kysela hydrolyza
Loupana ryze zaklad + loupana ryze 30 g/l
Neloupana ryze | zaklad + neloupand ryze 30 g/l
Enzymova hydrolyza
Loupana ryze zaklad + loupana ryze 30 g/l
Neloupana ryze | zéklad + neloupana ryze 30 g/l
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Stanoveni celkovych polyfenoli

Stanoveni celkovych polyfenoli bylo provedeno podle postupu uvedené¢ho v predchozi
kapitole (viz kap. 4.2). Stanoveni bylo provedeno spektrofotometricky a kazdy vzorek byl
zméften tiikrat proti slepému vzorku. Namétené hodnoty absorbance byly pievedeny pomoci
regresni rovnice A = 1,4974 - ¢ na skutecné koncentrace polyfenolt z nichz byl vypocten
pramér a které jsou uvedeny v tab. 9. Graficky znazornény obsah celkovych polyfenoli je
uveden nize v grafu 1 spolecné s obsahem celkovych flavonoidi.

Tab. 9 Prumérny obsah celkovych polyfenolit v jednotlivych druzich ryze

Obsah (mg/100g
Vzorek vyrobku)

Long grain white rice, 1 kg 17,09 + 0,09
Long grain white rice, varné sacky 33,30+ 1,08
Ryze Bask, 1 kg 21,38 £ 1,28
SOS Clasic, 1 kg 28,59 £ 0,55
SOS Long, 1 kg 21,92+ 0,77
Ryze dlouhozrnna loupana, 20,79 £ 0,38
Menu zlaté 31,16 £ 1,02
Menu zlaté Parboiled 31,91 £0,98
Lagris, ryze dlouhozrnna 26,26 + 0,57
Lagris, ryze dlouhozrnna Parboiled 25,44 +0,16
RyZe natural BIO 55,96 + 0,44

Primérné hodnoty celkovych polyfenoli se pohybovaly v rozmezi od 17,09 mg/100 g
vyrobku do 33,30 mg/100 g vyrobku. Vyjimku zde tvofila Ryze natural BIO, kterd méla
prumérny obsah celkovych polyfenoli 55,96 mg/100 g vyrobku.

Nejvyssi prumérny obsah celkovych polyfenoli obsahovala ryze s nazvem RyZe natural
BIO. Tato ryze byla neloupana a po extrakci ve vode byl zjistény nejvyssi obsah polyfenoli
ze vSech zkoumanych ryzi. Vysoky obsah celkovych polyfenolt obsahovala ryze s ndzvem
Long grain white rice ve varnych saccich, nejméné ryze s nazvem Long grain white rice
v baleni 1 kg. Spolu s ryzi Long grain white rice ve varnych saccich méla vysoké mnozstvi
ryze Menu zlaté Parboiled, kterd je zpracovana hydrotermickou upravou Parboiled. Dalsi ryze
zpracovana touto technikou byla Lagris, ryZe dlouhozrnna Parboiled, kterd méla srovnatelny
obsah celkovych polyfenolt jako Lagris, ryze dlouhozrnna. Celkovée ryze Menu zlaté a Menu
zlaté Parboiled mély vysoky obsah celkovych polyfenolii oproti ostatnim ryzim. Dalsi ryze,
ktera méla zvyseny obsah celkovych polyfenolii se nazyva SOS Clasic, kterd ma kulaté zrna,
zatimco ryze SOS Long, kterda mé dlouha zrna, obsahuje vyrazné niz$i mnozstvi celkovych
polyfenoli. Mnozstvi fenolickych latek bylo méteno jako doplitkovy parametr k orientacnimu
posouzeni slozeni glykosidu ryze.
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5.2 Stanoveni celkovych flavonoidii

Stanoveni celkovych flavonoidi bylo provedeno spektrofotometricky podle postupu
v predchozi kapitole (viz kap. 4.3). Kazdy vzorek byl zméfen tfikrat, naméfené hodnoty
absorbance byly pfevedeny pomoci regresni rovnice A = 3,1541 - ¢ na skutecné koncentrace,
znichz byl vypocten prumér. Tyto hodnoty jsou uvedeny v tab. 10 spolecné s hodnotami
podilu celkovych flavonoidu z celkovych polyfenoli. Graficky zndzornény obsah celkovych
flavonoidii je uveden v grafu 1 spoletné sobsahem celkovych polyfenolt. Grafické
znazornéni podilu celkovych flavonoidu z celkovych polyfenolt je uvedeno v grafu 2.

Tab. 10 Primeérny obsah celkovych flavonoidu v jednotlivych druzich ryze

Podil celkovych
Obsah flavonoidu z celkovych
Vzorek (mg/100g vyrobku) polyfenoli [%]
Long grain white rice, 1 kg 2,45+ 0,07 14,32
Long grain white rice, varné sacky 6,79 +£ 0,03 20,40
Ryze Bask, 1 kg 5,42 +0,18 25,35
SOS Clasic, 1 kg 5,52+0,15 19,32
SOS Long, 1 kg 4,30 +0,28 19,60
Ryze dlouhozrnna loupana, 3,34 + 0,04 16,05
Menu zlaté 5,89 +£0,23 18,90
Menu zlaté Parboiled 6,08 +0,07 19,05
Lagris, ryze dlouhozrnna 6,68 +0,18 25,43
Lagris, ryze dlouhozrnna Parboiled 4,46 £ 0,04 17,54
Ryze natural BIO 8,13+ 0,26 14,53
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Primérné obsahy celkovych flavonoidii v téchto vzorcich ryzi si jsou hodné podobné.
Ovsem stejné jak u celkovych polyfenoli byl nejvyssi obsah celkovych flavonoidi u ryze
s ndzvem RyZe natural BIO, kde zrna ryZe byla rozemleta. Vysoky primérny obsah ma také
ryze s ndzvem Long grain white rice ve varnych saccich. Velmi blizko je této ryzi Lagris, ryze
dlouhozrnna, kterd u celkovych polyfenoli méla zvySeny obsah. Ryze Menu zlaté a Menu
zlaté Parboiled maji opét vyssi obsah celkovych flavonoidl, stejné, jak tomu bylo
u celkovych polyfenoli. Nejméné celkovych flavonoidli obsahovala ryze snazvem Long
grain white rice v baleni 1 kg. Tato ryZe obsahovala i nejméné celkovych polyfenolt. Jako
druhé nejhorsi ryze byla stejné€ jako u celkovych polyfenolti RyZe dlouhozrnna loupana. Vyssi
obsah flavonoidi obsahuje i ryze Bask a SOS Clasic. SOS Long méla niz§i mnozstvi
celkovych flavonoidii nez SOS Clasic. SOS Clasic tedy méla v obou experimentech vyssi
mnozstvi. Menu zlaté Parboiled méla vyssi obsah celkovych flavonoidi a polyfenolti nez
Menu zlaté.

Pti srovnani podila celkovych flavonoidu z celkovych polyfenolti se hodnoty pohybovaly
od 14,32 % do 25,43 %. Z grafu bylo rozpoznano, Zze u nékterych ryzi flavonoidy
nepiedstavuji velky podil, ale u n¢kterych ryzi predstavuji i ¢tvrtinu celkovych polyfenol.
Nejmensi podil flavonoidid bylo prokézéno v ryzi s nazvem Long grain white rice v baleni
1 kg, ktera ma i nejmensi obsah celkovych flavonoidl a polyfenoli. Velmi maly podil ma
RyZe natural BIO, kterd ma nejvyssi primérny obsah celkovych polyfenolil i flavonoidi.
Vysoky podil celkovych flavonoidid z polyfenolti obsahovaly ryze Bask a Lagris, ryze
dlouhozrnna.

Rovnéz mnozstvi flavonoidi bylo méfeno jako doplikovy parametr k orientacnimu
posouzeni slozeni glykosidii ryZze. Hodnoty fenolickych latek jsou v analyzovanych druzich
podobné, 1isi se podle technologické upravy, miry rozemleti a rovnéz ptivodu a charakteru
ryze.

5.3 Stanoveni celkovych sacharida dle Duboise

Celkové sacharidy dle Duboise byly stanoveny spektrofotometricky podle postupu
v kap. 4.4. Kazdy vzorek byl proméfen tfikrat proti slepému vzorku. Obsah celkovych
sacharidt byl vypocten z kalibracni rovnice A = 0,0089914 - ¢. Obsah celkovych sacharidt
byl pfepoten na rozpustny podil vyrobku. Obsah celkovych sacharidii, obsah celkovych
sacharidli v rozpustném podilu vyrobku (RPV) a rozpustny podil vyrobku v % je uveden
vtab. 11. V tab. 12 je uveden obsah celkovych sacharidii u ostatnich substrati. Graficky
znazornény obsah celkovych sacharidi je v grafu 3 spolu s obsahem redukujicich sacharid.
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Tab. 11 Primeérny obsah celkovych sacharidii v jednotlivych druzich ryze

Obsah Obsah
Vzorek (mg/100g vyrobku) | (g/100 g RPV) | RPV [%]

Long grain white rice, 1 kg 258,05 £ 2,56 2,71 £0,03 9,52
Long grain white rice, varné sacky 175,91 +£4,30 1,91 £0,05 9,23
Ryze Bask, 1 kg 285,57+ 5,54 2,85+ 0,06 10,02

SOS Clasic, 1 kg 256,09 + 4,49 2,03+ 0,04 12,60

SOS Long, 1 kg 182,52 +£3,27 1,46 + 0,03 12,49

Ryze dlouhozrnné loupand 243,36 +£ 2,84 2,49 £ 0,03 9,77
Menu zlaté 172,02 +£2,14 2,20+0,03 7,81

Menu zlaté Parboiled 711,37 £ 4,69 7,08 £ 0,05 10,05
Lagris, ryze dlouhozrnna 189,16 + 4,25 1,82 +£0,04 10,40
Lagris, ryze dlouhozrnna Parboiled 746,00 + 3,20 6,83 +£0,03 10,93
Ryze natural BIO 3839,14 +£ 27,26 38,58 +£0,27 9,95

v

Graf 3: Prumerny obsah celkovych a redukujicich sacharidii v riznych druzich ryze

prepocteny na 100 g rozpustného podilu vyrobku
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Primérny obsah celkovych sacharidii piepocteny na 100 g rozpustného podilu byl
vrozmezi od 1,46 g/100 g RPV do 7,08 g/100 g RPV. Vyjimku tvofila neloupand Ryze
natural BIO, ktera obsahovala 38,58 g/100 g RPV.

Nejvyssi prumérny obsah celkovych sacharidi obsahovala neloupana Ryze natural BIO.
Vyssi koncentraci celkovych sacharidi obsahovala ryze Menu zlaté PARBOILED a LAGRIS,

Ostatni ryze mély obsah celkovych sacharidi velmi podobny. Ze ziskanych vysledkl lze
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usoudit, ze vétSina sacharidii ryze se nachazi v nerozpustném podilu, jenz by mohl byt pro
ptipadné vyuziti htite dostupny.

Tab. 12 Prumérny obsah celkovych sacharidii u ostatnich substratii

Obsah Obsah
Vzorek (g/100 g vyrobku) | (g/100 g RPV) RPV [%]
Jable¢na vlaknina PROVITA 5,18+ 0,06 25,79 £0,39 28,58
Vajeéné nudle ANIREX 3,51 £0,05 28,07 £ 0,33 18,46
Pseniéné otruby EVIT 7,37+0,11 28,95+0,17 31,42
Vajecné téstoviny IDEAL 9,10 £ 0,05 20,04 £0,26 17,52

Graf 4: Prumeérny obsah celkovych a redukujicich sacharidii u ostatnich substratii prepocteny
na 100 g rozpustného podilu vyrobku
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Primérny obsah celkovych sacharidi u ostatnich substratd ptepocteny na 100 g
rozpustného podilu vyrobku se pohyboval v rozmezi od 20,04 g/100 g RPV do 28,95 g/100 g
RPV.

Nejvétsi koncentrace celkovych sacharidi byla zjiSténa u pSeni¢nych otrub a vajecnych
nudli. Naopak nejmensi koncentrace celkovych sacharidi obsahovaly vajecné téstoviny.

5.4 Stanoveni redukujicich sacharidi dle Somogyiho-Nelsona

Stanoveni  redukujicich  sacharidi dle Somogyiho-Nelsona bylo provedeno
spektrofotometricky podle postupu v kap. 4.5. Kazdy vzorek byl prométen tiikrat proti
slepému  vzorku. Obsah celkovych sacharidd byl vypocten z kalibraéni rovnice
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A =0,02018 - c. Obsah redukujicich sacharidli byl pfepoten na rozpustny podil vyrobku.

Obsah redukujicich sacharidi v ryzi,

obsah redukujicich sacharidi v rozpustném

podilu vyrobku (RPV) a podil redukujicich sacharidii z celkovych sacharidi v % je uveden
v tab. 13. Obsah redukujicich sacharidi v ostatnich substratech je uveden v tab. 14. Graficky
znazornény obsah redukujicich sacharidi v ryzi je v grafu 3 spolu s obsahem celkovych
sacharidi. V grafu 5 je graficky zndzornén podil redukujicich sacharidi z celkovych
sacharidli v %. V grafu 6 je graficky znazornén obsah redukujicich sacharidii u ostatnich

substratu.

Tab. 13 Primeérny obsah redukujicich sacharidii u jednotlivych vzorkii ryze

Obsah Obsah Podil RS

Vzorek (mg/100g vyrobku) | (mg/100 g RPV) | zCS [%]
Long grain white rice, 1 kg 28,52 £ 0,36 299,61 £3,75 11,05
Long grain white rice, varné sacky 47,01 £0,14 509,25 + 1,53 26,72
Ryze Bask, 1 kg 28,98 + 0,45 289,19 +4,51 10,15
SOS Clasic, 1 kg 53,96 + 0,88 428,19 +7,01 21,07
SOS Long, 1 kg 36,82 + 0,44 294,84 + 3,51 20,17
RyZze dlouhozrnné loupand 46,76 £ 0,48 478,78 +£ 4,87 19,21
Menu zlaté 3425+ 1,70 438,46 + 21,72 19,91
Menu zlaté Parboiled 194,07 + 1,30 1930,47 + 12,96 27,28
Lagris, ryze dlouhozrnna 42,12 +£ 0,48 405,01 + 4,64 22,27
Lagris, ryze dlouhozrnna Parboiled 170,99 + 2,98 1 564,58 + 27,26 22,92
Ryze natural BIO 211,03 +£3,10 2120,90 £ 31,13 5,50

Graf 5: Podil redukujicich sacharidii z celkovych sacharidii v %
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Primérny obsah redukujicich sacharidii pfepo¢teny na 100 g rozpustného podilu vyrobku
se pohyboval v rozmezi od 289,19 mg/100 g RPV do 509,25 mg/100 g RPV. Vyjimky tvotila
Lagris, ryZe dlouhozrnnd PARBOILED s obsahem redukujicich sacharidi 1564,58 mg/100 g
RPV, Menu zlat¢ PARBOILED s obsahem 1930,47 mg/100 g RPV a Ryze natural BIO
s obsahem redukujicich sacharidi 2120,90 mg/100 g RPV.

Podil redukujicich sacharidii z celkovych sacharidii se pohyboval v rozmezi od 5,50 %
do 27,28 %. Nejvétsi podil obsahovala ryze Menu zlaté PARBOILED o podilu 27,28 % spolu
s ryzi Long grain white rice ve varnych saccich o podilu 26,72 %. Podil 5,50 % obsahovala
neloupand ryZze snazvem RyZze natural BIO. SniZeny podil redukujicich sacharidi
z celkovych sacharidli obsahovala ryze Long grain white rice v 1 kg baleni o podilu 11,05 %
aryze Bask v 1 kg baleni o podilu 10, 15%. U ostatnich ryzi se obsahy pohybovaly okolo
20 %.

Tab. 14 Prumérny obsah redukujicich sacharidii u ostatnich substrdtit

Obsah Obsah Podil RS
Vzorek (mg/100 g vyrobku) | (g/100 g RPV) | z CS [%]
Jable¢na vlaknina PROVITA 3 940,29 + 27,06 13,79 £ 0,09 53,5
Vajecné nudle ANIREX 297,92 £ 6,79 1,61 £ 0,04 5,7
Pseni¢né otruby EVIT 1 494,55 £27,08 4,76 + 0,09 16,4
Vajecné téstoviny IDEAL 379,86 + 6,69 2,17 £0,04 10,8
Graf 6. Podil redukujicich sacharidii z celkovych sacharidii v %
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Primérny obsah redukujicich sacharidil u ostatnich substrati prepocteny na 100 g RPV se
pohyboval v rozmezi od 1,61 g/100 g RPV do 13,79 g/100 g RPV. Nejvétsi koncentrace
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redukujicich sacharidi byla zjiSténa u jablecné vldkniny o primérmém obsahu
13,79 g/100 g vyrobku. Nejmensi koncentrace byla zjisténa u vajec¢nych nudli.

Podil redukujicich sacharidii z celkovych sacharidi byl u ostatnich substratli rozmanity.
Zatimco u jablecné vlakniny redukujici sacharidy piedstavovaly 53,5 %, u vajeénych nudli
byl podil redukujicich sacharidi z celkovych jen 5,7 %.

Hodnota redukujicich sacharidli naznacuje vyuzitelny podil z celkovych sacharida, ktery je
u veétSiny druhti ryZe kolem 20%. Pokud srovndme ryZovy substrat s ostatnimi materidly,
pSenicné otruby jsou srovnatelné s ryzi a u jable¢né vlakniny je vice nez 50% obsazenych
cukrii redukujicich. Tomu odpovidaji 1 pfedbézné vysledky kultivaci mikroorganismi
na jable¢né vlakning€, kdy byl pozorovan intenzivni rist i produkce metaboliti. Vajecné
téstoviny sice obsahuji méné redukujicich cukri ale jsou zase vhodnym doplitkovym zdrojem
dusiku a obvykle jsou mikroorganismy dobfte utilizovany.

5.5 Analyza redukujicich sacharidi ve vzorcich po kyselé hydrolyze

Byla provedena analyza redukujicich sacharidi ve vzorcich ryze a v ostatnich substratech
po kysel¢ hydrolyze pomoci metody popsané v kap. 4.6. Vzorky byly proméfeny
spektrofotometricky. Kazdy vzorek byl proméfen tiikrat proti slepému vzorku. Pomoci
regresni rovnice A = 0,02018 - ¢ byla naméfend absorbance piepoctena na koncentraci
redukujicich sacharida ve vzorku.

Primérny obsah redukujicich sacharidii po kyselé¢ hydrolyze je uveden v tab. 15 u ryzi
a v tab. 16 u ostatnich substrati. Graficky zndzornény pramérny obsah redukujicich sacharidi
u ryzi je vyobrazen v grafu 7 a u ostatnich substrati v grafu 8. Z vysledkt je patrné, ze
hydrolyzou nerozpustnych sacharidi vzrostl obsah redukujicich cukrii na podstatné vyssi
hodnoty.

Tab. 15 Prumérny obsah redukujicich sacharidii po kyselé hydrolyze v jednotlivych druzich
ryze (g/100 g vyrobku)

Obsah
Vzorek (g/100 g vyrobku)
Long grain white rice, 1 kg 71,89 £ 0,96
Bask, 1 kg 58,32 £ 1,28
Menu zlaté 60,52 + 0,57
Menu zlaté Parboiled 69,72 £ 0,28
Albert Bio 57,23+ 0,70
Ryze natural BIO 46,34 £ 1,75
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Graf 7: Primérny obsah redukujicich sacharidii po kyselé hydrolyze v jednotlivych druzich
ryze (g/100 g vyrobku)
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Graf 8: Srovnani redukujicich sacharidii pvi extrakci vzorku ryze ve vodé se vzorky ryze po
kyselé hydrolyze (2/100g vyrobku)
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Primérny obsah redukujicich sacharidii po kyselé hydrolyze se pohyboval v rozmezi
od 46,34 g/100 g vyrobku do 71,89 g/100 g vyrobku.

Nejvyssi koncentrace redukujicich sacharidii obsahovala ryze Long grain white rice
v baleni 1 kg s primérnym obsahem 71,89 g/100 g vyrobku. Velmi blizko této hodnoté¢ ma
ryze Menu zlat¢ PARBOILED s koncentraci 69,72 g/100 g vyrobku. RyZze Menu zlaté
nepodléhajici technologii Parboiled méla primérny obsah redukujicich sacharidd o néco nizsi,
a to 60,52 g/100 g vyrobku. V ryzich Bask 1 kg baleni a ryze Albert Bio byl primérny obsah
redukujicich sacharidi podobny. Nejmensi koncentraci redukujicich sacharidii po kyselé
hydrolyze obsahovala neloupana ryZe s ndzvem RyZe natural BIO. V porovnani redukujicich
sacharidt pfi extrakci vzorkl ryze ve vodé se vzorky po kyselé hydrolyze byl zjistén rozdil
o tfi fady. Kysela hydrolyza plisobila na vzorky ryZe velmi u¢inné.

Tab. 16 Priumérny obsah redukujicich sacharidit po kyselé hydrolyze u ostatnich substratii
(2/100 g vyrobku)

Obsah
Vzorek (g/100 g vyrobku)
Vajecné nudle 74,23 £ 0,67
Vajecné téstoviny 71,62 £ 0,46
Jable¢na vlaknina 30,33 +£ 0,48
PSenicné otruby 23,15+0,45

Graf 9: Prumeérny obsah redukujicich sacharidit po kyselé hydrolyze u ostatnich substratu
(g/100 g vyrobku)
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Graf 10: Srovnani redukujicich sacharidu pri extrakci vzorkii ostatnich substratu ve vodé
se vzorky ostatnich substratii po kyselé hydrolyze (g/100g vyrobku)
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Primérny obsah redukujicich sacharidii po kyselé hydrolyze u ostatnich substrati se
pohyboval v rozmezi od 74,23 g/100 g vyrobku do 23,15 g/100 g vyrobku. Nejvyssi
koncentrace redukujicich sacharidi byly zaznamendny u vajeénych nudli s obsahem
74,23 g/100 g vyrobku a u vaje¢nych téstovin s obsahem 71,62 g/100 g vyrobku. Podstatné
niz8i primérny obsah redukujicich sacharidii obsahovala jablecnd vlaknina s koncentraci
30,33 g/100 g vyrobku a pSeni¢né otruby s koncentraci 23,15 g/100 g vyrobku. Pfi srovnani
redukujicich sacharidl pfi extrakci vzorkd ostatnich substratii ve vodé s ostatnimi substraty
po kyselé hydrolyze byl zjistén rozdil mensi nez u srovnani redukujicich sacharidii u vzorkt
ryze. U ostatnich substratl byl rozdil redukujicich sacharidi o jeden fad.

5.6 Analyza sacharidi pomoci metody TLC

Analyza sacharidii metodou TLC byla provedena u neloupané ryze. Z retencnich faktorii
a barev byly zjistény sacharidy obsazené v neloupané ryzi. V neloupané ryzi byla detekovéana

arabinosa, glukosa, sacharosa, maltosa a cellobiosa. Fotografie chromatogramu se nachazi
v priloze 5.
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5.7 Analyza mono- a disacharidu ve vzorcich pomoci metody HPLC

Mono- a disacharidy byly stanoveny podle postupu v kap. 4.7. Obsah sacharidi byl
stanoven u vybranych druhll ryZe a u ostatnich substratii po extrakci ve vodé. Kazdy vzorek
byl prométen dvakrat a z plochy piku byl stanoven primérny obsah detekovanych sacharida
pomoci regresnich rovnic jednotlivych sacharidfi. Regresni rovnice byly pouzity z paralelné
zpracovavané diplomové prace [37].

Tab. 17 Priumérny obsah monosacharidii u jednotlivych vzorki po extrakci ve vodeé (mg/100 g

substratu)
Vzorky ryze Arabinosa Fruktosa Glukosa
Long grain white rice, 1 kg 31,30+0,93 nd 21,80+ 0,41
Bask, 1 kg 7,16 0,70 nd 4,55 +0,31
Menu zlaté 8,15+£0,76 nd 16,58 + 0,47
Menu zlaté Parboiled 9,14 £0,61 nd 14,47 + 0,53
Albert Bio 45,49 + 0,74 nd 174,64 + 6,80
Ryze natural BIO 53,92 +0,40 nd 252,40 + 8,83
Vzorky ostatnich substratii
Vajecné nudle 36,43 + 0,61 nd 15,71 +£ 0,69
Vajecné téstoviny 112,01 £ 0,86 nd 41,99 + 1,71
Jable¢na vldknina 671,20+5,63 | 142,14+193 | 17659 +20,7
PSeni¢né otruby 318,98 +£3,33 | 178,68 £1,82 | 883,00+ 34,18

Pozn. nd = non detected (latka nebyla detekovana)

Tab. 18 Primeérny obsah disacharidii u jednotlivych vzorkit po extrakci ve vode (mg/100 g

substratu)
Vzorky ryze Sacharosa Maltosa Cellobiosa
Long grain white rice, 1 kg 138,88 + 4,91 36,41 + 1,21 nd
Bask, 1 kg 77,82 + 1,65 17,80 £ 1,22 nd
Menu zlaté 94,06 + 6,67 20,63 + 0,94 nd
Menu zlaté Parboiled 191,50 £ 5,56 237,49 + 6,89 nd
Albert Bio 266,38 +10,92 | 120,91 + 1,88 67,28 +2,91
Ryze natural BIO 284,93 £10,46 | 472,67+ 14,97 | 132,06 + 4,99
Vzorky ostatnich substratii
Vajecné nudle 144,77 + 8,24 18,92 + 0,46 218,18 £ 6,95
Vajecné téstoviny 381,95+ 11,87 20,23 +£ 0,67 174,39 £ 5,07
Jable¢na vlaknina 1128,3 +43,1 nd 293,76 + 4,50
PSeni¢né otruby 1 246,9 + 36,6 nd 561,29 + 13,79

Pozn. nd = non detected (latka nebyla detekovana)
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Graf 11: Prumerny obsah mono- a disacharidii ve vzorcich ryze po extrakci ve vodé
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Graf 12: Prumerny obsah mono- a disacharidii u ostatnich substratii po extrakci ve vode
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Arabinosa byla detekovéna ve vSech prométenych vzorcich, jeji obsah se pohyboval
v rozmezi od 7,16 mg/100 g ryze do 53,92 mg/100 g ryze, pti¢emz nejveétsi obsah arabinosy
obsahovala neloupana ryze znacky Natural BIO. U ostatnich substratii se obsah arabinosy
pohyboval ve vy$sim mnozstvi, od 36,43 mg/100 g ryze do 671,20 mg/100 g substratu.
Nejvice arabinosy obsahovala jablec¢né vlaknina.

Fruktosa byla detekovana ve dvou vzorcich z deseti, a to u jablecné vlakniny a pSeni¢nych
otrub. U jable¢né vlakniny byl obsah fruktosy 142,14 mg/100 g substratu, u pSeni¢nych otrub
178,68 mg/100 g substratu.

Dal$im detekovanym monosacharidem byla glukosa, kterd byla detekovana ve vSech
proméfenych vzorcich. Ve vzorcich ryze se obsah glukosy pohyboval v rozmezi
od 4,55 - 252,40 mg/100 g ryze. Nejvyssi mnozstvi bylo zjisténo u neloupané ryze znacky
Natural BIO. U ostatnich substratti byl obsah 15,71 -1765,9 mg/100 g vzorku, pficemz
nejvyssi obsah byl u jable¢né vlakniny

Sacharosa byla detekovana ve vSech prométfenych vzorcich. Obsah sacharosy u ryze se
pohyboval od 77,82 mg/100 g ryze do 284,93 mg/100 g ryze. Nejvétsi obsah sacharosy
obsahovala opét ryze neloupand, podobné mnozstvi sacharosy obsahovala i ryze Albert Bio.
Obsah sacharosy u ostatnich substratli byl 144,77 -1246,9 mg/100 g substratu. Nejvyssi
obsah byl zaznamenan u ps$eni¢nych otrub, podobny obsah méla i jable¢na vlaknina.

Maltosa byla zjiSténa u osmi vzorkl zdeseti. Ve vzorcich ryze byl obsah
17,80 - 472,67 mg/100 g ryze. Nejvétsi mnozstvi obsahovala neloupand ryze Natural BIO
aryze Menu zlaté Parboiled. U ostatnich substratii nebyla maltosa detekovana u jablecné
vlakniny a psSeniénych otrub. U vaje¢nych téstovin byl obsah maltosy 20,23 mg/ 100 g
substratu a u vajeénych nudli 18,92 mg/100 g substratu. Vzorky ryZe byly na maltosu
mnohem bohatsi, nez ostatni prométené substraty.

Cellobiosa byla namétena u Sesti vzorkl z deseti proméfenych. Ve vzorcich ryZe byl obsah
67,28 - 132,06 mg/100 g ryze. Cellobiosa byla detekovana u ryze Albert Bio v mnozstvi
67,28 mg/100 g ryZe, u neloupané ryze, kde se cellobiosa nachazi v obalovych vrstvéch,
v mnozstvi 132,06 mg/100 g ryze. Obsah cellobiosy byl u ostatnich substratii vyssi nez
u vzorki ryze. Obsah cellobiosy se pohyboval v rozsahu 174,39 - 561,29 mg/100 g substratu.
Nejvyssi mnozstvi u ostatnich substrati bylo naméteno u pSeni¢nych otrub.

5.8 Charakterizace zmén produkénich médii s ryZovym substratem

u kvasinky Rhodotorula glutinis

V dané kultivaci byly pozorovany v jednotlivych médiich charakteristiky kmene
Rhodotorula glutinis. Substraty pouzit¢ v médiich byly pfipraveny extrakci loupané
aneloupané ryze ve vod¢, dale loupana a neloupand ryze podrobena kyselé a enzymové
hydrolyze. Jako standard byla pouzita glukosa misto ryzi.
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5.8.1 Pozorovani morfologickych zmén u kvasinek pod mikroskopem

Obr. 9 Morfologie bunék u produkcnich médii

Pti mikroskopickém pozorovani byly nalezeny morfologické zvlaStnosti kvasinky
Rhodotorula glutinis u nékterych z produkénich médii. V médiich, kterd byla podrobena
enzymové hydrolyze, byly pozorovany neposkozené bunky, ale také bunky poskozené,
unichZ byly c¢asti bun€k, resp. bunécnd sténa vyrazné posSkozena. U médii, kde byla
provedena extrakce substratii ve vodé, byly pozorovany bunky rizné¢ zdeformované, mirné
zplostélé. U médii, kde byl substrat podroben kyselé hydrolyze, byly pozorovany vyrazné
deformace, zplostélé bunky misto kulatych, byly objeveny i buiiky s poskozenou bunécnou
sténou a bunky roztrhané. Velké mnozstvi bun€k v téchto médiich bylo pod mikroskopem
pozorovano jako mrtvé. V médiu, kde byla pouzita jako substrat glukosa, byly bunky mirné
obsazenymi v substratu. U kyselé hydrolyzy mohly deformaci a rizné morfologické
zvlastnosti zpiisobovat chemikalie pfi kyselé hydrolyze substratu. Idealni tvar kvasinek byl
pozorovan v ino I, kde buiikky mély kulaty tvar bez jakékoliv deformace a poskozeni bunécné
stény.
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5.8.2 Pozorovani zabarveni u produkcénich médii
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Obr. 10 Zabarveni u riiznych produkcnich médii
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Pii kultivaci produkénich médii kvasinkou Rhodotorula glutinis doslo k barevnym
zméndm médii. U médii doslo k oranzovo-razovému zbarveni. U médii, kde prob¢hla
enzymatickd hydrolyza substratu byla pozorovdna oranzova barva, coZ je znameni vétSiho
rustu kvasinky. Vice oranzové bylo médium se substratem neloupané ryze po enzymové
hydrolyze nez médium se substratem loupané ryze. U médii, kde byl substrat podroben kyselé
hydrolyze, miizeme pozorovat tmaveé oranzové zbarveni média. Tmavé oranzové zbarveni
je disledkem dobrého ristu kvasinky, ovSem toto zabarveni je ovlivnéno barvou kapaliny
po kyselé hydrolyze, ktera byla také oranzova. U substratl, které byly extrahovany ve vodeé,
bylo zabarveni média nartizovélé. Média s neloupanou a loupanou ryzi byly zabarvené
totozné. Zde byl rast kvasinky vyrazné niz$i diky malé koncentraci jednoduchych sacharidu.
OranZovo-¢ervenou barvu obsahovalo médium, kde byl jako substrat glukosa.

5.8.3 Analyza redukujicich sacharida v produkénich médiich

Za ucelem zjisténi snizeni obsahu redukujicich sacharidii po kultivaci byla provedena
analyza redukujicich sacharidii v produkénich médiich. Jesté v nezaockovanych médiich byly
stanoveny redukujici sacharidy po sterilaci u substrati po kyselé hydrolyze a u substrati
po extrakci ve vod€. U substratu, které¢ byly podrobeny enzymové hydrolyze byly zjistény
redukujici sacharidy po 1. sterilaci, po enzymové hydrolyze a po 2. sterilaci. Po 80 hodinach
kultivace byly zjistény redukujici sacharidy ve vSech produkénich médiich. Na zéklad¢ téchto
hodnot byly zkonstruovany tabulky a grafy.

Tab. 19 Priumérny obsah redukujicich sacharidit u substratii po sterilaci a po 80 hodindch
kultivace

Substrat Po sterilaci [mg/1] ‘ Po 80 hod. kultivace [mg/1]
Extrakce ve vodé
Loupand ryze 11,45+0,28 842 +0,12
Neloupana ryze 11,12+ 0,34 8,69 £0,12
Kysela hydrolyza Po sterilaci [g/1] Po 80 hod. kultivace [mg/l]
Loupana ryze 12,55+ 0,19 203,25+ 1,62
Neloupana ryze 19,76 + 0,28 186,07 +£ 0,92
Kontrola-glukosa 33,05 +0,08 408,16 £4,72

Tab. 20 Primérny obsah redukujicich sacharidit u substratii po 1. sterilaci, po enzymové
hydrolyze, po 2. sterilaci a po 80 hodindch kultivace

Po enzymové
Po 1. sterilaci hydrolyze Po 2. sterilaci Po 80 hod.
Substrat [mg/1] [g/1] [g/] kultivace [mg/1]
Loupand ryze 8,31+0,15 21,97 £0,29 22,02 +0,43 22,89 +0,57
Neloupana ryze 8,97 + 0,33 22,73 £0,16 21,75 £0,11 22,23 +£0,69
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Graf 13: Prumérny obsah redukujicich sacharidit u substratii po sterilaci a po 80 hodindch
kultivace (g/l)
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Graf 14: Prumérny obsah redukujicich sacharidii u substratii podrobenych 1. sterilaci, kyselé
hydrolyze, 2. sterilaci, a kultivaci po dobu 80 hodin (g/l)
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Primérné koncentrace redukujicich sacharidii po sterilaci u extrakce ve vod¢ byla vyrazné
nizsi nez pramérnd koncentrace redukujicich sacharidi u médii, které byly podrobeny kyselé
a enzymové hydrolyze. Obsah redukujicich sacharidii byl u neloupané ryze po extrakci
ve vodé a po sterilaci 11,12 mg/l, u loupané ryze 11,45 mg/l. Po 80 hodinach kultivace
koncentrace redukujicich sacharidii klesla u neloupané ryze na 8,69 mg/l, u loupané ryze
na 8,42 mg/l. Rust kvasinky Rhodotorula glutinis byl maly diky nizkému obsahu
jednoduchych cukrti a vysokému obsahu cukri slozitych. Loupana ryze, kterd byla podrobena
kyselé hydrolyze méla koncentraci redukujicich sacharida po sterilaci 12,55 g/1, u neloupané
ryze byla koncentrace redukujicich sacharidii 19,76 g/l. Po 80 hodinach kultivace byla
pramérnd koncentrace redukujicich sacharidii u loupané ryze 203,3 mg/l, u neloupané
186,1 mg/l. U t&chto substrath byl riist kvasinky znateln& vyssi, nez u substrat extrahovanych
ve vod¢. Pouzitim kyselé hydrolyzy bylo zptisobeno rozstépeni slozitych cukrt a tim doslo
k vysokému narastu obsahu redukujicich sacharidd, které jsou pfiznivé pro lepSi rist
kvasinky.

U substrati po enzymové hydrolyze a po 2. sterilaci byla koncentrace redukujicich
sacharidii nejvyssi ze vSech tii zkouSenych metod. Enzymovéa hydrolyza byla na $tépeni
glykosidickych vazeb u sacharidii nejucinngjsi. U téchto substrati po 80 hodindch kultivace
byl ubytek redukujicich sacharidi nejvétSi oproti ostatnim substratim s vyjimkou
kontroly - glukosy. Po enzymové hydrolyze byla koncentrace redukujicich sacharida
u loupané ryze 21,97 g/1, uryze neloupané 22,73 g/l. Po 2. sterilaci se koncentrace vyrazné
nezménila. Nepiesnosti mezi hodnotami po enzymové hydrolyze a po 2. sterilaci byly spiSe
zpusobeny chybou méfeni. Po 80 hodinach kultivace koncentrace redukujicich sacharida
vyrazné klesla. Koncentrace u loupané ryze byla 22,89 mg/1, u neloupané 22,23 mg/l.

Nejvétsi ubytek byl zaznamenan u média, kde jako zdroj uhliku byla pouzita glukosa.
Koncentrace glukosy po sterilaci byla 33,05 g/, po 80 hodinach kultivace koncentrace
glukosy v médiu klesla na 408,2 mg/l. Glukoza je tedy nejlépe vyuzitelnym substratem
kvasinkou R.glutinis.

U neloupané ryze byl pfedchozim meéfenim zjistén vyrazné vyssi obsah redukujicich
sacharidii nez u ryze loupané. Pfi extrakci ve vod¢ nedoslo k tplné extrakci redukujicich
sacharidi u neloupané ryze, proto byla sloupanou ryzi téméf srovnatelna. Ubytek
koncentrace redukujicich sacharidi byl po kultivaci velmi podobny. Po enzymové hydrolyze
doslo k velmi ucinnému naruSeni glykosidickych vazeb a vzniku jednoduchych cukri.
I vtomto ptipadé byly ryZe srovnatelné. Nejvétsi rozdil nastal po kyselé hydrolyze, kde
koncentrace redukujicich sacharidii u neloupané ryze byla o jednu tietinu vétsi nez u ryze
loupané. Kvasinka Rhodotorula glutinis vyuzila velmi efektivné tyto ptfipravené substraty.

5.8.4 Stanoveni biomasy R. glutinis v produkénich médiich

V jednotlivych produkénich médiich byla zméfena biomasa spektrofotometricky pii vinové
délce A = 630 nm proti Cistému produkénimu médiu. 1 ml vzorku byl nafedén tak,
aby absorbance byla v rozsahu spektrofotometru. Pfepocet absorbance na obsah biomasy v g/l
byl proveden pomoci rovnice regrese A =0,1974 - ¢ - 0,0234 [38, 39].
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Tab. 21 Obsah biomasy v jednotlivych produkcnich médiich

Extrakce ve vod¢ | Enzymova hydrolyza | Kysela hydrolyza
Substrat [g/1] [g/1] [g/1]
Loupana ryze 64,2 100,6 76,9
Neloupana ryze 79,9 105,1 84,1
Kontrola-glukosa 88,3
Graf 15: Obsah biomasy v jednotlivych produkcnich médiich (g/l)
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Nejvyssi obsah biomasy byl sledovan u enzymové hydrolyzovanych médii, kde obsah
u loupané ryze byl 100,6 g/l a u neloupané 105,1 g/l. Obsah biomasy u enzymové hydrolyzy
byl vétsi, nez obsah biomasy u kontroly - glukosy. Tento zvySeny obsah mohl byt zplisoben
pozitivnimi stresy plsobicimi na kvasinku v produkénich médiich. V produkénich médiich
u enzymové hydrolyzy mohou byt tedy latky pozitivné ovliviiujici rast kvasinky Rhodotorula
glutinis. U produk¢nich médii, které byly podrobeny kyselé hydrolyze, byl obsah biomasy
niz$i nez u kontroly. Obsah biomasy u loupané ryze po kyselé¢ hydrolyze byl 64,2 g/1,
u neloupané 79,9 g/l. Nejméné biomasy obsahovala produkéni média, kde byl substrat
extrahovan ve vodé. U médii podrobenych kyselé hydrolyze a u médii podrobenych extrakci
ve vodé¢ mohl byt rist kvasinek mensi kvili negativnim stresovym faktorim. U kyselé
hydrolyzy mohly byt stresovymi faktory chemikalie, které byly pouzity na kyselou hydrolyzu.
U substrati extrahovanych ve vod¢ byly kvasinky nuceny metabolizovat i jiné cukry, nez
cukry redukujici. Nariist biomasy u substratii extrahovanych ve vodé¢ byl velky i1 pfiesto,
ze koncentrace a ubytek redukujicich sacharidi byla nizka oproti ostatnim médiim.
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5.9 Charakterizace produkénich médii u bakterie Bacillus subtilis

Produkéni média po pridani substratu, v nasem ptipadé ryze loupané, neloupané
a standardu glukosy, byla mirné zakalena. Po 30 hodinach kultivace byl zakal vyrazné&jsi, coz
bylo projevem ristu bakterie na téchto produkénich médiich. Morfologie bun¢k byla u vsech
produkénich médii stejnd, morfologické zvlastnosti nebyly zpozorovany.

Obr. 11 Bacillus subtilis v produkcnim médiu

Bunky bakterie rodu Bacillus, kam se tadi Bacillus subtilis, jsou tvaru rovnych tycinek
ruzné délky, casto uspotfddanych ve dvojicich nebo v fetizcich se zakulacenymi nebo
¢tvercovymi konci. Pohybuji se pomoci peritrichalnich bic¢iki. Endospory jsou ovalné nebo
kulaté a jsou velmi rezistentni k mnoha neptiznivym podminkam [40].

5.9.1 Analyza redukujicich sacharidi v produkénich médiich B.subtilis

Byla provedena analyza redukujicich sacharidi u jednotlivych produkénich médii
po 30 hodinach kultivace. Hodnoty redukujicich sacharidii po sterilacich, po enzymové
a kyselé¢ hydrolyze byly pouzZity zanalyzy redukujicich sacharidi produkénich médii
u kvasinek. Tyto hodnoty jsou uvedeny v kap.5.8.3, vtabulkdch 19a 20. Primérna
koncentrace redukujicich sacharidii v produkénich médiich po 30 hodindch kultivace jsou
uvedeny v tab. 22.

Tab. 22 Priumérny obsah redukujicich sacharidii po 30 hodindach kultivace

Enzymova hydrolyza Kysela hydrolyza Extrakce ve vodé
Substrat [g/1] [g/] [g/1]
Loupana ryze 1,52 £ 0,01 6,08 = 0,08 1,40 + 0,01
Neloupana ryze 1,37+ 0,01 5,44+ 0,06 0,93 + 0,01
Kontrola-glukosa 8,10 £ 0,05
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Graf 16: Priimerny obsah redukujicich sacharidi u substratii po sterilaci a po 30 hodindch

kultivace (g/l)
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Graf 17: Primérny obsah redukujicich sacharidii u substratii podrobenych 1. sterilaci, kyselé
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V produkénich médiich extrahovanych ve vodé a po 30 hodinach kultivace byl pozorovan
narist koncentrace redukujicich sacharidt z pivodnich 11,45 mg/l na 1,52 g/l u loupané ryze,
u neloupané ryze koncentrace z ptivodnich 11,12 mg/l na konecnych 1,37 g/l. Tento nartst
koncentrace redukujicich sacharidii byl zpiisoben extracelularnimi amylolytickymi enzymy
bakterie Bacillus subtilis. V téchto produkénich médiich byl maly podil jednoduchych
sacharidu, proto mohla byt produkce extracelularnich enzymi vyssi nez u ostatnich substrati,
které byly podrobeny hydrolyzam a tim doslo k rozstépeni glykosidickych vazeb u sacharida
a narustu koncentrace redukujicich sacharidu.

U loupané ryze, kterd byla podrobend kyselé hydrolyze doSlo k menSimu ubytku po 30
hodinach kultivace, nez u ryze neloupané. U neloupané ryze byla koncentrace redukujicich
sacharidi po sterilaci vyssi nez u loupané ryze, ale po 30 hodinach kultivace byl obsah
redukujicich sacharidii u neloupané ryze nizsi nez u loupané ryze. Velky ubytek koncentrace
redukujicich sacharidii byl objeven u enzymové hydrolyzy jak loupané tak neloupané ryze.
U neloupané ryze podrobené enzymové hydrolyze a po 30 hodinach kultivace byl tbytek
redukujicich sacharidii vétsi nez u loupané ryze podrobené kyselé hydrolyze. Nejvétsi tibytek
redukujicich sacharidi byl u kontroly-glukosy. Ovsem tento ubytek neni smérodatny, bakterie
jsou schopny metabolizovat i jiné cukry nez redukujici. V ryZi je obsaZeno i urcité mnozstvi
neredukujicich sacharidt, které mohly ke svému ristu a rozmnozovani pouzit.

5.9.2 Stanoveni biomasy Bakterie B.subtilis v produkénich médiich

Stanoveni biomasy u bakterie bylo provedeno shodné se stanovenim biomasy
v produkénich médiich u kvasinek v kap. 5.8.4. Pfepocet absorbance na obsah biomasy v g/l
byl proveden pomoci rovnice regrese A =4,1772 - ¢ [41].

Tab. 23 Obsah biomasy v jednotlivych produkcnich médiich

Extrakce ve vod¢ | Enzymova hydrolyza | Kysela hydrolyza
Substrat [g/1] [g/1] [g/1]
Loupana ryze 1,80 0,68 1,41
Neloupana ryze 1,37 0,64 1,46
Kontrola-glukosa 1,16

V grafu 18 (viz nizZe) je zndzornén obsah biomasy v jednotlivych médiich. Nejvetsi nartst
biomasy byl pozorovan u substratl, které byly extrahovany ve vodé. Vyrazné vyssi nartist byl
u loupané ryze oproti ryzi neloupané. U substrati podrobenych kyselé hydrolyze byl nartst
vetsi, nez nartist biomasy u kontroly-glukosy. Tento jev byl pozorovén i u substrati, které
byly extrahovany ve vodé. U téchto substratu mohly byt latky, které pozitivné plsobi na rist
bakterie v tomto prostfedi. Nejmensi mnozstvi biomasy bylo naméfeno u substratl, které byly
podrobeny enzymové hydrolyze. Vliv na rist v produkénich médiich mohl mit osmoticky
tlak. U enzymové hydrolyzy byl nartist biomasy nizsi, protoze sacharidy zvysuji osmoticky
tlak v médiu, coz mize byt projevem malého naristu biomasy. Dal§im problémem mohl byt
enzymu a tim i tedy mensi absorbance. Po kyselé hydrolyze byl roztok zbarveny oranzovo-
hnédé. Diky tomu mohla byt absorbance zkreslena a ve vysledku vychéazi vyssi namétfené
mnozstvi biomasy. U médii, které byly extrahovany ve vod¢ byla barva tmavsi, neZ po
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enzymatické hydrolyze. I toto mohlo zplsobit vyssi absorbanci a tim vétsi namétené mnozstvi

biomasy.

Graf 18: Obsah biomasy v jednotlivych produkcnich médiich (g/l)

2 S

1§ -

E]

L6 -

E]

(1]

loupand rize neloupand rize
wEnzyvmova hydrolyza wKyseld hydrolyza wExtrakcevevodé wKontrola-glukosa

14 -
1.2 -
1
0.8
0.6
0.4
0.2
1] . 1

57



6 ZAVER

Predlozna prace byla zaméfena ptednostné na analyzu sacharidi a jejich zmény
uryzovych substrati v priabéhu riznych typt extrakénich postupli s naslednym vyuzitim
zpracovanych substrati jako slozek média pro kultivaci modelovych primyslovych
organismu. Byl analyzovan obsah glykosidu a dale celkovych a redukujicich sacharidi podle
danych spektrofotometrickych metod u vzorkli ryze a u ostatnich substratt, které byly
extrahovany ve vod¢ nebo podrobeny kyselé hydrolyze. Pomoci metody HPLC/RI byl zjistén
obsah mono- a disacharidii u vzorkl ryZe a u ostatnich substrati extrahovanych ve vodé.
Na vybranych druzich ryze byla provedena kultivace mikroorganismy, kde ryze byla pied
kultivaci upravena chemickou nebo enzymovou hydrolyzou a poté analyzovdna na obsah
redukujicich sacharidd. V substratech bylo méfeno mnozstvi biomasy.

Pii stanoveni celkovych polyfenold u vzorkii ryze se hodnoty pohybovaly mezi
17,09 - 55,96 mg/100 g ryZe. Nejvy$§i mnozstvi obsahovala ryZe neloupand Natural BIO
s obsahem 55,96 mg/100 g ryze, kde je znacné mnozstvi celkovych polyfenolii obsazeno
v obalovych vrstvach. Nejmensi mnozstvi celkovych polyfenolt obsahovala ryze Long grain
white rice. V porovnani ryzi Menu zlaté a Menu zlaté Parboiled, kde Menu zlaté Parboiled
byla podrobena hydrotermické tipravé, je obsah celkovych polyfenoll u této ryze mirné vyssi.
Obsah celkovych flavonoidi se pohyboval vrozmezi od 2,45 do 8,13 mg/100 g ryze.
Nejvyssi obsah celkovych flavonoidi obsahovala neloupand ryze Natural BIO s obsahem
8,13 mg/100 g ryze. Nejmensi mnozstvi celkovych flavonoidli obsahovala ryze Long grain
white rice. Pfi srovndni ryZze Menu zlaté a Menu zlaté Parboiled dochazime k vysledku,
ze ryze po hydrotermické upravé obsahuje vétsi mnozstvi celkovych flavonoidi. Podil
celkovych flavonoida z celkovych polyfenoli se pohyboval v rozmezi od 14,32 do 25,43 %.
Stanoveni polyfenolickych latek bylo doplitkovou analyzou k posouzeni obsahu glykosidu.

Koncentrace celkovych sacharidi byla u vzorki ryze 1,46 - 7,08 g/100 g rozpustného
podilu vyrobku. Vyjimku zde tvofila neloupana ryze Natural BIO, kterd obsahovala
byl naméfen u ryZze SOS Long. Ostatni ryZe mély obsah celkovych sacharidi velmi podobny.
Koncentrace celkovych sacharidii u ostatnich substrati byla vyrazné vyssi nez u vzorki ryze.
Obsah celkovych sacharidii u ostatnich substratt byl 20,04 - 28,95 g/100 g RPV. Nejvyssi
mnozstvi obsahovaly pSeni¢né otruby, nejméné vajecné téstoviny.

Obsah redukujicich sacharidii se u vzorkil ryze pohyboval od 289,19 mg/100 g RPV
do 509,25 mg/100 g RPV. Vyjimky tvofila Lagris, ryZe dlouhozrnnda PARBOILED s obsahem
redukujicich sacharidd 1564,58 mg/100 g RPV, Menu zlat¢ PARBOILED s obsahem
1930,47 mg/100 g RPV a ryZze Natural BIO s obsahem redukujicich sacharidl
2120,90 mg/100 g RPV. Prvni dvé zminované ryze byly podrobeny hydrotermické tpravé.
Jejich vysoky obsah redukujicich sacharidi miize byt pficinou této upravy. Ryze Natural BIO,
jedna se o ryzi neloupanou, obsahuje nejvyse redukujicich sacharidii. Toto vysoké mnozstvi
muze byt zplsobeno pifitomnymi sacharidy v obalovych vrstvach. Podil redukujicich
sacharidt z celkovych byl 5,50 - 27,28 %. Nejmensi podil obsahovala ryze Natural BIO.

vvvvvv

redukujicich sacharidli z celkovych dochazi k nizkym hodnotam. Nejvyssi podil obsahovala
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ryze Long grain white rice ve varnych saccich. Obsah redukujicich sacharidli se u ostatnich
substratli pohyboval v rozmezi 1,61 - 13,79 g/100 g rozpustného podilu vyrobku. Nejvice
redukujicich sacharidi obsahovala jablecnd vldknina, nejméné redukujicich sacharida
obsahovaly vaje¢né nudle s obsahem 1,61 g/100 g RPV a vaje¢né téstoviny s obsahem
2,17 g/100 g RPV. Hodnota redukujicich sacharidii naznacuje vyuzitelny podil z celkovych
sacharidt, ktery je u vétSiny druhii ryze kolem 20%. Pokud srovname ryzovy substrat
s ostatnimi materidly, pSeni¢né otruby jsou srovnatelné s ryzi a u jablecné vldkniny je vice
nez 50%.

Vybrané druhy ryze byly déale podrobeny kyselé hydrolyze a poté byl zméfen obsah
redukujicich sacharidii. Rozsah redukujicich sacharidd byl 46,34 - 71,89 g/100 g vyrobku.
Natural BIO, nejvice ryze Long grain white rice. Ryze Menu zlaté obsahovala 60,52 g/100 g
vyrobku, ryze Menu zlat¢ Parboiled 69,72 g/100 g vyrobku. Pokud posoudime obsah
redukujicich sacharidt poslednich dvou zminovanych ryzi, hydrotermicka Gprava mohla mit
vliv na jejich zvySeny obsah. V porovnani redukujicich sacharidii pfi extrakci vzorkl ryze
ve vodé se vzorky po kyselé hydrolyze byl zjistén rozdil o tii fady. Kyseld hydrolyza ptisobici
na vzorky ryze byla velmi G¢innd. Rozsah redukujicich sacharidii u ostatnich substratt byl
vrozmezi od 23,15 do 74,23 g/100 g vyrobku. Nejvyssi obsah redukujicich sacharidd
po kyselé hydrolyze ostatnich substratl byl u vajeénych nudli, velmi vysoky obsah mély
vajecné téstoviny a to 71,62 g/100 g vyrobku. Nejmensi obsah byl u pSeni¢nych otrub. Pti
srovnani redukujicich sacharidl pfi extrakci vzorkl ostatnich substrati ve vodé s ostatnimi
substraty po kyselé hydrolyze byl zjistén rozdil mensi nez u srovnani redukujicich sacharidi
u vzorki ryZe. U ostatnich substratii byl rozdil redukujicich sacharidli o jeden tad.

Pomoci metody HPLC/RI byl sledovan obsah mono- a disacharidli ve vzorcich ryze
a u ostatnich substrati. Ve vzorcich ryze byla detekovana arabinosa, glukosa, sacharosa,
maltosa a cellobiosa. Nejvétsi mnoZzstvi arabinosy bylo naméfeno u ryZe Natural BIO
ato 53,92 mg/100 g substratu a ryze Albert Bio méla obsah 45,49 mg/100 g substratu.
Nejveétsi mnozstvi glukosy bylo naméfeno opét u neloupané ryze Natural BIO s obsahem
252,40 mg/100 g substratu a u ryze Albert Bio s obsahem 174,64 mg/100 g substratu. Vysoké
mnozstvi sacharosy bylo naméfeno ve vSech vzorcich ryze. Nejvétsi mnozstvi bylo
detekovano u neloupané ryze Natural Bio s obsahem 284,93 mg/100 g substratu, u ryze Albert
Bio byl obsah velmi podobny a to 266,38 mg/100 g substratu. Nejvyssi obsah maltosy byl
naméfen opét u neloupané ryze Natural BIO sobsahem 472,67 mg/100 g substratu.
Cellobiosa byla detekovana pouze ve dvou vzorcich ryZze z Sesti métenych, u ryze Natural
BIO a ryze Albert Bio. U ostatnich substratii byla detekovana arabinosa, fruktosa, glukosa,
sacharosa, maltosa a cellobiosa. U pSeni¢nych otrub a vaje¢né vldkniny bylo naméteno
vyrazné vy$$i mnozstvi arabinosy, fruktosy, glukosy, sacharosy a cellobiosy oproti vaje¢nym
nudlim a vaje¢nym téstovinam.

Modelové primyslové mikroorganismy - kvasinka Rhodotorula glutinis a bakterie Bacillus
subtilis byly kultivovany na médiich, ve kterych byla jako substrat obsazena loupana nebo
neloupand ryze, kterd byla pred kultivaci extrahovana ve vodé nebo podrobena kyselé nebo
enzymové hydrolyze. Jako kontrola byla pouzita glukosa. Po téchto upravach a sterilaci byl
zjiStén obsah redukujicich sacharidi. U médii, kde byl substrat extrahovan ve vodé, byl obsah
vyrazné niz$i, nez u médii, kde byl substrat podroben kyselé nebo enzymové hydrolyze.
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enzymovou hydrolyzou. Po 80 hodinach kultivace R. glutinis doSlo k vyraznému poklesu
obsahu redukujicich sacharidii v médiich. Nejvétsi pokles byl zaznamenan u média, kde jako
substrat byla pouzita glukosa. Druhy nejvétsi pokles byl zaznamenan u enzymové hydrolyzy,
mensi pokles u kyselé hydrolyzy a nejmensi pokles byl naméfen u médii, kde byl substrat
extrahovan ve vod€. U enzymové a kyselé hydrolyzy doslo k rozkladu slozitych sacharidii
a tim k vét§imu mnozstvi redukujicich sacharidi, které jsou pro kvasinku jako substrat velmi
priznivé. U médiich, kde byl substrat extrahovan ve vod¢, byly nuceny kvasinky pouzit jako
substrat veSkery mozny zdroj uhliku, proto doSlo k malé zméné redukujicich sacharidi.
Nejvyssi obsah biomasy byl sledovan u enzymové hydrolyzy.. Tento zvySeny obsah mohl byt
zpisoben pozitivnimi stresy pusobicimi na kvasinku v produkénich médiich. V produkcnich
médiich u enzymové hydrolyzy mohou byt tedy latky pozitivné ovlivijici rist kvasinky
R. glutinis. U produkénich médii, které byly podrobeny kyselé hydrolyze, byl obsah biomasy
niz§i nez u kontroly. Nejméné biomasa obsahovala produkéni média, kde byl substrat
extrahovan ve vod¢. U kyselé hydrolyzy mohly byt stresovymi faktory chemikalie, které byly
pouzity na kyselou hydrolyzu.

Po 30 hodinach kultivace bakterii Bacillus subtilis doslo k velkému ubytku redukujicich
sacharidi podobné jako u kvasinky R. glutinis. U médii, kde byl substrat extrahovan ve vodé,
doslo k mirnému narGstu redukujicich sacharidd. Tento nartst mohl byt zptisoben
extracelularnimi amylolytickymi enzymy, které produkuje B. subtillis. Nejvétsi ubytek
redukujicich sacharidi byl zaznamenan u kontroly-glukosy. Velky ubytek byl naméten
u enzymové hydrolyzy, mensi u kyselé hydrolyzy. U kyselé hydrolyzy mohl byt mensi tbytek
a tim 1 mens$i rist bakterie zptisoben chemikéaliemi pouzitymi na kyselou hydrolyzu. Nejveétsi
nartist biomasy byl pozorovan u substratl, které byly extrahovany ve vodé. U substrath
podrobenych kyselé hydrolyze byl nartist vétsi, nez nartist biomasy u kontroly-glukosy.
Nejmensi mnoZzstvi biomasy bylo naméfeno u substratli, které byly podrobeny enzymové
hydrolyze. Vliv na rist v produkénich médiich mohl mit osmoticky tlak. U enzymové
hydrolyzy byl nértist biomasy niz§i, protoze sacharidy zvySuji osmoticky tlak v médiu, coz
muze byt projevem malého nardstu biomasy. Dal§im problémem mohl byt samotny zakal
i tedy mens$i absorbance. Po kyselé hydrolyze byl roztok zbarveny oranzovo-hnédé. Diky
tomu mohla byt absorbance zkreslena a ve vysledku vychédzi vys$S§i naméfené mnozstvi
biomasy. U médii, které byly extrahovany ve vodé¢, byla barva tmavsi, nezZ po enzymatické
hydrolyze. 1 toto mohlo zptsobit vyssi absorbanci a tim vEétsi naméfené mnozstvi biomasy.
U obou kment je tfeba brat do tivahy i $ir$i metabolické souvislosti a regulaéni mechanismy,
jejichz diskuse presahuje ramec ptedlozené prace.

Zavérem lze konstatovat, ze rizné druhy ryze s vyjimkou specidlnich technologicky
zpracovanych typt (parboiled) a divoké ryze obsahuji velmi podobny obsah sacharida
a podobné se chovaji i v prubehu chemickych a enzymovych tprav. Ryze ve formé vodného
extraktu je vhodnym komplexnim substratem pro kultivaci bakterie B.subtiils, zatimco
kvasinka R.gutinis preferuje utilizaci enzymové hydrolyzované ryze. Ryzi (odpad) lze
povazovat za vyhodnou sekundérni surovinu pro biotechnologické ucely.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

HPLC
RI
RPV
KH
EH
EV
RG
BC
FC
AMG
INO1
INO II
RS
CS

nd
TLC

64

High Performance Liquid Chromatography
Refractometric Identification
rozpustny podil vyrobku
kysela hydrolyza

enzymova hydrolyza
extrakce ve vode
Rhodotorula glutinis
Bacillus subtilis
Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo
amyloglukosidasa

inokulum I

inokulum II

redukujici sacharidy

celkové sacharidy

non detected

Thin Layer Chromatography



9 SEZNAM PRILOH

Priloha 1 — Kalibracni primka pro stanoveni redukujicich sacharidii

Priloha 2 — Chromatogram mono- a disacharidii u neloupané ryze po extrakci ve vodé
Priloha 3 — Chromatogram mono- a disacharidii u jablecné vilakniny po extrakci ve vode
Priloha 4 — Chromatogram mono- a disacharidii u pSenicnych otrub po extrakci ve vodé
Priloha 5 — Tenkovrstva chromatografie riiznych sacharidi se vzorkem neloupané ryze
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10 PRILOHY

Priloha 1 — Kalibracni primka glukosy pro stanoveni redukujicich sacharidu
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Priloha 2 — Chromatogram mono- a disacharidii u neloupané ryze po extrakci ve vodeé
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Priloha 3 — Chromatogram mono- a disacharidii u jablecné vilakniny po extrakci ve vode
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Priloha 4 — Chromatogram mono- a disacharidii u pSenicnych otrub po extrakci ve vodé
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4 v

Priloha 5 — Tenkovrstva chromatografie riuznych sacharidi se vzorkem neloupané

1 — galaktosa, 2 — sacharosa, 3 — vzorek, 4 — arabinosa, 5 — xylosa, 6 — cellobiosa, 7 — ribosa,
8 — mannosa, 9 — maltosa, 10 — glukosa
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