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 ABSTRAKT  

Disertační práce se zabývá vývojem technologií zpracování vedlejších 
produktů potravinářského a kožedělného průmyslu, zejména bílkovinné povahy, 
jejichž hydrolyzáty se uplatňují jak  v  běžné výživě člověka, tak také v  
zemědělství jako  např. biostimulátory (induktory rezistence). Cíle práce 
spočívají v optimální kombinaci přímého a nepřímého modelování, tj. 
využití teorie transportních procesů a chemické reakční kinetiky ve spojení s 
experimenty. Časové závislosti byly statisticky zpracovány za účelem stanovení 
parametrů matematicko-fyzikálních modelů. Výsledné vztahy a experimentální 
data byly aplikovány k verifikaci navržených kvantitativních modelů. Ověřené 
modely sloužily pro stanovení optimální reakční doby a návrh algoritmu řízení 
reálných hydrolyzačních reaktorů. 

 
Klíčová slova: bílkovinné hydrolyzáty, kolagen, pivovarské kvasnice, 

chemická reakční kinetika, efektivní difusní koeficient 
 
 
 
 

ABSTRACT 
This dissertation deals with the development of processing technologies of 

by-products generated by the food processing and tanning industries. These  
by-products - especially those of protein nature, can be converted into 
hydrolysates that can be applied in human nutrition as well as in agriculture (e.g. 
in the form of bio-stimulators - resistance inductors). The objective of the 
dissertation is to optimally combine direct and indirect modeling methods, i.e. to 
effectively combine the Transport Phenomena Theory and Reaction Kinetics 
with experiments. The time dependencies were statistically evaluated in order to 
determine the parameters of the mathematical-physical model. The resulting 
equations and experimental data were used to verify the proposed quantitative 
models. The verified models served for the determination of the optimal reaction 
time and the design of the Real Hydrolysing reactor Control Algorithm. 

 
Keywords: protein hydrolysates, collagen, brewer's yeast, chemical reaction 

kinetics, effective diffusion coefficient 
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1. SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 
Jako podklad pro přehled současného stavu jsem vypracovala literární studii 

pojednávající o možnostech využití vedlejších produktů potravinářského 
průmyslu, které pak mohou sloužit jako velmi cenná surovina pro výrobu 
dalších tovarů využitelných jako potravinářské doplňky, dále v kosmetickém 
průmyslu nebo ve farmacii jako podpůrná léčiva. 

Mikrobiální biomasa, případně jiné produkty potravinářského (masného), 
kožedělného nebo zemědělského průmyslu představují hodnotný zdroj bílkovin 
[1]. 

Proteiny jsou nezbytnou složkou potravy, protože jako hlavní zdroj dusíku 
v potravě, kterého v průměru obsahují 16% hmotnosti, přinášejí do organismu 
hmotu nutnou k výstavbě a obnově tkání, jsou však i zdrojem energie. Po 
chemické stránce jsou proteiny polymery aminokyselin, které vznikly procesem 
proteosyntézy. Nejjednodušší informaci o proteinech podává aminokyselinové 
složení. Určí se tak, že se proteiny hydrolyzují.  

V současné době se věnuje mnoho úsilí využití netradičných zdrojů proteinů 
např. sojový extrakční šrot, odpadní syrovátka, rybí moučka. Finálním 
výrobkem jsou pak různé směsi bohaté na bílkoviny, často ještě obohacované 
minerálními látkami a vitamíny, které se zejména uplatňují v lidské výživě [2]. 

Historický vývoj bílkovinných hydrolyzátů je zaznamenám již od počátku  
19. století, kdy francouzský chemik Proust [3] jako první rozštěpil bílkovinnou 
molekulu. Jeho práce uveřejněná v roce 1819 je zajímavá tím, že jsou v ní 
popsány smyslové vlastnosti reakčních zplodin. Postupně byly objevovány 
aminokyseliny a dále se rozšiřovaly poznatky o bílkovinách a jejich štěpných 
zplodinách. Základním poznatkem v chemii bílkovin je zjištění peptidické vazby 
v bílkovinách Danilewskim [4] v roce 1886. V oblasti potravinářských 
bílkovinných hydrolyzátů má beze sporu objevitelské postavení švýcarský 
mlynář Julius Maggi. Z počátku byla jeho snaha vyrábět rychle připravená jídla, 
ale později obrátil svou pozornost na bílkovinné hydrolyzáty, ve kterých zjistil 
zajímavé ochucovací vlastnosti a které jako „polévkové koření“ nebyly až do 
roku 1890 vůbec známým pojmem. Podstatným pokrokem ve znalostech o 
bílkovinných hydrolyzátech je práce japonského chemika R. Ikedy [5], který 
jako nejúčinnější složku čínských a japonských ochucovacích prostředků označil 
kyselý glutaman amonný a tím se pozornost obrátila ke kyselině glutamové, 
která svými výraznými chuťovými vlastnostmi daleko předčí ostatní 
aminokyseliny. 

Hydrolytický proces je přirozeným mechanismem trávení v živém organismu. 
Organismus není schopen využít proteiny v jejich původní formě a musí je 
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procesem trávení rozložit na základní jednotky aminokyseliny. Vlastní trávení je 
enzymová hydrolýza (proteolýza) katalyzovaná proteolytickými enzymy 
(proteasami). Proteasy katalyzují buď hydrolýzu peptidové vazby uvnitř 
polypeptidového řetězce za vzniků peptidů různé velikosti, nebo odštěpují jen 
koncové aminokyseliny. Hydrolýza proteinů probíhá v několika stupních. 
Nejprve vznikají polypeptidy, z nich oligopeptidy a konečnými produkty jsou 
aminokyseliny. Každý stupeň hydrolýzy katalyzuje jiný enzym. Vznikající 
aminokyseliny jsou následně v tenkém střevě vstřebávány a transportovány 
lymfatickým oběhem do tkání nebo krevním oběhem do jater, kde jsou dále 
metabolizovány[1]. 

 Cílem hydrolýzy bílkovin je zjistit a přesně identifikovat všechny 
aminokyseliny zastoupené v hydrolyzátu bílkoviny a dále výroba bílkovinných 
hydrolyzátů určitého složení a určitých vlastností. 

Pro hydrolýzu bílkovin v zásadě používáme tři druhy štěpení. Především je to 
štěpení silnými kyselinami, které bylo pravděpodobně poprvé použito 
Braconnotem v roce 1820, když vařil želatinu s kyselinou sírovou a získal 
„želatinový cukr“ [6]. Pro kyselou hydrolýzu již byla vyzkoušena celá řada 
kyselin např.: kyselina chlorovodíková (HCl), metansulfonová kyselina,  
p-toluensulfonová kyselina, a sulfonová kyselina. Nejběžnějším postupem pro 
uvolnění jednotlivých aminokyselin je hydrolýza pomocí kyseliny 
chlorovodíkové (c= 6 mol/l), která se používá již několik desetiletí. Vzorek je 
vystaven teplotě 110 °C po dobu 20-24 hodin bez přítomnosti vzduchu. Při 
kyselé hydrolýze probíhají procesy uvolňování a destrukce některých 
aminokyselin současně. Sirné aminokyseliny (cystein, metionin) jsou kyselou 
hydrolýzou částečně nebo kompletně destruovány. Tryptofan je destruován 
kompletně. Asparagin a glutamin jsou kyselou hydrolýzou HCl konvertovány na 
kyselinu asparagovou a glutamovou. Hlavní přednost hydrolýzy pomocí HCl je, 
že ji můžeme použít v obou fázích – plynné i kapalné. Další výhodou je 
poměrně veliká reakční rychlost a vysoký stupeň dosaženého štěpení [7]. 

Novější články se ve velké míře zabývají hydrolýzou kyselinou sulfonovou. 
Simson et.al [8]použily kyselinu metansulfonovou (MSA) a prováděli hydrolýzu 
v přítomnosti nízkých koncentrací tryptaminu ( (3 - (2-aminoethyl)indol). 
Hlavní výhodou kyseliny metansulfonové s porovnáním kyseliny 
chlorovodíkové je stanovení tryptofanu a sulfoxidu methioninu. Sulfooxid 
metioninu je nejběžnější a snadno vyrobený produkt oxidací metioninu, který 
nelze určit po hydrolýze kyselinou chlorovodíkovou.  

Chiou a Wang [9] použili hydrolýzu s 4 M kyselinou methansulfonovou při 
teplotě 160°C po dobu 45 min. Kyslík byl odstraněn z hydrolyzační směsi 
proplachováním dusíkem místo odpařování. Množství získaných aminokyselin 
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pomocí hydrolýzy s kyselinou methansulfonovou bylo podobné obsahu 
aminokyselin získaných při hydrolýze kyselinou chlorovodíkovou při teplotě 
110°C po dobu 24hodin.  

Dalším způsobem štěpení bílkovinné molekuly je štěpení alkalické, při 
kterém dochází k racemizaci aminokyselin. Je právě tak rychlé jako štěpení 
kyselinami. Některé aminokyseliny jsou v alkalickém prostředí stálejší 
(tryptofan), jiné podléhají ještě rychleji destrukci (cystin), některé se přímo 
rozkládají (arginin). Pro alkalickou hydrolýzu se využívá nejčastěji hydroxid 
sodný (NaOH), hydroxid draselný (KOH), hydroxid lithný ( LiOH) nebo 
hydroxid barnatý (Ba (OH)2).  V případě 5 N-hydroxidu sodného se hydrolýza 
provádí v baňce se zpětným chladičem nebo v autoklávu pod tlakem. Reakční 
doba činí 6-34hodin za silného odštěpování amoniaku. Lepších výsledků lze 
dosáhnout pomocí 14%-ního hydroxidu barnatého, kdy dochází k menší 
destrukci AMK, hlavně tryptofanu. Hydrolýza s hydroxidem barnatým je hlubší 
a rychlejší [10]. 

Enzymatická hydrolýza má velkou výhodu v tom, že nenastává racemizace 
AMK. Enzymatická hydrolýza představuje mnohem mírnější podmínky než 
kyselá i alkalická hydrolýza, obvykle při teplotě 40-60°C a pH 6-8 [11]. 
Rozkladný proces závisí na činnosti trávícího enzymu, nevyžaduje vysoké 
náklady a proces je snadno ovladatelný. Důležitým faktorem je výběr enzymu, 
protože enzymy mají různou specifičnost a poskytují produkty s různými 
chemickými a funkčními vlastnostmi. Nejčastěji používaným enzymem 
v mnoha studiích je enzym Alcalase, produkovaný z Bacillus Licheniformis. 
Celkové aminokyselinové složení enzymových hydrolyzátů je podobné jako u 
výchozího materiálu. Kromě toho, hydrolyzáty vykazují určité technologické 
výhody jako je zlepšená rozpustnost, relativně vysoká odolnost vůči vysrážení či 
tepelná stabilita [12]. 

 
Průběh hydrolýzy, zejména její kinetika, výsledné vlastnosti a složení 

produktu se odvíjí od primární a sekundární struktury výchozí bílkoviny. Pod 
pojmem primární struktura bílkovin rozumíme údaje o kovalentní struktuře 
molekuly tj. počet a pořadí aminokyselin v peptidovém řetězci, charakter 
základních peptidových vazeb, počet, charakter a poloha vedlejších kovalentních 
vazeb. Sekundární strukturou rozumíme geometrické uspořádání 
polypeptidického řetězce. Může mít formu skládaného listu nebo pravotočivé 
šroubovice (α-helix). Třetí úrovní struktury proteinů je terciální struktura, která 
určuje celkovou konformaci polypeptidového řetězce. Na spojení jednotlivých 
úseků a celkovou fixaci terciální struktury se podílejí různé typy kovalentních 
vazeb, např. disulfidové můstky a nevazebné interakce, funkční skupiny AMK. 
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Řada proteinových molekul není tvořena jedním, ale několika polypetidovými 
řetězci, které vytvářejí definovanou komplexní molekulu. Uspořádání řetězců 
v této makromolekule označujeme jako kvartérní strukturu proteinů. Takovou 
strukturu mají některé enzymy, hemoglobin a další bílkoviny [1,2]. 

Hlavním úkolem hydrolýzy je ztekucení vstupní suroviny. Z tohoto důvodu je 
značná pozornost věnována také vlastnostem těchto roztoků. V roztocích 
proteiny disociují podobně jako aminokyseliny nebo peptidy za vzniku 
makromolekulárních polyiontů, jsou tedy polyamfolyty. Rozpustnost proteinů 
závisí na povaze rozpouštědla, hodnotě pH roztoku, koncentraci elektrolytu a na 
terciální struktuře proteinu. Protože makromolekuly proteinů obsahují řadu 
volných karboxylových i aminových skupin, nesou ve vodných roztocích kladně 
i záporně nabité ionty. Oblast pH, kde je počet kladných i záporný iontů stejný 
se nazývá tzv. isoelektrický bod a v tomto bodě má protein minimální 
rozpustnost a jeho roztok má minimální viskozitu a bobtnavost [1,2]. 

K nejdůležitějším změnám fyzikálních vlastností proteinů patří změny jejich 
konformace. Soubor konformačních změn se pak nazývá denaturace proteinů. 
Denaturací se struktura proteinu mění v méně uspořádanou. Důsledkem těchto 
změn je ztráta biologické aktivity a původní funkce proteinu. Vyvolávají ji 
fyzikální faktory (změny teploty, tlaku, působením ultrazvuku aj.) nebo nastává 
chemickými činidly např. v přítomnosti solí, kyselin, zásad, resp. změnami pH 
roztoků nebo v přítomnosti povrchově aktivních látek. Tento případ je prakticky 
využit při výrobě želatiny a klihu z vedlejších produktů koželužského průmyslu 
[13]. Z nutričního hlediska je denaturace zpravidla žádoucí, protože 
denaturované proteiny bývají přístupnější digestivním enzymům trávicího 
traktu. Denaturací se proto zvýší využitelnost proteinů [2]. 

Předmětem řady prací se stalo sledování rychlosti přechodu dusíku bílkoviny 
do roztoku a sledování růstu dusíku primárních aminoskupin v roztoku. Přechod 
dusíku do roztoku lze sledovat jen za velmi mírných podmínek. Mareček [14] 
sledoval štěpení kaseinu a keratinu při 70 a 90°C za různých podmínek 
koncentrace a přebytku HCl a zjistil, že přechod veškerého dusíku do roztoku je 
reakcí II. řádu. S tímto zjištěním souhlasili i Nasset a Greenberg [15]. Naproti 
tomu, Dunn [16] hydrolyzoval kasein kyselinami a usoudil, že se jedná o reakci 
I. řádu. 

Při hydrolýze bílkovin (i zcela čistých) se tvoří látky, které se vylučují 
postupně jako tmavé sloučeniny a které Mulder [17] nazval huminy nebo 
ulminy. Z hydrolyzátů jednotlivých bílkovin se dají isolovat v množství od  
1,1 – 10%. Někdy obsahují síru, ale i jiné prvky.  Podle Samuelyho [18] je 
k jejich tvorbě nutný kyslík. Maillard [19] zjistil, že humusové látky se tvoří 
reakcí mezi AMK a cukry (Maillardova reakce-hnědnutí). V celku lze 
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konstatovat, že za obvyklých podmínek hydrolýzy, vznikají huminy ze všech 
AMK. Platí pravidlo, čím méně je kyseliny v roztoku a více nebílkovinných 
látek v surovině, tím více vzniká huminů (při 20% koncentraci HCl a při 
teplotách 105 – 125 °C). U sušených kvasnic s 8,1% N je výtěžnost 15-33g 
huminových zbytků se 4 - 6,5%  dusíku. 

Podle reakčních podmínek se mění množství, složení i struktura huminových 
zbytků. Struktura zbytků je mazlavá až suchá, zrnitá, barva hnědá až černá a 
také bývá rozdílná rozpustnost v mírně kyselých roztocích nebo ve vodě. 
Mareček podává celkem podrobný přehled hydrolýz u různých surovin. Pro 
příklad uvádím průběh hydrolýz u sušených kvasnic, které jsou pak náplní 
experimentální části dizertační práce. Při hydrolýze sušených kvasnic s 8,1 g N a 
reakčních podmínkách - 110 °C, 20% přebytek, 20% koncentrace HCl, 4 hod je 
množství zbytků 27 g, struktura suchá a obsah N v huminech 1,4 g. V případě 
hydrolýzy sušených kvasnic za reakčních podmínek 110 °C, 50% přebytek, 20% 
koncentrace HCl, 12 hod je množství zbytků 15 g, struktura suchá a obsah N v 
huminech 0,5g [6]. 

Mareček [6] provedl několik technických hydrolýz, kde se mimo jiné 
soustředil na vliv teploty a koncentraci HCl.  U sušených kvasnic bylo dosaženo 
následujících výsledků: 

• vliv teploty: sušené kvasnice 8,1% N, 20% přebytek a 20% koncentrace 
HCl, 95 °C, 100 g suroviny, hydrolyzát byl zředěný do 300 ml. 

Štěpení kvasnic je za mírných podmínek rychlejší než štěpení lepku. Hodnoty 
zbytků jsou dosti vysoké a celkem mnoho se nemění. Hodnoty veškerého dusíku 
jsou více méně stejné. Naproti tomu hodnoty dusíku primárních aminoskupin 
jsou za tvrdších podmínek podstatně vyšší. S tvrdšími podmínkami a s delší 
reakční dobou se stává barva hydrolyzátu světlejší a chuť výraznější. Nejlepší 
výsledky byly získány při tlakových hydrolýzách a to s kratší reakční dobou. 

• vliv koncentrace: sušené kvasnice - 20% přebytek kyseliny a 15%, 20% 
a 25% koncentrace násadové kyseliny. 

Sušené kvasnice neukazovaly podstatné rozdíly v rychlosti a v hloubce 
štěpení s rostoucí koncentrací. Obsah veškerého N v roztoku nebyl koncentrací 
ovlivněn. U smyslových vlastností došlo ke značným rozdílům. Při 15% 
koncentraci byla chuť zneutralizovaného hydrolyzátu prázdná, bezvýrazná, 
kvasnicová, při 20% koncentraci byla plná, výrazná, bez plného kvasnicového 
charakteru a při 25% koncentraci se stala chuť svíravou, příliš výraznou. Barva 
hydrolyzátů se zvýšenou koncentrací světlala. 

 
Jak již bylo uvedeno v literární rešerši, část dizertační práce se bude týkat 

hydrolýzy kvasničné biomasy, konkrétně pivovarských kvasnic. Jedná se o 
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biomasu mikroorganismů kvasinek - Saccharomycses cerevisae var. 
Carsbergensis, které jsou využívány ke zkvašování sladového extraktu při 
výrobě piva. Kvasnice se získávají během kvašení, když se cukr mění na 
alkohol. Ty se pak v nádržích velmi rychle množí a postupně klesají ke dnu. 
Dochází k takzvanému „odstřelu“, a v tomhle okamžiku se usazené kvasnice 
odpouštějí [20].  

Kvasničná biomasa je významným přírodním zdrojem celého spektra 
biologicky aktivních látek. Vedle velkého množství bílkovin obsahují 
pivovarské kvasnice také nezanedbatelné množství vitamínů skupiny B. MUDr. 
Stuchlík ve studii [21] uvedl mimo jiné i vitamíny B1, B2, B6, B5 (kyselina 
pantotenová) a B7 (biotin). 

 
• Vitamín B1 – thiamin 
Jeho chemická struktura je charakterizována pyrimidinovým a imidazolovým 

okruhem. Thiamin pyrofosfát je zásadním koenzymem pro několik velmi 
významných enzymů. 

Hraje podstatnou roli při odbourávání cukrů, podílí se rovněž na konečném 
odbourávání metabolických produktů tuků a bílkovin.  

Akutní nedostatek v potravě vede k chorobě nazývané beri-beri, která se ještě 
dodnes vyskytuje v jihovýchodní Asii. Toto onemocnění vede k poruchám 
nervového, kardiovaskulárního systému a atrofii svalů. 

Nalezneme ho například v mase (masné výrobky a maso vepřové), 
vnitřnostech (játra, srdce, ledviny), pivovarských kvasnicích či tmavé mouce 
[22]. 

  

 

Obr. 1.1: Thiamin – vitamín B1 
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• Vitamín B2 – riboflavin 
Jeho struktura je postavena na isoalloxazinovém jádru s navázaným cukerným 

alkoholem ribitolem. Riboflavin se vyskytuje v biochemických systémech ve 
formě koenzymů oxidoredukčních enzymů. Nejběžnějšími jsou 
flavinmononukleotid (FMN) a flavinadenindinukleotid (FAD). Jednou z 
nejvýznamnějších chemických vlastností je možnost účastnit se oxidačně 
redukčních vlastností. 

Procesu vidění se riboflavin účastní tím, že převádí krátkovlnné modré 
paprsky na žlutozelené a tím umožňuje vidění za šera. 

Avitaminóza se projevuje zánětlivými změnami sliznic a kůže, eventuálně i 
nervovými poruchami. 

K nejbohatším zdrojům riboflavinu patří játra, vejce, sýr a maso [2].  
 

 

Obr. 1.2: Riboflavin – vitamín B2 

 

• Vitamín B5 – kyselina pantothenová 
Chemicky vytvořena spojením kyseliny pantotenové a aminokyseliny  

beta-alaninu. Podílí se na tvorbě koenzymu A s ATP a cysteinem. Kyselina 
pantotenová zasahuje prostřednictvím koenzymu A do významných 
metabolických cyklů, jako je  β -oxidace mastných kyselin a citrátový cyklus. 

Nedostatek kyseliny pantothenové se projevuje degenerativními změnami na 
sliznicích, především dýchacího a trávicího systému. 

Dobrými zdroji kyseliny pantotenové jsou kromě kvasnic (až 200 µg/g) 
především vnitřnosti, jako játra, ledviny apod., z ostatních potravin pak vejce. 
Poměrně chudým zdrojem pantotenové kyseliny je mléko (3µg/g) [2]. 



 

 

 

Obr. 1.3

• Vitamín B6 – pyridoxin
Tímto pojmem se označují všechny t

pyridoxinová triáda, tvořená pyridoxo
V biochemických systémech vystupuje pyridoxin ve form

derivátů pyridoxalfosfátu  a pyridoxaminfosfátu. Pyridoxalfosfát se jako 
kofaktor  dekarboxylas zúčastň
se jedná hlavně o transaminaci, p
aminotransferas, o dekarboxylaci aminokyselin a jejich racemizace.

 
Stuchlík [21] uvedl, že pyridoxin se užívá p

po těžkých operacích, při ledvinových kamenech, p
neuropatii. Hypovitaminóza se projevuje zvýšenou nervosvalovou dráždivostí, 
zapomnětlivostí, nespavostí, př
a mravenčením rukou a nohou. Ovšem n

 
Vitamín B6 je široce rozšíř

vyšších koncentracích se vyskytuje v droždí, ve zví
vepřovém, drůbežím a rybím mase. Z rostlinných potravin je nejhojn
v pšeničných klíčcích, cereáliích, celozrnných produktech a v sójových bobech. 
Rovněž brambory, zelí, kukuř
dobrými zdroji tohoto vitamínu.
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Obr. 1.3: Kyselina pantothenová – vitamín B5
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V biochemických systémech vystupuje pyridoxin ve formě

 pyridoxalfosfátu  a pyridoxaminfosfátu. Pyridoxalfosfát se jako 
častňuje reakcí v metaboslismu aminokyselin. Z reakcí 

 o transaminaci, při níž je pyridoxalfosfát koenzymem 
aminotransferas, o dekarboxylaci aminokyselin a jejich racemizace.

Stuchlík [21] uvedl, že pyridoxin se užívá při anémiích, křečových stavech, 
ři ledvinových kamenech, při diabetické a alkoholové 

neuropatii. Hypovitaminóza se projevuje zvýšenou nervosvalovou dráždivostí, 
tlivostí, nespavostí, předrážděností, křečemi dolních konč
ením rukou a nohou. Ovšem nedostatek vitamínu B6 je vzácný.

je široce rozšířen v rostlinných i živočišných potravinách. Ve 
vyšších koncentracích se vyskytuje v droždí, ve zvířecích vnitř

bežím a rybím mase. Z rostlinných potravin je nejhojn
cích, cereáliích, celozrnných produktech a v sójových bobech. 

ž brambory, zelí, kukuřice, mrkev, banány, zelené fazole a hrách jsou 
dobrými zdroji tohoto vitamínu. 

 

Obr. 1.4: Pyridoxin – vitamín B6 
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V biochemických systémech vystupuje pyridoxin ve formě fosfátových 
 pyridoxalfosfátu  a pyridoxaminfosfátu. Pyridoxalfosfát se jako 

lismu aminokyselin. Z reakcí 
i níž je pyridoxalfosfát koenzymem 

aminotransferas, o dekarboxylaci aminokyselin a jejich racemizace. 

ř čových stavech, 
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neuropatii. Hypovitaminóza se projevuje zvýšenou nervosvalovou dráždivostí, 
emi dolních končetin, strnulostí 

je vzácný. 

išných potravinách. Ve 
řecích vnitřnostech, ve 

bežím a rybím mase. Z rostlinných potravin je nejhojněji obsažen 
cích, cereáliích, celozrnných produktech a v sójových bobech. 

ice, mrkev, banány, zelené fazole a hrách jsou 
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• Vitamín B7 – biotin  
Obsahuje v molekule imidazolový a tetrahydrothiofenový kruh. Biotin je 

součástí některých ligas, které katalyzují inkorporaci nebo přenos oxidu 
uhličitého. Je také koenzymem karboxylas acetylkoenzymu A a uplatňuje se při 
biosyntéze mastných kyselin. 

Nedostatek biotinu se projevuje padáním vlasů, zarudnutím obličeje dále se 
mohou objevit deprese, halucinace a necitlivost v končetinách. 

 
Zdroje biotinu v potravě jsou různorodé: nejbohatším zdrojem jsou jedlé 

kaštany, dále játra, žloutek a sója. Biotin je přítomen dále v ovesných vločkách, 
ořeších, rýži, mléce, kvasnicích, ječmenu, luštěninách, květáku, houbách, 
ananasu, malinách, rajčatech [22]. 

 

Obr. 1.5: Biotin – vitamín B7 
 

Pivovarské kvasnice lze zpracovávat různými postupy. Lze je podávat ve 
formě vitálních nativních kvasnic, lisovat, zahušťovat, použít pro výrobu 
sušených kvasnic nebo pro výrobu hydrolyzátů, kyseliny glutamové a 
kvasničného extraktu.  

Nativní pivovarské kvasnice jsou dodávány o sušině 8 – 10%, které jsou 
vhodné pro použití v zemědělské živočišné výrobě. 

 
Kvasničná sušina se pohybuje v rozmezí 92 – 94%. Biologická hodnota 

sušených pivovarských kvasnic je vyjádřena zvláště obsahem životně důležitých 
aminokyselin, které živý organismus sám neumí syntetizovat jako je např. lysin, 
methionin, cystein, leucin, valin a izoleucin. Tato vysoká biologická hodnota je 
také dána nejen velmi příznivým obsahem vitamínů skupiny B, ale i obsahem 
minerálních látek a stopových prvků - zejména fosforu, draslíku, železa, mědi, 
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zinku. Právě vitamíny skupiny B ( B1, B2, B3 a B6) významně ovlivňují 
veškeré funkce živého organismu, podílí se na látkové výměně proteinů, tuků a 
uhlohydrátů, jsou vhodné pro rekonvalescenci, při nadměrné zátěži nebo jako 
antistresový doplněk [23]. 

V našich podmínkách jsou k dispozici především výrobky typu PANGAMIN, 
PARGAVIT. V současné době se distribuje ve formě tablet a to buď klasických, 
nebo obalených chuťově neutrální vrstvou, která zakryje pro někoho 
nepříjemnou kvasničnou chuť. Některé z těchto výrobků se dodávají v 
obohacené formě se zelenými řasami jako ALGIMIN nebo s kulturami 
mléčného kvašení jako BIFIPANGAMIN. 

Pivovarským kvasnicím je přisuzováno mnoho blahodárných účinků. Podle 
některých studií můžou mít kladný vliv na zlepšení zdravotního stavu pacientů 
trpících infekční žloutenkou a cirhózou jater. Mají vliv na růst a vývoj 
testovaných živočichů a chrání je proti infekcím. Působí preventivně proti zácpě 
a během těžké fyzické práce potlačují únavu, depresi, nedostatečnou výkonnost, 
nechutenství a podrážděnost. Protože nedostatek vitaminů B-komplexu zhoršuje 
metabolický proces v trávicím traktu a v nervovém systému, pivovarské 
kvasnice jsou důležité pro zachování chuti k jídlu, zlepšení trávení, vstřebávání 
a vylučování potravy a jako prevence nespavosti, depresí, nervozity a pocitů 
únavy. Díky svému obsahu železa a mědi, pivovarské kvasnice působí proti 
chudokrevnosti a jejím příznakům. Dle některých názorů je vhodné přidávat 
kvasnice i do kojenecké stravy a do výživy lidí, kteří přijímají převážně mléčnou 
stravu, protože ta je chudá na železo [24]. 

Z mikrobní biomasy lze vyrábět také velké množství cenných produktů jako 
je např. ribonukleová kyselina (RNA), bílkoviny, lipidy, fosfolipidy, 
polysacharidy, vitaminy, enzymy aj. Při tom je však třeba většinou šetrně narušit 
buněčnou stěnu mikroorganismů. Pro potravinářský průmysl se vyrábí např. z 
pekařského droždí autolyzát, extrakt nebo hydrolyzát obsahující lyzovanou, či 
jinak narušenou buňku. Stravitelnost tohoto materiálu je větší; používá se např. 
jako přídavek do polévkového koření [20]. 

Slibná je také výroba potravinářského kvasničného extraktu z pivovarských 
kvasnic, především k získání aromatických potravin. Aromatické stimulátory, 
sodná sůl kyseliny glutamové (MSG) a nukleotidy jako např. 5'-guanosin 
monofosfát (5'-GMP) a 5'-inosin monofosfát (5'-IMP) jsou dobře známé 
v potravinářství. Kvasničný extrakt ze sušených pivovarských kvasnic může být 
použit k enzymové úpravě celé řady potravin (vytváření příchutí, ochucovadla 
apod.). Další použití je u masných výrobků, omáček, polévek, také chipsy a 
sušenky [25]. 
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Další zajímavou oblastí je využití kvasničné biomasy u prebiotik, které 
blahodárně ovlivňují hostitele tím, že selektivně ovlivňují růst nebo aktivují 
metabolismus zdraví podporujících bakterií v zažívacím traktu (v současné době 
nový pojem v akvakultuře). β-glukan získaný z pivovarských kvasnic může být 
použit v potravinářských výrobcích jako zahušťovadlo, pojivo nebo emulgační 
stabilizátor. Účinky homogenizace na chemické složení, reologické a funkční 
vlastnosti β-glukanů byly zkoumány. Po autolýze kvasnic, byly buněčné stěny 
homogenizovány a pak extrahovány nejprve hydroxidy, poté kyselinami a 
sušeny na sprejové sušárně. Homogenizované buněčné stěny vykazovaly vyšší 
obsah β-glukanu [26]. 

Limitujícím faktorem ve využití kvasničné biomasy jako zdroj bílkovin pro 
lidskou spotřebu, je jeho vysoký obsah nukleových kyselin, především 
ribonukleová kyselina (RNA), která může odpovídat třetině z celkového počtu 
buněčných proteinů. Některá činidla a metody jsou používány pro izolaci 
kvasinek bílkovin s nízkou RNA. 

Pivovarské kvasnice (biologicky aktivní extrakt) jsou také významným 
zdrojem trojmocného chromu, který byl značně studován pro jeho léčivé 
vlastnosti. Bylo zjištěno, že zesiluje činnost inzulínu. Nedávné studie prokázaly, 
že chrom nemá zásadní vliv na metabolismus glukózy a lipidů u zdravých lidí 
(bez diabetu). Avšak po suplementaci chromu do potravin, výrazně zlepšily 
glykémii u lidí nemocných diabetem [27]. 

Další aplikace je v bioremediaci (působením organismů nebo enzymů dochází 
k přeměně toxických látek na netoxické). Kvasinky se používají k izolaci 
těžkých kovů z průmyslových odpadních vod. Imobilizované buňky kvasinek se 
používají jako biosenzory pro sledování hladiny některých znečišťujících látek 
ve vodě. 

Kvasnicové přípravky byly používány také k léčbě bakteriálních infekcí a 
hojení ran. V poslední době jsou kvasinky podávány jako probiotika ke zničení 
škodlivých střevních bakterií. Používání geneticky upravených kvasinek 
v moderních biotechnologiích pro produkci nových léčiv je na vzestupu. 
Kvasinky mají zřetelné výhody oproti bakteriím k expresi cizích genů. 
Skutečnost, že kvasnice jsou eukaryotické buňky znamená, že mají buněčné 
uspořádání podobné savčí buňce tzn. mohou se syntetizovat a zpracovávat 
farmakologicky užitečné bílkoviny pro léčbu a prevenci nemocí u člověka. 
Několik cizích genů již bylo úspěšně vyjádřeno v kvasinkách např. virové 
vakcíny (prevence proti hepatitidě B), hormony (inzulín pro diabetiky), krevní 
bílkoviny (albumin lidského séra – použití při transfuzi), růstové faktory 
(epidermální růstový faktor pro hojení ran) a interferony (β-interferon pro léčbu 
roztroušené sklerózy) [28]. 
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V současnosti se do popředí zájmu dostávají kvasinky Sacharomyces 
cerevisiae, které hrají významnou roli při léčbě celé řady onemocnění jak u lidí, 
tak i u zvířat. Stejně tak lze kvasnice, či jejich hydrolyzáty využít v období 
rekonvalescence, po úrazech, pro léčbu alergií či zvýšení imunity. Jejich hlavní 
výhodou je poměrně snadné zpracování a nízká cena konečného produktu. 

Ghoneum [38] se již více než dvě desetiletí zabývá výzkumem rakoviny 
s využitím kvasinkových buněk.  Ve svých experimentech zjistil, že nádorové 
buňky propadají řízené sebedestrukci (tzv. apoptóze), pokud jsou vystaveny byť 
i malému množství kvasinek. Nádorové buňky mají snahu kvasinky pohlcovat a 
poté nádorová buňka umírá. Proto se kvasinky stávají slibným a přirozeným 
způsobem léčby rakoviny. 

S léčbou rakoviny souvisí i následující studie [39], kde pacientům byly 
podávány selenem obohacené kvasinky, a byla prokázána 50% -ní redukce 
projevů rakoviny.  Při zkoumání různých způsobů vpravení selenu do kvasinek 
bylo zjištěno, že čím větší množství seleničitanu přidáváme, tím se zvýší 
koncentrace selenu v buňkách, ale jejich růst je inhibován.  Nalezením 
sloučenin, které jsou kvasinkou během růstu vytvářeny, by velmi pomohlo při 
pochopení asimilačního mechanismu a tím i příznivých a antikarcinogenních 
vlastností kvasinek.   

Ve studii [40] zkoumali možnosti využití kvasinek S.cerevisisae v rámci 
rekombinantní vakcíny k úpravě funkce myostatinu u myší. Myši byly očkované 
tzv. orálním krmením a podkožními injekcemi. Dle výsledků bylo zjištěno, že 
orální krmení mělo téměř stejnou imunitní reakci jako u injekcí. Všechna zvířata 
byla v celém průběhu experimentu zdravá, což naznačuje, že vakcína je 
netoxická a bezpečná. V souhrnu bylo zjištěno, že orálně podávaná vakcína 
zvyšuje tělesnou hmotnost a svalové složení u myší, což může do budoucna vést 
k vývoji vakcíny proti svalové atrofii u lidí. 

 
Důležitou součástí buněčné stěny v kvasinkách Saccharomyces cerevisiae 

jsou mannoproteiny, které mají výrazné emulgační vlastnosti.  Tyto vlastnosti 
byly prezentovány v [41]. Cílem bylo vytvořit tři druhy extraktů obsahující 
mannoproteiny kvasinek; alkalický extrakt (ASMP), extrakt horkou vodou 
(WSMP) a denaturovaný extrakt (DWSMP). Na základě analytických metod a 
testů in vitro, byl extrakt WSMP navržen jako účinný přírodní doplněk pro 
zvýšení imunity v průběhu nádorového onemocnění. 

Účinky kvasnicových hydrolyzátů byly zkoumány ve spojení s mechanismem 
regulace chuti k jídlu v centrálním nervovém systému [42]. Výsledky ukázaly, 
že kvasnicové hydrolyzáty o molekulové velikosti < 10kDa mají blahodárné 
účinky jako doplněk stravy s účinkem proti obezitě. 
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Cílem další práce [43] bylo získat údaje o bezpečnosti při užívání 

kvasnicových hydrolyzátů o molekulové hmotnosti 10-30 kDa jako doplněk 
stravy. Hematologické a biochemické analýzy testovaných potkanů neodhalily 
žádné toxické účinky hydrolyzátů Saccharomyces cerevisiae. 

 
V následující studii [44] se snažili vytvořit materiál, který obsahuje vysoký 

obsah CHP (Cyclo-His-Pro) za použití kvasinek pro aplikaci tohoto cyklického 
dipeptidu v léčbě metabolických poruch. Hydrolyzáty s vysokým obsahem CHP 
ukázaly vysokou úroveň aktivních radikálů a glukózovou toleranční činnost. 
Proto je možné využít kvasnicové hydrolyzáty s vysokým obsahem CHP jako 
antioxidační nebo antidiabetický materiál pro přípravu funkčních potravin. 

 
Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus byly zkoumány pro posouzení 

vlivu stravy na růst, výkonnost, správnost biochemických parametrů v séru a 
střevní mikroflóry mladých jeseterů rodu Beluga. Výsledky této studie [45] 
naznačují, že doplněk stravy obsahující 2% kvasinek zlepšili konečnou 
hmotnost, přibývání na váze. Dále upravují růst a střevní mikroflóru, aniž by 
negativně ovlivnily základní hematologické parametry. 

 
V následující práci [46] byl výzkum zaměřen na získání mědí obohacených 

buněk Saccharomyces cerevisiae, vyvinout účinný kovový systém pro lidskou 
výživu a léčebné procedury. K výrobě gluthathionu (GSH-konjugát mědi) byly 
využity vzorky kvasinek S.cerevisiae pro biotransformační studie s octanem 
mědnatým . V první části výzkumu se zjišťovaly možnosti zvýšení obsahu 
intracelulárního GSH a ve druhém kroku se kvasinky pěstovaly v přítomnosti 
mědi a následně se podrobily procesu biotransformace. S ohledem na 
2008/100/ES směrnice týkající se doporučené denní dávky (RDA) 
potravinových doplňků, můžeme měď na intracelulární úrovni považovat za 
velmi důležitou pro formulaci výživových doplňků z kvasničné biomasy. Tento 
postup můžeme považovat za velmi zajímavou příležitost k dalšímu použití 
kultur kvasinek k nutričnímu použití. 

V následující publikaci [47] byly použity kultury mikroorgasnimů bachoru ke 
studiu vlivu kvasnicových hydrolyzátů ze Saccharomyces cerevisiae na 
fermentaci tropických trav (Pennisetum pupureum, P.clandestinum a Cliricidia 
sepium) in vitro. Pokud by byly tyto výsledky potvrzeny testováním in vivo, 
mohly by se kvasnicové hydrolyzáty použít jako doplňkové látky ke krmení 
přežvýkavců z důvodu zlepšení trávení těchto tropických trav. 
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Celá řada publikací se věnuje výrobě etanolu z různých substrátů s využitím 
kvasinkových buněk.  

 
V následující práci [48] byly hodnoceny vlastnosti kvasinek při fermentaci 

lignocelulózové biomasy. Při hydrolýze se tvoří a uvolňují inhibiční látky 
(furany, slabé kyseliny a fenoly). Snižují výnosy etanolu a ovlivňují produktivitu 
a výkonnost mikroorganismů během fermentace. Saccharomyces cerevisiae se 
jeví jako nejméně citlivý mikroorganismus. Za účelem překonání účinků 
inhibitorů byly vyvinuty metody, které zahrnují zlepšení přirozené tolerance 
mikroorganismů. 

Kvasinky Saccharomyces cerevisiae byly také využity k produkci etanolu 
z kukuřice Stover.  K odstranění těkavých inhibitorů během fermentace z 
hemicelulózového hydrolyzátu bylo docíleno neutralizací vápnem. Veškerý 
obsah furfuralu a kyseliny octové se snížil více než o 50%. Pomocí kvasinek a 
alginátu vápenatého se výrazně zlepšila zkvasitelnost dekontaminovaných 
hydrolyzátů. Tyto výsledky potvrzují životaschopnost a význam produkce 
etanolu z hemicelulózového hydrolyzátu z kukuřice [49]. 

 
Pro produkci etanolu byla prezentována práce [50], která využívá nového 

kmene kvasinek (Spathaspora arborariae ) a rýžových slupek jako substrát a to 
buď samostatně anebo společně s kvasinkami Saccharomyces cerevisiae. 

 
V práci [51] byly hydrolyzáty z pekařských a pivovarských kvasnic, dále 

melasa zkoumány jako zdroje dusíku pro produkci kyseliny jantarové v průběhu 
kvašení. Hydrolyzát z pekařského droždí vykazoval nejvyšší výnosy kyseliny 
jantarové. Lze ho použít jako alternativní zdroj dusíku a můžeme jím nahradit 
komerční kvasničný extrakt. 

 

 

Kvasničná biomasa se také stala předmětem řady zajímavých publikací. 
Kvasinka Saccharomyces cerevisiae byla přijata jako cenný modelový systém 

pro studium vlivu kosmických letů na základní eukaryotické buněčné procesy, 
jako jsou úpravy DNA a buněčného cyklu. S. cerevisiae získané z Apolla 16 
byly schopné lépe přežít v tzv. intradermální lézi (podkožní rána, puchýř) 
v uměle infikovaných myších ve srovnání s testy na zemi. Tyto výsledky 
naznačují, že stavy bez tíže či kosmické lety by mohly podpořit přežití buněk 
S.cerevisiae prostřednictvím regulace metabolismu sacharidů a průběhu 
buněčného cyklu [52].  
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Velmi zajímavá se jeví nová metoda pro imobilizaci kvasinek Saccharomyces 
cerevisiae. Biokeramický materiál (hydroxylapatit tzv. HAp) byl poprvé 
testován jako nový nosič a ukázalo se, že za typických podmínek kvasinky 
nemají žádnou afinitu k HAp keramice. Experimenty s kvasinkovými buňkami 
imobilizovaných na HAp keramice prokázaly účinnost použití těchto přípravků 
v biotechnologiích spojené s čištěním odpadních vod od těžkých kovů [53]. 

Buňky kvasinek S.cerevisiae  byly úspěšně využity k selektivní separaci 
křemene a vápence prostřednictvím indukované flotace a flokulace. Kvasinky 
vykazovaly vyšší afinitu k povrchu vápence. Tato studie se snažila pochopit 
změny v chemii povrchu kvasinek a minerálů po vzájemné interakci [54]. 

V druhé části literární rešerše poukazuji na využití odpadů z jatečné výroby z 
živočišných tkání, které představují určitou ekologickou zátěž na životní 
prostředí, z důvodu neustálého zvyšování produkce masa. Na druhou stranu 
mohou být potenciálním zdrojem velkého množství bílkovin, které lze získat ne 
příliš složitými postupy či technologiemi vedoucími k redukci odpadů a zvýšení 
efektivnosti výroby. 

Živočišný odpad lze definovat jako jatečně upravená těla zvířat nebo jejich 
části, včetně produktů živočišného původu, které nejsou určeny k přímé lidské 
spotřebě [29]. Zpracováním odpadu z jatek přímo po výseku a bourání masa, se 
výsledný produkt, kolagen či kolagenní hydrolyzát, může využít v 
potravinářství, farmacii či jako biodegradabilni obaly pro potraviny.  

Kolageny představují nejrozšířenější skupinu živočišných bílkovin (asi 25%). 
V současnosti bylo popsáno nejméně 27 rozdílných typů kolagenů. Jako 
strukturální bílkovina je hlavní organickou složkou podpůrného systému 
živočišného organismu, kostí, chrupavek, šlach, vaziva a kůže. Kromě toho je 
významnou složkou cévních stěn, bazálních membrán, rohovek a některých 
orgánů těla. Typickým rysem kolagenu jsou jeho tři polypeptidové řetězce 
stočené do pravotočivé trojité šroubovice. Pro kolagen je charakteristický obsah 
glycinu (26-28%), prolinu (nad 15 %) a hydroxyprolinu (13-14 %). Složení 
kolagenu je závislé na živočišném druhu, typu orgánu a rase zvířete. 
Nejrozšířenější je kolagen typu I, který je přítomný v kůži, kostech, šlachách 
apod. Ostatní typy byly izolovány nedávno a kromě znalosti jejich 
aminokyselinového složení, nejsou o nich tak podrobné informace. Typ II je 
přítomný v chrupavkách a jeho hlavní charakteristikou je relativně vysoký obsah 
hydroxylysinu. Typ II a podobně i typ III a IV jsou složeny ze tří identických 
polypeptidických řetězců. Typ III se vyskytuje společně s typem I v kůži, 
kostech a hlavně ve svalech. Z hlediska chemického složení je pro něj typický 
vyšší obsah hydroxyprolinu a dále přítomnost cysteinu, který stabilizuje 
kolagenovou strukturu kovalentní disulfidickou vazbou (cystin). Typ IV je 
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přítomný v bazálních membránách a podobně jako typ III má vyšší obsah 
hydroxyprolinu; obsahuje též cystein a má vysoký obsah hydroxylysinu. Na 
druhé straně obsahuje tento typ kolagenu velmi málo argininu. Další typ 
kolagenu (typ V) se vyskytuje v bazálních membránách [30]. 

Od konce 70. let 20 století se kolagen stal středem pozornosti zejména 
v potravinářství, výživě, kosmetice, medicíně a farmacii. Kolagen využívaný 
v potravinářských aplikacích musí splňovat vysoké požadavky kladené na 
stupeň čistoty.  

Důležitou oblastí využití kolagenu je výroba jedlých (biologicky 
rozložitelných) střívek, sloužících jako obaly pro masné výrobky. Hlavní funkcí 
obalů pro masné výrobky je zachování nebo zlepšení kvality výrobků, dále 
prodloužení trvanlivosti, omezení nežádoucích mikroorganismů, které snižují 
ztráty aromatických látek. V posledních letech v důsledku mnoha faktorů 
(zvýšená poptávka spotřebitelů po přírodních potravinových systémech, rostoucí 
informovanost o vlastnostech a bezpečnosti, které vyplývají z běžných systémů 
balení potravin) zesílil výzkum na stabilitu jedlých (biologicky rozložitelných) 
obalů pro potravinářské aplikace [31]. 

 V posledních letech narostl zájem o nutriční využití kolagenu a to 
v souvislosti s redukčními dietami. Kolagenu chybí některé esenciální 
aminokyseliny (tryptofan, tyrosin, cystin), ale na druhou stranu má nadbytek 
glycinu a argininu, což může vést k nevyváženosti stravy a tím také 
k doprovodným jevům např. srdeční arytmie, dehydratace, svalová slabost. 
Lékařské studie doporučují kolagenem nahrazovat potřebné bílkoviny 
maximálně do 30%. Totéž platí pro léčení obezity, kde se větší množství 
kolagenu nedoporučuje. V podstatě vzniká snaha nalézt ideální kombinaci 
bílkovin [32]. 

Dalším možným využitím kolagenu je výroba želatiny. Jedná se o produkt 
získaný částečnou hydrolýzou kolagenu živočišného původu získaných z kůže, 
bílé pojivové tkáně a kostí. Potravinářský průmysl je pravděpodobně největším 
spotřebitelem želatiny na světě. Dnešní moderní výroba želatiny podstatně 
zjednodušila přípravu produktů na bázi želé a současně dala jistotu absolutní 
čistoty a zdravotní nezávadnosti želatiny. 

V potravinářském průmyslu je želatina využívána u cukrovinek (zejména 
zachování textury, žvýkatelnosti, stabilizace pěny), u nízkotučných pomazánek 
(zajišťuje krémovitost, odbourávání tuků), mléka a mléčných výrobků (zajištění 
textury, stabilizace), pečiva (působí jako emulgační a želírující látka) a masných 
výrobků (vazba vody).  

Ve farmaceutické a zdravotnické oblasti se želatina používá jako matrice pro 
implantáty, injekční podávání léků ve formě mikrokuliček a v intravenózních 
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infuzích. Uvádí se, že želatina je taktéž přidávána do živých oslabených 
virových vakcín pro očkování proti spalničkám, příušnicím, zarděnkám, 
japonské encefalitidě, vzteklině, záškrtu, tetanu a toxinu obsahující želatinu jako 
stabilizátor. Dále je ve farmaceutickém průmyslu želatina také široce používána 
pro výrobu tvrdých a měkkých tobolek, plasmaexpandery a ošetřování 
ran. Kromě toho se želatina také používá ke snížení hladiny sacharidů v 
potravinách, směřované pro diabetické pacienty [33]. 

Želatina se také používá jako pojivo jednotlivých vrstev u filmů nebo 
fotografických papírů. V metalurgii je želatina používána do elektrolytů, kde 
přidání želatiny umožňuje vyčištění zinku a kadmia, čímž umožňuje výrobu 
vysoce čištěných kovů.  

Dále je želatina používána při výrobě plastů jako ochranný faktor a pro 
možnost regulovatelné velikosti částic. Při výrobě papíru je želatina přidávána 
jako pomocné pojivo, zvyšuje odolnost proti vlhkosti papíru. Želatinové 
hydrolyzáty jsou hojně využívány při výrobě kosmetických přípravků – krémů, 
šamponů a mýdel, kvůli vysokému obsahu kolagenů pro výživu pokožky a vlasů 
[34] 

Atraktivita kolagenu jako biomateriálu spočívá do značné míry na názoru, 
že je to přírodní materiál s nízkou imunogenicitou,  proto ho tělo považuje za 
běžnou složku, a ne jako cizí materiál. Kolagen může být zpracován do několika 
forem, jako jsou trubice, pláty, prášky, rouna, vlákna, injekční roztoky a 
disperze, které našly využití v lékařské praxi. Lékařské aplikace kolagenů 
využívají přípravky obsahující určité typy kolagenu v poměru, který odpovídá 
složení tkáně, z níž byl kolagen isolován [34].  

Zdravotnické prostředky na bázi kolagenu nabízí mnoho aplikací 
v oftalmologii jako štěpy pro náhradu rohovky, šicí materiál, využití kontaktní 
čočky jako bandáž po rohovkových zákrocích nebo jako vizkozní roztok 
používaný jako náhrada sklivce chránící během operace. Nejvíce studovanou 
aplikací kolagenových nosičů jsou vložky a štíty pro podávání léků na povrch 
rohovky nebo rohovky samotné. 

Pro většinu lékařských funkcí je kolagen aplikován v pevné formě např. oční 
čočky, šicí materiál apod. Nicméně, jeden z  nejvíce komerčně prosperujících 
použití kolagenu je tzv., podkožní injekce rozpustného kolagenu pro opravy 
dermatologických vad. Podobné kolagenové přípravky byly úspěšné i v jiných 
lékařských aplikacích jako je léčba nehybnosti hlasivek či močová inkontinence. 
Intenzivně je studována oblast tkáňového inženýrství, kde injekční kolagenové 
přípravky by mohly mít pozitivní vliv na regeneraci buněk a tkání [34]. 

Neocenitelné jsou i kolagenové houby při léčbě vážných popálenin. Našli také 
použití při ošetření jiných typů ran, jako jsou proleženiny, bércové vředy a 
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dekubity (rány vyvolané tlakem). Hlavní výhodou kolagenu je jeho schopnost 
absorbovat velké množství výpotku tkáně, hladké přilnutí k vlhké ráně a 
zachování vlhkého mikroklimatu, stejně tak slouží jako krycí materiál proti 
mechanickému poškození a tím se předchází bakteriální infekci. Vedle těchto 
fyzikálních efektů, kolagen podporuje buněčný růst a pohyblivost [34]. 

Japonské skupiny vědců intenzivně studovaly kolagenové minipeletky, malé 
tyčinky o průměru 1mm a délce 15 mm připravené tvarováním, sušením či 
řezáním kolagenového roztoku. Tyto válcové pelety lze podávat přes injekční 
jehlu. Ukázalo se, že jsou vhodné pro podání minocyklinu a lysozymu pro 
zlepšení klinických příznaků paradentózy [34]. 

Důležitou oblastí využití kolagenu je uplatňování kolagenových hydrolyzátů 
v průmyslové praxi. Široce diskutována je aplikace proteinových hydrolyzátů 
jako biostimulátorů v zemědělské technologii. Získané hydrolyzáty jsou 
schopny konkurovat v ceně se současnými typy zemědělských hnojiv [35]. 

Enzymovou hydrolýzou kolagenu je možné získat lepidla s průměrnou 
molekulovou hmotností v rozmezí 15 -50 KDa. Tyto hydrolyzáty jsou schopny 
podobně jako želatina či lepidla vytvářet termo-revezibilní gely. Jejich kvalita 
však není příliš vysoká, pokud ji posuzujeme standardním postupem, možné 
použití je pro lepení etiket na skleněné láhve, které jsou odstranitelné vodou 
[35]. 

 

 

1.1 Zhodnocení literární rešerše 

Potravinářský a kožedělný průmysl produkuje značné množství vedlejších 
bílkovinných produktů, které se v nemalém podílu likvidují na skladkách nebo 
se spalují. Toto řešení je nejen neperspektivní, ale značně zatěžuje přírodní 
prostředí. Jsou to potenciálně velmi cenné produkty, které mohou při správném 
použití přinést nemalý zisk. 

Kromě využití v kosmetice (kolagenové a keratinové krémy), farmacii 
(kapsuláty), v potravinářství (jako doplňky) a ekologická adheziva, je velmi 
nadějné jejich použití v zemědělství jako biostimulátory. 

Jejich působení je dvojí. V prvním případě hydrolyzáty působí jako 
biostimulátor zvyšující imunitní systém kulturních rostlin. Druhý účinný 
mechanismus použití proteinových hydrolyzátů je schopnost absorbovat 
chemické ochranné prostředky a tím prodlužovat jejich životnost nebo snížit 
požadované účinné koncentrace [37]. 
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V současnosti se provádí intenzivní výzkum použití mikrobiální biomasy ke 
zvýšení imunitního systému olejnatých rostlin, zejména řepky olejnaté, máku a 
lupiny (sója severu).  

Další důležitá aplikace je použití proteinových hydrolyzátů zejména pak 
hydrolyzátů z kvasničné biomasy jako výživa těžce nemocných onkologických 
pacientů. Kombinace hydrolyzátů kvasničné biomasy s gama-nenasycenými 
kyselinami slouží také jako podpůrný lék onkologicky nemocných pacientů. 
Další použití je v období rekonvalescence, po úrazech, nemoci, při poruchách 
trávení apod. Stejně tak lze využít vyrobené hydrolyzáty pro léčbu alergií či 
zvýšení imunity. 

Práce pojednávající o aplikaci kvasnicových hydrolyzátů lze rozdělit do dvou 
skupin. V první skupině je zahrnuta produkce komplexu B vitamínů, jako je 
např. pangamin. Ve druhé skupině je vlastní hydrolytický produkt určený 
převážně jako potravinový doplněk.  

Nejnovější pokusy prokázaly, že kvasnice jsou plně použitelné jako náhrada 
tradičních bílkovin. 

Přidaná kvasničná kultura za optimálních fyzikálně chemických podmínek 
vytváří biomasu bohatou na esenciální aminokyseliny a vitamíny. 

Celá řada publikací dává celkem přehlednou orientaci o   možnostech složení 
hydrolyzátů i jejich hydrolýzy. Obecně lze provádět hydrolýzu jak v kyselém tak 
zásaditém prostředí a v obou případech je možno použít katalytický účinek 
specifických enzymů. Celá řada publikovaných prací se zabývá kyselou 
hydrolýzou s použitím kyseliny chlorovodíkové, kyseliny sírové a sulfonové. 
Alkalická a enzymová hydrolýza je používána v menším rozsahu. V tomto 
velkém množství publikací se však velmi zřídka objevují práce zabývající se 
popisem průběhu hydrolýzy na základě chemické reakční kinetiky. V pracích 
[55]a [56] je prezentováno modelování kinetiky pro výrobu kyseliny jantarové 
z glukózy pomocí kvasinek s následnou optimalizací procesu. V práci [57] je 
kinetika hydrolýzy rýžových slupek pomocí kyseliny sírové vyjádřena 
heterogenními i homogenními modely. Nicméně, optimalizace jednotlivých 
technologických postupů pomocí poznatků procesního inženýrství je řešena 
velmi zřídka, což bude úkolem disertační práce. 
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2. CÍLE DISERTA ČNÍ PRÁCE 
Předkládaná disertační práce se zabývá možnostmi aplikací nástrojů 

procesního inženýrství na vývoji vhodné technologie pro zpracování odpadní 
biomasy, jejíž součástí jsou naměřená data. Vyhodnocuje navržené matematické 
modely jejich verifikací s cílem najít optimální hydrolyzační čas, který bude 
odpovídat minimu hlavních provozních nákladů. 

 
Na základě podrobné literární studie a zejména jejího zhodnocení vyplynuly 

následující úkoly: 
1. popis kinetiky hydrolýzy biomasy 
2. naměření experimentálních dat hydrolýzy a její vyhodnocení na základě 

navržených matematických modelů a jejich verifikace 
3. optimalizace hydrolyzačního reaktoru 
4. stanovení efektivního difusního koeficientu biostimulátoru a jeho 

možností sorpce rostlinným materiálem 
5. aplikace hydrolyzátů jako biostimulátorů v zemědělství 
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3. ZVOLENÉ METODY ZPRACOVÁNÍ 
Zvolené metody zpracování spočívají v optimální kombinaci přímého a 

nepřímého modelování. Nepřímé modelování spočívá v navržení 
matematicko – fyzikálních modelů na základě předpokládaného děje tj. 
hydrolýzy bílkovinné suroviny a popis transportních procesů při praktické 
aplikaci biostimulátoru v zemědělství. Přímé modelování spočívá 
v experimentálním naměření příslušných časových závislostí a transportních 
procesů.  

Kombinací obou metod jsou experimentálně naměřená data  
matematicko-statisticky zpracována pomocí lineární a nelineární regresní 
analýzy podle navržených kvantitativních modelů za účelem stanovení 
kinetických parametrů. Verifikace navržených matematických modelů je 
provedena reálnými zkouškami v polních případně skleníkových podmínkách. K 
řešení je použito teorie matematické analýzy a numerických metod. 

Ke stanovení jednotlivých složek směsí používám speciálních analytických 
metod. 
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4. TEORETICKÁ ČÁST 
4.1 Kinetika hydrolýzy kvasničné biomasy 

Při hydrolýze kvasničné biomasy s hydrolyzačním činidlem dochází ke 
vzniku heterogenní směsi obsahující vodný roztok proteinového hydrolyzátu a 
směs kvasnic. Jelikož do reakce vstupují jen malé molekuly, můžeme brzdící 
vliv vnitřní difuse zanedbat.  

Za tohoto předpokladu můžeme kinetiku hydrolýzy kvasničné biomasy popsat 
rovnicí prvního řádu 
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Integrací rovnice (4.1) obdržíme vztah 
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Zavedením stupně konverze 
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Upravíme integrál rovnice (4.1) 
 

τkex −−= 1  (4.2b) 

  
 
Vynesením přirozeného logaritmu (1− x) nezreagovaného podílu oproti času 

získáme přímku, z jejíž směrnice zjistíme rychlostní konstantu hydrolýzy 
biomasy. 
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4.2 Stanovení optimální reakční doby 

Optimální čas pro přípravu ztekuceného hydrolyzátu z kvasničné biomasy 
závisí na hlavních provozních nákladech (NS), které jsou rovny součtu nákladů 
na spotřebu elektrické energie nutnou k pohonu míchadla (NE) a nákladů na 
požadovanou koncentraci konečného produktu (NO). 

 
Platí tedy 

 

OES NNN +=  (4.3) 
 
Náklady na spotřebu elektrické energie, jsou rovny součinu příkonu 

elektromotoru v čase (P,τ) a jednotkovou cenu elektrické energie KE 

 

τ⋅⋅= PKN EE  (4.4) 

 

Náklady na koncentraci jsou dány součinem hmotností vypařené vody, 
výparného tepla a jednotkovou cenou tepelné energie 

 
( ) OHvýpPO mHKN

2
⋅⋅= ∆  (4.5) 

 

Kombinací rovnic (4.4) a (4.5) dostaneme 
  

( ) OHvýppES mHKPKN
2

⋅⋅+⋅⋅= ∆τ  (4.6) 

 
           

kde  
 
P .............................. příkon elektromotoru [kW]  
τ .............................. čas [h]  
KE ........................... jednotková cena elektrické energie [Kč/kWh]  
����.......................množství vypařené vody [kg]   

( )výpH∆ ......................výparné teplo vody [J/kg]  

KP ............................ jednotková cena páry odparky [Kč/J] 



 

36 

 

 

Pro stanovení optimální reakční doby budu vycházet z reakce kinetiky 
hydrolýzy v reaktoru, která je popsána následující diferenciální rovnicí 
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 (4.7) 

 
Rovnovážnou koncentraci cro zjistíme z bilance bílkoviny v ustáleném stavu 
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kde Na udává poměr objemu kapalné k objemu pevné fáze (Vo/V). 

 

Dosazením vztahu 4.7b do rovnice 4.7 a integrací dostaneme 4.9 
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( )τk
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Z rovnice (4.9) si vypočteme čas, který potřebujeme pro dosazení do rovnice 
(4.6) 

 
 









−⋅−=

ro

o

c

c

k
1ln

1τ  (4.10) 

 

Ke stanovení nákladů na požadovanou koncentraci produktu (No), je třeba 
znát odpovídající hmotnost odpařené vody. Toto zjistíme bilancí odparky 



 

37 

 

 

  

Celková bilance: 

21 221
ρρ ⋅+=⋅ oOHo VmV  (4.11) 

 

Bilance hydrolyzátu: 

K

o
ooKooo c

c
VVcVcV ⋅=⇒⋅=⋅

1221
 (4.12) 

Kombinací rovnic (4.11) a (4.12) vypočítáme množství vypařené vody OHm
2

.  
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Za předpokladu, že vstupní 1ρ  a výstupní 2ρ  roztoku se rovnají (tento 
předpoklad je oprávněný, ρ hydrolyzátu je roven ρ  vody), pak pro hmotnost 
odpařené vody platí 
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kde platí: VNaVo ⋅=
1
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Dosazením vztahu (4.15) do rovnice (4.6) dostáváme konečný tvar závislosti 
hlavních provozních nákladů  
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Předpokládané optimum (minimum) dostaneme derivací rovnice (4.16) a 
položením výsledků rovných nule 
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kde: 
K

PK
A E ⋅

=      (4.18a) 

( ) ρ∆ ⋅⋅⋅⋅= VNaHKB výpp  (4.18b) 

 
Řešením rovnice (4.18) dostaneme optimální koncentraci odpovídající 

reakční době vyjadřující rovnice (4.10), kde za co dosadíme copt 

  

Kroopt c
B

A
cc ⋅−=  (4.19) 

 
Pro vyčíslení závislosti hlavních provozních nákladů na koncentraci 

bílkovinné biomasy jsme použili následující vstupní data (Tab. 1): 
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Tab. 1: Vstupní parametry pro odhad hlavních provozních nákladů 

KE 2 [Kč·kWh-1] ρ 1000 [kg·m-3] 
Kp 0,4 [Kč·MJ-1] k 0,0143 [min-1] 
V 1 [m3] Na 5 [1] 
P 5 [KW] ck 950 [kg·m-3] 
(∆H)výp 2,3 [MJ·kg-1] cp 900 [kg·m-3] 
cro 150 [kg·m3]    

 
Dosazením do rovnic (4.18a,b) jsem vypočítala hodnoty konstant A a B: 
 

Kč
k

PK
A E 12

600143,0

52 ≅
⋅

⋅=
⋅

=  

 

( )
KčB

VNaHKB výpp

4600100015)103,2()104,0( 66 =⋅⋅⋅⋅⋅⋅=
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Dosazením shora uvedených hodnot A, B do rovnice 4.16 získáme závislost 
hlavních provozních nákladů pro konkrétní vstupní data uvedené v tabulce 1 a 
jejich grafické zobrazení je uvedeno na obrázku 4.1 tj. závislost hlavních 
provozních nákladů na koncentraci hydrolyzátu. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 Obr. 4.1: Závislost hlavních provozních nákladů na koncentraci 

hydrolyzátu v okolí optimální koncentrace.1 
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Zatímco obrázek 4.2 představuje širší rozmezí koncentrace. 
 
 

 
Obr. 4.2: Závislost hlavních provozních nákladů na koncentraci 

hydrolyzátu v okolí optimální koncentrace.1 
 
Pro hodnotu rychlostní konstanty 0,0143 min-1 (0,86h-1) jsem použila 

výsledky z experimentálního měření kinetiky hydrolýzy odpadních 
kolagenových střívek. 

 Dosazením do rovnice (4.21) jsem získala hodnotu optimální koncentrace 
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Odpovídající reakční čas jsem získala dosazením do rovnice (4.10) 
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4.3 Modelové výpočty  

Následující simulační výpočty se budou odvíjet z rovnice 4.16, která se skládá 
ze členů A a B. 
Člen B obsahuje parametry: jednotková cena páry, výparné teplo vody, 

množství vypařené vody, objem, hustota a parametr Na - značí podíl objemu 
hydrolyzačního činidla k objemu vlhké kvasničné biomasy. Parametr Na je 
roven hodnotě 5, který je získán z poznatku při praktickém provádění hydrolýzy 
bílkovin (E.Diefendorf – ústní sdělení). Dále objem představuje náplň 
hydrolyzačního reaktoru, který vzhledem k jeho rozměrům bývá konstantní. 
Cena páry se nebude v delším časovém intervalu podstatně měnit, výparné teplo 
a hustota jsou pak konstanty. 
Člen A obsahuje parametry: jednotková cena energie, kde se opět 

předpokládá, že se nebude v delším časovém intervalu podstatně měnit, příkon 
elektromotoru míchadla je konstanta. Tedy nejdůležitější pro průběh nákladové 
funkce (rovnice 4.16) bude kinetika hydrolyzační reakce tj. hodnota rychlostní 
konstanty. Z tohoto důvodu následující modelové výpočty budou pro měnící se 
hydrolyzační konstantu k. Obrázek 4.3 znázorňuje průběh hlavních provozních 
nákladů na koncentraci hydrolyzátu pro různé hodnoty rychlostních konstant, od 
2 – 0,5 hod-1. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Obr. 4.3: Závislost hlavních provozních nákladů na koncentraci 
hydrolyzátu pro různé hodnoty rychlostních konstant.1 
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Následující obrázek 4.4 představuje závislost optimální koncentrace na 
hodnotách rychlostních konstant. Hlavní pozornost pro praxi bude věnována při 
pomalé hydrolýze. 

 

 

Obr. 4.4: Závislost optimální koncentrace na hodnotách rychlostních 
konstant.1 
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Obrázek 4.5 představuje závislost odpovídajícího optimálního času na 
odpovídajících hodnotách rychlostních konstant. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Obr. 4.5: Závislost optimálního času na odpovídajících hodnotách 
rychlostních konstant.1 

 
 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

                                                 
 

1 grafy byly vytvořeny pomocí programu Wolfram Mathematica 8.0 
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4.4 Stanovení efektivního difusního koeficientu 

Efektivní difusní koeficient je nejdůležitějším experimentálním parametrem 
při difusi biostimulátoru do těla rostliny. Pro výpočet efektivního difusního 
koeficientu bylo použito dvou metod. 
 

4.4.1  Crankova metoda 

Efektivní difusní koeficient lze odhadnout ze sorpčního měření, při kterém se 
měří pokles koncentrace v důsledku penetrace biostimulátoru do těla rostliny. 
Pokles koncentrace je lineárně závislý na druhé odmocnině času. Crank navrhl 
rovnici popisující metodu sorpčního měření, kterou lze popsat následujícím 
vztahem: 
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p τ
π
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kde nekonečný čas je použit pro rovnováhu stavu systému. Rovnovážnou 
koncentraci lze v tomto okamžiku (tj. c0 (∞)) vypočítat z následující hmotnostní 
bilance sorpčního systému v měřící cele: 

 
 

VcVcVc p )()( 00000 ∞+∞= ε  (4.21) 

 

Pro rovnovážnou koncentraci v systému proto můžeme odhadnout 

 

ε+
=∞

Na

Nac
c p0

0 )(  (4.22) 

 

Kromě toho můžeme předpokládat jednosložkovou difusi, protože velmi 
nízké koncentrace biostimulátoru ve vodném roztoku (méně než 1% w/w) se 
obvykle používají jako biostimulátory pro aplikaci v zemědělství [60]. 
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4.4.2 Kvazistacionární metoda 

Je popsána následující diferenciální rovnicí 
 

( )
0V

d

dc

b

SccD p ⋅=
⋅−⋅

τ
 (4.23) 

kde  

cp ............................................ počáteční koncentrace biostimulátoru (kg/m3) 

c .............................. hmotnost biostimulátoru ve vodě (kg/m3) 
S .............................. povrch listu (m2) 
b .............................. tloušťka listu (m) 
τ .............................. čas (s) 
V0 ............................ objem vody (m3) 

 
Integrací rovnice (4.23) získáme vztah  
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Úpravou rovnice (4.24) získáme vztahy (4.25) a (4.26)  
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Objem zjistíme z rovnice (4.27)  
 

SbV ⋅=0  (4.27) 

Dosazením vztahu 
ρ
m

do rovnice (4.27) za V0 obdržíme rovnici pro výpočet 

tloušťky listu 
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4.5 Difuse biostimulátoru rostlinným tělem 

4.5.1 Matematický model v polních podmínkách 
Bílkovinné biostimulátory zvyšují imunitní systém kulturních rostlin a tím 

snižují nutnou potřebu chemické ochrany rostlin. Vedlejším účinkem 
bílkovinných biostimulátorů je jejich působení jako listové hnojivo. Hlavními 
požadavky na biostimulátory jsou jejich dobrá vodo-rozpustnost a rychlá 
penetrace aktivní složky do jemné struktury rostlin. Oba požadavky se realizují 
hydrolýzou kolagenního těsta, kterou lze provádět jak v alkalickém tak v 
kyselém prostředí za možnosti použití proteolytických enzymů v případě 
alkalické hydrolýzy. 

Po chemické stránce je kolagenové těsto polyelektrolyt složený ze 17 
základních aminokyselin. Při hydrolýze se štěpí peptidická vazba CO-NH a 
vznikají nízkomolekulární vodo-rozpustné oligomery. 

K tomu, aby se projevil příznivý účinek biostimulátoru, je třeba, aby 
optimální část biostimulátoru difundovala do vnitřního objemu ošetřované 
rostliny ve formě zředěného vodného postřiku. Absorpce optimálního množství 
rostlinným tělem však potřebuje určitý čas, který je závislý na koncentračním 
gradientu biostimulátoru, na povrchu a hodnotě jeho efektivního difusního 
koeficientu. Po tuto dobu musí být povrchový film biostimulátoru v kapalné 
fázi, neboť při rychlém odpaření vody do okolí se transport biostimulátoru 
zastaví v důsledku prakticky nulové hodnoty difusního koeficientu v tuhé fázi. 
Dále v případě deště dojde ke smytí povrchového filmu biostimulátoru a tím i 
k zastavení jeho průniku do rostliny. Rychlost vypařování závisí na 
klimatických a hydrodynamických podmínkách (teplota, relativní vlhkost 
vzduch a rychlost větru), které doprovázejí polní podmínky testování. Uvedené 
skutečnosti mohou vysvětlit diametrální rozdíly při testování vlivu 
biostimulátorů v polních a skleníkových podmínkách, kde je téměř 100% 
vlhkost a zanedbatelné proudění vzduchu a tím se potřebný čas pro absorpci 
biostimulátoru mnohem lépe dodrží než je tomu v polních podmínkách. 

K vypracování odhadu doporučených podmínek pro testování v polních 
podmínkách byl sestaven zjednodušený matematický model zahrnující 
simultánní difusi biostimulátoru do vnitřního objemu rostliny a jeho odpařování 
do okolního prostředí (vzduchu).  

Předpokládejme tedy povrch listu, který je z obou stran pokrytý souvislou a 
rovnoměrnou vrstvou kapaliny (postřiku), ve které je rozpuštěn biostimulátor. 
Omezíme se na jednorozměrný model, kde prostorová proměnná (x) bude 
představovat tloušťku listu. Dále předpokládejme izotropní vlastnosti listu 
vzhledem k vnitřnímu transportu hmoty, který nám umožňuje aplikovat osově 
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symetrickou okrajovou podmínku.  V důsledku odpařování povrchové vody 
bude koncentrace biostimulátoru stoupat čímž bude klesat hodnota efektivního 
difusního koeficientu. Tento pokles však bude eliminován vzrůstajícím 
koncentračním gradientem na povrchu ošetřované rostliny a z tohoto důvodu 
budeme považovat hodnotu efektivního difusního koeficientu za konstantní po 
dobu existence kapalné fáze na povrchu rostliny. 
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Rovnice (4.29) popisuje nestacionární koncentrační pole biostimulátoru v těle 
ošetřené rostliny. Časově omezená platnost 0 � � � �	 je dána kritickým časem, 
kdy dojde k odpaření veškeré povrchové vody a koncentrace biostimulátoru ve 
filmu je rovna jeho hustotě. V tomto případě, jak bylo řečeno, je hodnota 
efektivního difusního koeficientu nulová. Rovnice (4.30) je osově symetrický 
problém, který reprezentuje izotropní vlastnosti vzhledem k vnitřní difusi 
biostimulátoru. Rovnice (4.31) je předpoklad dokonalého transportu 
biostimulátoru do vnitřního objemu rostliny, 
 značí poréznost rostliny a b je 
polovina tloušťky části rostliny. Je třeba konstatovat, že hodnota pórovitosti se 
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může lišit s ohledem na okolní podmínky (např. vlhkost, světlo, polarita 
biostimulátoru)[65,66]. Vztahy (4.32) a (4.33) jsou počáteční podmínky, 
koncentrace biostimulátoru uvnitř rostlinné tkáně se rovná nule a koncentrace 
biostimulátoru v kapalné vrstvě se rovná počáteční koncentraci připraveného 
roztoku biostimulátoru c0p. Vztah (4.34) reprezentuje hmotovou bilanci tj. 
rychlost akumulace biostimulátoru v těle rostliny je rovna difusnímu toku na 
povrchu, S udává plochu, V0 (τ) představuje čas v závislosti na objemu 
povrchového filmu – tato závislost je popsána rovnicí (4.35), kde ϕ je relativní 
vlhkost vzduchu a ρ je hustota vody, k je hmotnostní součinitel prostupu vody 
(voda se odpařuje během sušení jen v kapalné vrstvě). Termín cn znamená 
koncentraci nasycené vodní páry, která závisí na parciálním tlaku vodní páry, 
což je dáno rovnicí (4.36), kde pn je parciální tlak vodní páry v bodu nasycení, 
M značí molární hmotnost vody, R je univerzální plynová konstanta a T je 
absolutní teplota vzduchu, která je ekvivalentní teplotě nasycení. 

Geometrie matematického modelu je shrnuta na obrázku 4.6: 
 

 

Obr. 4.6: Geometrie matematického modelu difuse biostimulátoru 
 



 

49 

 

 

4.5.2  Matematický model v skleníkových podmínkách 

V případě, že je vzduch nasycen vodní parou, druhý člen na pravé straně 
rovnice (4.35) se rovná nule a pak je objem povrchového filmu konstantní. 
Vzhledem k tomu, že koncentrace biostimulátoru v roztoku je velmi nízká (0,5% 
w/w), pokles objemu biostimulátoru na povrchu způsobené difúzí do rostliny 
můžeme zanedbat. To představuje idealizovanou situaci penetrace 
biostimulátoru. V důsledku toho se stává model lineární. Zde je výhodné zavést 
bezrozměrné proměnné v následujících tvarech: 
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Proto jsme získali bezrozměrné formulace matematického modelu  
(4.29) – (4.34) ve formě následující parciální diferenciální rovnice: 
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Řešení modelu v bezrozměrně proměnných se pak vyjadřuje: 
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Rovnice (4.49) popisuje nestacionární koncentrační pole v těle ošetřované 

rostliny. Koncentrace v povrchové vrstvě se mění s časem v důsledku difuse a je 
dána následující rovnicí: 
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Z praktického hlediska má význam integrálně střední koncentrace 

biostimulátoru ve vnitřním objemu ošetřované rostliny. Ta je dána následující 
rovnicí (4.51) v závislosti na bezrozměrném čase s parametrem Na, což je poměr 
objemu povrchové kapalné vrstvy k objemu rostliny gn v rovnicích (4.49), 
(4,50), (4.51) jsou n-tý kořen rovnice (4.52). 
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5. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST – ANALYTICKÉ 
METODY 

5.1 Stanovení dusíku TKN (Total Kjehdal Nitrogen)  

Pro stanovení celkového obsahu dusíkatých látek byla použita automatická 
destilační jednotka Pro-Nitro 1430 (O. K. SERVIS BioPro, s.r.o., příkon 
2000W, rozsah měření 0,1 – 200 mg dusíku). 

Metoda stanovení dusíku podle Kjehdala se stala celosvětovým oficiálně 
uznávaným standardem pro stanovení dusíku ve všech typech vzorků potravin. 
Princip spočívá v rozkladu zkušebního podílu koncentrovanou kyselinou sírovou 
za přítomnosti katalyzátorů, při kterém se organický dusík přeměňuje na síran 
amonný. Do vychladlého rozloženého produktu se přidá přebytek hydroxidu 
sodného, čímž se uvolní amoniak. Uvolněný amoniak je destilován do přebytku 
kyseliny borité a poté titrován standardním roztokem kyseliny sírové nebo 
chlorovodíkové. Obsah dusíku je vypočítán z množství uvolněného amoniaku 
[61]. 

Analyzátor provádí titraci s kolorimetrickou detekcí v průběhu destilace. 
Výsledkem je údaj obsahu dusíku v mg (P2), který byl následně přepočítán na 

celkový obsah dusíkatých látek.  
 
% celkového obsahu dusíkatých látek byly vypočteny podle vzorce: 
 

% celkového obsahu dusíkatých látek = (P2/n) × F×100 
 

kde  P2 ........ obsah dusíku (mg)  
        n .......... navážka vzorku, která byla zmineralizována (mg)  
        F .......... přepočítávací faktor (6,25) 

 
 

5.2 Stanovení dusíku Biuretovou reakcí 

Stanovení bílkovin Biuretovou reakcí je metoda jednoduchá, s přesností 
stanovení 0 – 1 mg, nezávislá na aminokyselinovém složení. V alkalickém 
prostředí dávají bílkoviny a peptidy s měďnatými ionty červenofialový komplex. 
Intenzita zbarvení je úměrná počtu peptidových vazeb a pro její určení se 
používá absorpční spektrofotometrie [62]. 
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 Závislost absorbance na koncentraci dusíku v pipetovaném objemu vzorku 
byla vyhodnocena lineární regresní analýzou, jejímž výsledkem je následující 
rovnice: 

y = 0,0872x + 0,0089 

                                           R2 = 0,996   

 

Obr. 5.1: Kalibrační křivka obsahu dusíku ve vodném roztoku hydrolyzátu 
 

5.3  Bicinchoninová metoda (BCA metoda) 

Metoda využívá kyseliny bicinchoninové (BCA) ke spektrofotometrickému 
stanovení celkových proteinů; je založena na alkalické redukci mědnatého iontu 
na mědný protein a následné chelataci mědného iontu kyselinou 
bicinchoninovou za vzniku červeného zbarvení. Bicinchoninová metoda je 
velmi citlivá na podmínky provedení: na době a teplotě inkubace, na charakteru 
proteinu použitého k standardizaci atd.  

 
 protein + Cu 2+ → Cu+ → BCA Cu+ komplex  

BCA metoda je mnohem citlivější a přesnější než Biuretova metoda. Dalšími 
výhodami jsou: barva vzniklého komplexu je stabilní, menší citlivost k pracím 
prostředkům, je použitelná pro široké spektrum bílkovin. 
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K 100 µl analyzovaného kapalného vzorku se přidá 2000 µl pracovního 
roztoku (směs bicinchoninové kyseliny a 4%-ního síranu mědnatého). Po 
důkladném promíchání se zkumavky vloží do vodní lázně a inkubují se při 60°C 
po dobu 30 minut. Po ochlazení vzorků, se obsah zkumavky přelije do kyvety a 
měří se absorbance zbarveného roztoku vzorku na fotometru při vlnové délce 
562 nm [63]. 

Závislost absorbance na hmotnosti koncentraci v pipetovaném objemu vzorku 
byla vyhodnocena lineární regresní analýzou, jejímž výsledkem je následující 
rovnice: 

 y = 0,9381x + 0,1707 

   R2 = 0,9843  

 

Obr. 5.2: Kalibrační křivka obsahu dusíku ve vodném roztoku hydrolyzátu 
 

 

5.4 Stanovení obsahu popele 

Popel byl stanoven gravimetricky po spalování při 650°C. Každé stanovení 
bylo provedeno nejméně čtyřikrát [67]. 
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5.5 Gelová permeační chromatografie 

Molární hmotnost a distribuce molárních hmotností byly stanoveny metodou 
gelové permeační chromatografie (GPC). Separační princip této metody je 
založen na hydrodynamickém objemu molekul. Vzorky jsou aplikovány do 
gelové kolony, která je naplněna např. polyakrylamidem, dextrany nebo 
polysacharidy a částice jsou separovány na schopnosti proniknout do pórů gelu, 
zatímco jsou vymývány mobilní fází [58]. 

 K naměření dat byl použit přístroj PLGPC-50 (Polymer Laboratories, 
Church Stretton, Velká Británie) vybavený refraktometrickým a viskozitním 
detektorem.  

 

 

Obr. 5.3:  Gelový permeační chromatograf, výrobce Polymer Laboratories 
 

 

Byly použity kolony TSK GMPWXL (Tosoh Bioscience, Stuttgart, Německo) 
a Ultrahydrogel 250 (Waters, Milfort MA) spojené do série a měření bylo 
provedeno při 30 °C. Průtok mobilní fáze byl nastaven 0,8 ml/min a celková 
doba analýzy byla 30 minut. Jako mobilní fáze byl použit vodný roztok 0,1M-
NaNO3, 0,2 % NaN3 a 15% acetonitrilu. Kolona byla kalibrováma pomocí 
polysacharidových pullulanových standardů (Polymer Laboratories, Church 
Stretton, Velká Británie) s molárními hmotnostmi v rozsahu 667 - 788 000 
g/mol.  

Vzorky hydrolyzátů v pevné fázi byly zváženy a rozpuštěny za pokojové 
teploty v mobilní fázi, přičemž rozsah koncentrací byl 2,2 – 4,8 mg/ml. Aby 
byla zajištěna naprostá čistota, byly vzorky přefiltrovány přes filtr Chromafil 
PET – 45/15 MS o velikosti pórů 45 µm (výrobce Marchrey –Nagel GmbH & 
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Co. KG). V případě vzorků, které byly již ve formě roztoku, stačilo pouze 
přefiltrovat přes filtr Chromafil  a podrobit analýze. 

Objem nástřikové smyčky byl vždy 100 µl a všechna měření byla provedena 
dvakrát z důvodu potvrzení reprodukovatelnosti. Naměřená data byla 
zpracována pomocí programu Cirrus GPC Multi Detector Software (výrobce 
Polymer Laboratories, Church Stretton, Velká Británie). Všechny středy 
molárních hmotností byly určeny pomocí univerzální kalibrace. 

 
Jednotlivé zkratky lze vyjádřit rovnicemi: 
. 
• Mn - číselný průměr molární hmotnosti 
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5.6 Iontově výměnná chromatografie 

Pomocí iontově-výměnné chromatografie byla provedena detekce a 
kvantifikace vzorků. Ionexová chromatografie je technika, při níž se složky 
vzorku reverzibilně adsorbují na opačně nabité skupiny imobilizované na 
částicích nosiče. K postupné desorpci jednotlivých složek, a tím jejich 
vzájemnému oddělení, dochází skokovou nebo průběžnou změnou podmínek, 
většinou pH, iontové síly a teploty.  

Analyzátory aminokyselin používají pro náplň svých kolon silně kyselý 
katex, tvořený porézními a do jisté míry stlačitelnými kuličkami síťovaného a 
dodatečně sulfonovaného polystyrenu. Právě interakce mezi záporně nabitými 
sulfoskupinami a kladně nabitými aminoskupinami aminokyselin je zásadním 
prvkem při jejich dělení na koloně. 

 
Množství 100 µl hydrolyzátu v dávkovacím pufru bylo nastříknuto do 

analyzátoru aminokyselin AAA400 opatřeného kolonou (370×3,7mm, naplněná 
ionexem Ostion LG ANG-Ignos, Praha). Vzorky byly podrobeny post-kolonové 
derivatizaci s ninhydrinem a vyhodnoceny spektrofotometrickým detektorem 
(440 nm pro prolin a 570 nm pro ostatní aminokyseliny). Aminokyseliny 
z kolony vycházely podle programu: 0-5min. pufr A; 5-32 min. pufr B; 32-44 
min. pufr C; 44-73 min. pufr D. Teplota kolony byla nastavena na 60 °C po 
dobu 0-60 min. a 90-102min. na 74 °C v době 60-90 min. 

Závislost obsahu uvolněných aminokyselin (B) na době hydrolýzy (t) 
v kvasničné biomase lze vyjádřit následující rovnicí: 

 

( ) ( ) ε+−
−

= −− htlt ee
lh

hA
tB 0  

 
kde:  

 
B(t) ......................... značí obsah uvolněných aminokyselin (g/kg) v čase t (h); 
A0............................ je původní hodnota aminokyselin v proteinu před                   
 hydrolýzou (g/kg), v čase t=0; 
h.............................. je míra uvolňování vázané aminokyseliny do volné,                
 stanovitelné formy 
l .............................. je míra degradace aminokyseliny 
ε............................. je nahodilá zbytková chyba způsobená různými faktory při     
 měření 



 

57 

 

 

 
Regresní analýza byla provedena pro modelaci hydrolyzační křivky pro HCl. 

Parametry A0, h a l pro konkrétní protein byly odvozeny použitím nelineární 
regrese za podmínek, že A0 > 0, h > 0 a l ≥ 0 z hodnot naměřených pro různé 
hydrolyzační časy. Byla použita Marquardt-Levenburg metoda aplikovaná ve 
statistickém softwaru Unistat 5.5. Hodnoty obsahu sledovaných aminokyselin 
pro hydrolyzační časy 21, 48 a 144 hodin byly vypočítány na základě 
odhadnutých parametrů (A0, h a l) a srovnány se skutečně naměřenými 
hodnotami [59].  
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6. EXPERIMENTÁLNÍ M ĚŘENÍ 
6.1 Hydrolýza pivovarské biomasy I.(„předpokusy“) 

Před samotným začátkem hydrolyzačních pokusů hledajících optimální 
hydrolyzační dobu a vhodnou koncentraci kyseliny, byly zkoušeny různé 
poměry biomasy a hydrolyzačního činidla, a to 1:100, 1:50, 1:35, 1:25, 1:15, 
1:10, 1:5, 1:2, 1:1. Hydrolýza probíhala při 120 °C po dobu 5 hodin. Hodnocena 
byla vizuálně proveditelnost takovéto hydrolýzy, nebezpečí tvorby nápeků, 
možnost jednoduchého odstranění směsi z hydrolyzační tuby, relativní 
„tekutost“ vzorku po hydrolýze. Cílem těchto „předpokusů“ bylo vybrat nejvyšší 
akceptovatelný poměr biomasy a hydrolyzačního činidla, se kterým byly 
následně prováděny všechny další experimenty. 

Výsledky ukázaly, že poměr biomasy a hydrolyzačního činidla 1:5 je 
nejvyšším akceptovatelným poměrem. Vyšší testované poměry (1:2 a 1:1) již po 
hydrolýze neposkytovaly směsi, které by byly přijatelně tekuté a odstranitelné 
z testovací tuby; u těchto poměrů rovněž došlo k tvorbě nápeků. 

Následovaly experimenty s různými koncentracemi hydrolyzačního činidla 
(kyselina mléčná) a různou dobou hydrolýzy. Vzorky suché biomasy 
pivovarských kvasnic byly podrobeny sérii hydrolýz. K vlastní hydrolýze 
(120±1°C) byla využita kyselina mléčná v různých koncentracích (10 %, 5 %, 
2,5 % v/v) působící po různé časy (2, 4, 6, 8, 24 a 48 h). Hydrolýza probíhala 
v 20ml testovacích skleněných uzavíratelných tubách po vytěsnění kyslíku 
argonem v termobloku s nastavitelnou teplotou. Vzniklý hydrolyzát byl 
ochlazen a neutralizován oxidem hořečnatým. Celé postupy byly u každého typu 
hydrolyzátu zopakovány nejméně třikrát. Směs byla centrifugována za 
laboratorní teploty při 5000�g 1h. Supernatant byl lyofilizován a lyofilizované 
vzorky byly následně podrobeny analýzám – gelové permeační chromatografii, 
analýze dusíkatých látek a analýze obsahu popelovin. 

V tabulkách 2 – 4 jsou uvedeny obsahy dusíkatých látek a popelovin 
v lyofilizovaných hydrolyzátech pivovarské biomasy (po hydrolýze 10%, 5% a 
2,5% kyselinou mléčnou; lyofilizován byl supernatant po odstředění).  
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Tab. 2: Obsah dusíkatých látek a popelovin v lyofilizovaných vzorcích 
supernatantu po hydrolýze 10% kyselinou mléčnou (po uvedenou dobu) a 
centrifugaci (vyjádřeno jako průměr ± směrodatná odchylka) 

 
Doba hydrolýzy 

(h) 
Obsah dusíkatých látek 

(hm%)  
Obsah popelovin 

(hm%)  
2 16,04 ± 0,96 15,93 ± 0,69 

4 17,74 ± 0,23 15,32 ± 0,27 

6 19,33 ± 0,66 15,79 ± 0,73 

8 20,92 ± 0,78 15,14 ± 0,48 

24 21,04 ± 0,41 15,34 ± 0,41 

48 21,17 ± 0,46 15,81 ± 0,53 

 

 

Tab. 3: Obsah dusíkatých látek a popelovin v lyofilizovaných vzorcích 
supernatantu po hydrolýze 5% kyselinou mléčnou (po uvedenou dobu) a 
centrifugaci (vyjádřeno jako průměr ± směrodatná odchylka) 

 

Doba hydrolýzy 
(h) 

Obsah dusíkatých látek 
(hm%)  

Obsah popelovin 
(hm%)  

2 23,31 ± 0,35 14,76 ± 0,84 

4 25,74 ± 0,47 14,09 ± 0,79 

6 24,28 ± 0,90 12,92 ± 0,75 

8 24,09 ± 0,43 12,38 ± 0,42 

24 24,48 ± 0,81 12,36 ± 0,71 

48 24,61 ± 0,86 13,32 ± 0,95 
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Tab. 4: Obsah dusíkatých látek a popelovin v lyofilizovaných vzorcích 
supernatantu po hydrolýze 2,5% kyselinou mléčnou (po uvedenou dobu) a 
centrifugaci (vyjádřeno jako průměr ± směrodatná odchylka) 

 
Doba hydrolýzy 

(h) 
Obsah dusíkatých 

látek (hm%)  
Obsah popelovin 

(hm%)  

2 27,52 ± 0,23 13,67 ± 0,43 

4 28,72 ± 0,51 12,50 ± 0,67 

6 29,49 ± 0,54 12,42 ± 0,41 

8 30,15 ± 0,29 11,44 ± 0,48 

24 30,27 ± 0,27 10,76 ± 0,39 

48 30,19 ± 0,35 11,45 ± 0,57 

 
 
V tabulce 5 jsou uvedeny vzorky hydrolyzátů v pevné fázi, dále zjištěné 

parametry číselných a hmotnostních středů molárních hmotností, stupeň 
polydisperzity. Na obrázcích 6.1, 6.2, a 6.3 jsou vyobrazena grafická znázornění 
signálů viskozitního a koncentračního detektoru spolu s kalibračními křivkami. 

 
 

Tab. 5: Vzorky hydrolyzátů v pevné fázi  

 
Vzorek Mn    [kg/mol] M w [kg/mol] PD 

BIO I. 750 2570 3,4 

BIO II. 625 990 1,6 

BIO III. 415 500 1,2 

BIO V. - -            -   * 

BIO VI. - -     -    * 

BIO VII.  - -     -    * 
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BIO P.H.III. 245 905 3,7 

BIO P.H.O 405 1130 2,8 

BIO U.B. 3 345 1050 3,0 

* pík odpovídající proteinům se nepodařilo odseparovat od nízkomolekulárního píku 

 

  

 

Obr. 6.1: Signál viskozitního a koncentračního detektoru s označenými píky 
odpovídající proteinům pro vzorek BIO I. Zároveň je uvedena kalibrační křivka. 
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Obr 6.2: Signál viskozitního a koncentračního detektoru s označenými píky 
odpovídající proteinům pro vzorek BIO. P.H. III. Zároveň je uvedena kalibrační 
křivka. 

 

Obr 6.3: Signál viskozitního a koncentračního detektoru s označenými píky 
odpovídající proteinům pro vzorek BIO U. B. 3. Zároveň je uvedena kalibrační křivka. 
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V tabulkách 6-12 jsou uvedeny vzorky analyzované v roztoku, dále zjištěné 
parametry číselných a hmotnostních středů molárních hmotností, stupeň 
polydisperzity. Analyzované vzorky obsahují kvasničnou biomasu a kyselinu 
mléčnou v různých poměrech a v různých koncentracích. Uvedené středy 
molárních hmotností není vhodné srovnávat s analogickými údaji pro vzorky 
hydrolyzátů dodaných v pevné fázi. Níže uvedené středy molárních hmotnosti 
získané pomocí univerzální kalibrace jsou orientační a jejích význam je 
relativní.  K tabulkám jsou přiřazena grafická znázornění signálů viskozitního a 
refraktometrického detektoru obr. 6.4, 6.6, 6.8, 6.9, 6.10, 6.11. Na obrázcích 6.7 
a 6.5 jsou znázorněny diferenciální a integrální distribuční křivky. 

 
 

Tab. 6: Vzorky obsahující kvasniční biomasu a kyselinu mléčnou v poměru 1:5 
(doba hydrolýzy 2, 4, 6, 8.5, 12 a 24 hodin) 

 
Vzorek Mn  [kg/mol] M w [kg/mol] PD 

1 (1:5)  2h 20 60 3 

2 (1:5)  4h 10 24 2,4 

3 (1:5)  6h 9 17 1,9 

  4 (1:5)  8.5h 9 17 1,1 

 5 (1:5)  24h 12 13 1,1 

 6 (1:5)  48h - - - * 

* velikost píku pod možností detekce 
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Obr. 6.4: Signál viskozitního detektoru: píky odpovídající proteinům jsou 
v oblasti retenčního času 15-19 minut, s rostoucím časem hydrolýzy dochází 
k posunům píků v vyššímu retenčnímu času, tedy k menší molární hmotnosti. 

 

Obr. 6.5: Diferenciální a integrální distribuční křivka pro vzorek 2 1:5 4h. 
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 Tab. 7: Vzorky obsahující kvasniční biomasu a kyselinu mléčnou 
 v poměru 1:10 (doba hydrolýzy opět 2, 4, 6, 8.5, 12 a 24 hodin)  

 
Vzorek Mn  [kg/mol] M w [kg/mol] PD 

1 (1:10)  2h 26 99 3,8 

2 (1:10)  4h 29 54 1,8 

3 (1:10)  6h 14 32 2,2 

  4 (1:10)  8.5h 24 37 1,6 

 5 (1:10)  24h 12 14 1,1 

 6 (1:10)  48h - - - * 

 

 

Obr. 6.6: Signál viskozitního detektoru: píky odpovídající proteinům jsou 
v oblasti retenčního času 15-20 minut, s rostoucím časem hydrolýzy dochází 
k posunům píků v vyššímu retenčnímu času, tedy k menší molární hmotnosti. 
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Obr. 6.7:  Diferenciální a integrální distribuční křivka pro vzorek 4 1:10 
8.5h. 

 
 
 

Tab. 8: Vzorky obsahující kvasniční biomasu a 5% kyselinu mléčnou 

Vzorek Mn  [kg/mol] M w [kg/mol] PD 

biomasa_1_5% 16 46 2,8 

biomasa_2_5% 7 20 2,8 

biomasa_3_5% 10 21 2,2 

 biomasa_4_5% 10 18 1,8 

 biomasa_5_5% 8 14 1,8 

 biomasa_6_5% 7 12 1,8 
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Obr. 6.8: Signály viskozitního a refraktometrického detektoru: píky 
odpovídající proteinům jsou v oblasti retenčního času 15-19 minut, s rostoucím časem 
hydrolýzy dochází k posunům píků v vyššímu retenčnímu času, tedy k menší molární 
hmotnosti. 

 
 

  
Tab. 9: Vzorky obsahující kvasniční biomasu a 2,5% kyselinu mléčnou 

Vzorek Mn  [kg/mol] M w [kg/mol] PD 

biomasa_1_2,5% 16 43 2,8 

biomasa_2_2,5% 11 33 3,1 

biomasa_3_2,5% 11 26 2,2 

biomasa_4_2,5% 10 19 1,9 

biomasa_5_2,5% 10 17 1,6 

     biomasa_6_2,5% 9 14 1,6 



 

68 

 

 

 
 

Obr. 6.9: Signály viskozitního a refraktometrického detektoru: píky 
odpovídající proteinům jsou v oblasti retenčního času 15-20 minut, s rostoucím časem 
hydrolýzy dochází k posunům píků v vyššímu retenčnímu času, tedy k menší molární 
hmotnosti 

 
 

Tab. 10: Vzorky obsahující kvasniční biomasu a 5% kyselinu mléčnou   

Vzorek Mn  [kg/mol] M w [kg/mol] PD 

biomasa_1_5% 12 34 2,9 

biomasa_2_5% 10 31 3,1 

biomasa_3_5% 10 22 2,2 

 biomasa_4_5% 11 22 1,9 

 biomasa_5_5% 12 18 1,6 

 biomasa_6_5% 8 12 1,6 
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Obr. 6.10:  Signály viskozitního (DP) a refraktometrického (RI) detektoru: 
píky odpovídající proteinům jsou v oblasti retenčního času 15-20 minut, s rostoucím 
časem hydrolýzy dochází k posunům píků v vyššímu retenčnímu času, tedy k menší 
molární hmotnosti 

  
 
 

Tab. 11: Vzorky obsahující kvasniční biomasu a 10% kyselinu mléčnou   

Vzorek Mn  [kg/mol] Mw [kg/mol] PD 

biomasa_1_10% 19 34 2,9 

biomasa_2_10% 20 31 3,1 

biomasa_3_10% 17 22 2,2 

biomasa_4_10% 11 22 1,9 

biomasa_5_10% 11 18 1,6 

biomasa_6_10% 12 12 1,6 

  

 



 

70 

 

 

Tab. 12: Vzorky obsahující kvasniční biomasu a 10% kyselinu mléčnou 

   Vzorek    Mn  [kg/mol]    Mw [kg/mol]      PD 

biomasa_1_10% 19 46 2,4 

biomasa_2_10% 20 42 2,1 

biomasa_3_10% 17 31 1,9 

biomasa_4_10% 11 22 2,0 

biomasa_5_10% 11 20 1,9 

biomasa_6_10% 12 15 1,2 

 

 

Obr. 6.11:  Signály viskozitního (DP) a refraktometrického (RI) detektoru: 
píky odpovídající proteinům jsou v oblasti retenčního času 15-20 minut, s rostoucím 
časem hydrolýzy dochází k posunům píků v vyššímu retenčnímu času, tedy k menší 
molární hmotnosti. 
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Z výsledků uvedených v tabulkách 2 – 4 vyplývá, že nejvhodnější testovanou 
koncentrací hydrolyzačního činidla v případě kyseliny mléčné je 2,5 % v/v, u 
které byly zjišťovány (v rámci testovaných podmínek) maximální výtěžky 
dusíkatých látek (až 30 % w/w) a minimální obsahy popelovin (méně jak 14 % 
w/w). Z hlediska hydrolyzačního času se jeví jako optimální (za daných 
podmínek) 6 – 8hodinnová hydrolýza. Další zvyšování neposkytuje signifikantní 
nárůst obsahu dusíkatých látek ve směsi po centrifugaci, a to ani zvýšíme-li 
dobu hydrolýzy čtyř- či osminásobně. 
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6.2 Hydrolýza pivovarské biomasy II. - Analýza aminokyselin 

Následující hydrolýzy byly zaměřeny na stanovení obsahu aminokyselin 
v závislosti na době hydrolýzy. Kyselina mléčná v koncentracích 80%, 40%, 
20% (w/w) byla použita jako hydrolyzační činidlo spolu s koncentrovanou 
kyselinou chlorovodíkovou.  

Z naměřených závislostí byly pomocí nelineární regrese sestrojeny 
hydrolyzační křivky, z kterých byly vypočítány příslušné korelační faktory. 

K analýze byl použit vzorek vysušené kvasničné biomasy, který byl poskytnut 
pivovarem Zubr. Analýza probíhala identicky v 20ml testovacích skleněných 
tubách, kde bylo naváženo přesné množství vzorku a zalito 15 ml kyseliny 
chlorovodíkové o koncentraci 6 mol/l, dále kyselinou mléčnou v koncentracích 
80%, 40% a 20%. Pro odstranění kyslíku ze skleněné vialky byl vzduch 
vytěsněn probubláváním argonem po dobu 1 minuty. Uzavřené a dobře 
protřepané tuby byly umístěny do termobloku, kde byly vystaveny teplotě 
110°C po dobu 1, 3, 6, 9, 12, 18, 21, 24, 48, 72, 96, 120 a 144 hodin. Pro 
kontrolu a přesnější měření byl tento postup pro jednotlivé vzorky opakován až 
devětkrát. Po skončení hydrolýzy byl vzorek v tubě ochlazen a kvantitativně 
převeden do odpařovací baňky. Po odpaření vzorku byl obsah rozředěn 
dávkovacím pufrem 2,2 do 25ml odměrných baněk. Směs byla přefiltrována 
přes mikrofiltr (0,45µm) a následně vložena v ampulkách do analyzátoru 
aminokyselin a podrobena analýze.  

V tabulce 13 jsou znázorněny odhadnuté hodnoty regresních parametrů pro 
hydrolýzu HCl pro stanovené aminokyseliny v pivovarské biomase. 
K největšímu uvolňování aminokyselin docházelo mezi 10 a 20 hodinou 
hydrolýzy. Z tabulky 13 je patrné, že o uvolňování po 20 hodině hydrolýzy 
svědčí nízké hodnoty rychlosti uvolňování (h) pro valin, leucin a izoleucin. 
Vyšší míra ztráty (l) při kyselé hydrolýze byly zjištěny u nestabilních 
aminokyselin threonin, serin a tyrozin. Netypický průběh hydrolyzační křivky 
v porovnání s ostatními kyselinami vykazuje histidin. 
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Tab. 13: Hodnoty odhadnutých parametrů A0 (zjištěný obsah aminokyselin 
v biomase, h (rychlost uvolňování aminokyselin) a l (míra ztráty aminokyselin) 
získaných nelineární regresí. 

Aminokyseliny A0 h l 
Asparagová kyselina 32,2605 1,1116 0,0008 
Threonin 17,0823 0,6914 0,0030 
Serin 17,7486 1,34141 0,0065 
Glutamová kyselina 39,4021 1,3435 0,0005 
Prolin 13,1671 0,9249 0,0001 
Glycin 16,1650 1,0968 0,0001 
Alanin 20,4272 1,7105 0,0001 
Valin 19,9185 0,3620 0,0001 
Isoleucin 15,5865 0,3081 0,0001 
Leucin 15,5865 0,3081 0,0001 
Tyrosin 12,3257 15,6873 0,0056 
Fenylalanin 13,3738 0,8111 0,0001 
Histidin 7,8903 85,0602 0,0011 
Lysin 24,5250 0,6023 0,0002 
Arginin 17,8825 0,6439 0,0009 

 

V následující tabulce 13 jsou vypočítány korelační faktory pro jednotlivé 
AMK po hydrolýze HCl a 20%, 40%, 80% kyselinou mléčnou. 
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Tab. 14: Korelační faktory pro obsah aminokyselin (podíl hodnoty A0 
z nelineární regrese a výtěžku chemické analýzy za 24h.) 

 

Aminokyseliny 

Korelační faktory 

r HCl  r 20%kys.mléčná 

 
r 40%kys.mléčná 

 

 
r 80%kys.mléčná 

 
Asparagová 
kyselina 

0,9237 1,7445 2,0629 5,7230 

Threonin 0,9631 18,9088 15,4439 23,6195 
Serin 1,0420 12,0771 12,9490 42,5125 
Glutamová 
kyselina 

0,9031 27,8692 23,8369 37,9108 

Prolin 0,9667 12,3150 10,0403 13,3163 
Glycin 0,9009 6,5646 6,4023 5,7833 
Alanin 0,8838 2,4606 3,6753 3,3154 
Valin 0,9010 13,7423 13,7272 19,3520 
Isoleucin 0,8574 13,1312 10,3857 9,3410 
Leucin 0,8574 8,5911 9,2742 9,2973 
Tysosin 1,0257 3,6941 10,1801 11,4545 
Fenylalanin 0,9223 1,3233 1,7082 2,4180 
Histidin 0,9943 24,5884 2,9876 3,2106 
Lysin 0,8825 16,4423 12,4347 15,9090 
Arginin 1,0487 15,2438 16,0020 28,0521 

 
Pro hydrolýzu pivovarské biomasy kyselinou chlorovodíkovou se korelační 

faktory pohybovaly kolem intervalu 1,00. Nejnižší faktory vykazovaly 
aminokyseliny leucin a isoleucin − 0,85. Naopak nejvyšší korelační faktory byly 
pozorovány u serinu a argininu – 1,04. 

Pro hydrolýzu pivovarské biomasy kyselinou mléčnou v koncentracích 20%, 
40% a 80% byly zjištěny poměrně vysoké hodnoty korelačních faktorů ve všech 
koncentracích. Ze tří použitých koncentrací kyseliny mléčné vykazovala 
nejvyšší účinnost uvolňování aminokyselin 20% kyselina mléčná, nicméně 
nedocházelo k dosažení srovnatelného výtěžku jako u hydrolýzy s použitím 
HCl. Vypočtené vysoké hodnoty korelačních faktorů nelze prakticky použít pro 
analytické účely. 
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Kontrola správnosti regresního modelu pro HCl byla provedena srovnáním 
koncentrace aminokyselin z odhadnutých křivek s koncentrací chromatograficky 
stanovenou. Srovnáním hodnot obsahu aminokyselin vypočtených 
z odhadnutých hydrolyzačních křivek pro 21. hodinu s koncentrací 
chromatograficky stanovenou, byl u všech aminokyselin (kromě leucinu) 
zjištěna akceptovatelná odchylka 90-110% (vyjádřená jako poměr 
z hydrolyzační křivky odhadnuté a skutečně naměřené hodnoty obsahu 
aminokyseliny). Pro 48. hodinu nebylo dosaženo požadované přesnosti pro 
většinu aminokyselin. Pro 144. hodinu byla zjištěna srovnatelná odchylka jako 
pro 21. hodinu, kromě leucinu a tyrosinu. 

V tabulce 14 je vyjádřen stanovený obsah aminokyselin a jejich odchylka od 
skutečné hodnoty.  

 
Tab. 15: Obsah uvolněných aminokyselin vypočtený z regresního modelu pro 
21., 48. a 144. hodinu hydrolýzy pomocí HCl a srovnání s hodnotami skutečně 
naměřenými* 

Aminokyseliny 
Doba hydrolýzy a srovnání se skutečně naměřenými hodnotami 

21h 48h 144h 
Asparagová 
kyselina 38,6 ± 1,46 90%* 38,0 ± 2,50 89,50% 30,1 ± 3,06 104,9% 

Threonin 16,5 ± 1,54 97,3% 17,1 ± 1,26 87,00% 10,3 ± 1,08 108,9% 

Serin 16,2 ± 1,86 97,3% 15,0 ± 1,14 87,00% 6,1 ± 0,66 115,0% 

Glutamová 
kyselina 38,9 ± 3,33 100,3% 44,4 ± 3,01 86,80% 34,4 ± 3,37 107,2% 

Prolin 13,4 ± 0,94 98,1% 13,4 ± 0,57 97,80% 12,8 ± 0,43 101,4% 

Glycin 15,7 ± 1,02 102,7% 19,1 ± 1,35 84,20% 15,7 ± 1,43 101,5% 

Alanin 21,0 ± 1,81 97,1% 22,5 ± 0,43 90,40% 18,7 ± 1,94 107,6% 

Valin 19,3 ± 1,10 103,0% 22,1 ± 0,45 89,70% 18,8 ± 1,98 104,5% 

Isoleucin 14,8 ± 0,92 105,0% 18,1 ± 0,12 85,70% 14,7 ± 1,76 104,5% 

Leucin 23,1 ± 0,92 67,2% 25,4 ± 0,12 61,10% 21,0 ± 1,76 73,1% 

Tyrosin 11,4 ± 1,41 96,1% 11,0 ± 0,90 85,60% 4,8 ± 1,01 115,0% 

Fenylalanin 13,4 ± 0,72 99,6% 14,5 ± 0,40 91,80% 13,1 ± 1,25 100,6% 

Histidin 7,4 ± 0,62 104,2% 8,3 ± 0,27 90,10% 6,5 ± 0,50 103,5% 

Lysin 25,0 ± 2,00 97,8% 27,1 ± 0,56 89,70% 22,5 ± 2,30 106,2% 

Arginin 18,9 ± 1,93 92,9% 19,4 ± 2,31 88,40% 14,7 ± 1,34 106,9% 
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Průběh závislosti obsahu jednotlivých aminokyselin na době hydrolýzy 
znázorňují obr. 6.12 - 6.26, pro hydrolyzační činidla HCl, 20%, 40% a 80% 
kyselinu mléčnou. 
 

 
Obr. 6.12: Hydrolyzační křivka (závislost obsahu aminokyseliny na době 

hydrolýzy) pro kyselinu asparagovou. 
 
 
K největšímu uvolňování kyseliny asparagové pro všechny použité kyseliny 

docházelo v rozmezí 10 až 20 hodin. V případě kyseliny chlorovodíkové nastal 
klesající trend po 21 hodině, naopak u kyseliny mléčné pro všechny koncentrace 
došlo k rostoucímu trendu. 

 
Tab. 16: Obsah kyseliny asparagové v 21., 48 a 144 hodině hydrolýzy 

Čas (h) HCl  
20% 

kyselina 
mléčná 

40% 
kyselina 
mléčná 

80% 
kyselina 
mléčná 

21 100,00% 44,23% 39,10% 14,37% 
48 100,00% 53,06% 50,36% 21,90% 

  144 100,00% 76,10% 86,81% 62,79% 
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Obr. 6.13: Hydrolyzační křivka (závislost obsahu aminokyseliny na době 

hydrolýzy) pro threonin. 
 
Při hydrolýze HCl docházelo k největšímu uvolňování threoninu v intervalu 

10 až 20 hodin, po 20. hodině hydrolýzy měla křivka značně klesající trend. Při 
aplikaci kyseliny mléčné docházelo k pozvolnému uvolňování threoninu, po 20. 
hodině hydrolýzy měla mírně rostoucí trend. 

  
 
 

Tab. 17: Obsah threoninu v 21., 48 a 144 hodině hydrolýzy 

Čas (h) HCl  
20% 

kyselina 
mléčná 

40% 
kyselina 
mléčná 

80% 
kyselina 
mléčná 

21 100,00% 5,15% 4,99% 4,04% 
48 100,00% 8,71% 8,95% 3,67% 

  144 100,00% 25,79% 22,67% 8,96% 
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Obr. 6.14: Hydrolyzační křivka (závislost obsahu aminokyseliny na době 
hydrolýzy) pro serin. 

 
Z grafu 6.14 je patrný rozdíl mezi použitím HCl a kyseliny mléčné. Při 

aplikaci HCl docházelo k největšímu uvolňování serinu mezi 10 a 20 hodinou, 
poté má křivka výrazně klesající trend. Při použití různě koncentrované 
kys.mléčné doházelo k postupnému a pozvolnému uvolňování serinu. 

 
 
 
Tab. 18: Obsah serinu v 21., 48 a 144 hodině hydrolýzy 

Čas (h) HCl  
20% 

kyselina 
mléčná 

40% 
kyselina 
mléčná 

80% 
kyselina 
mléčná 

21 100,00% 6,18% 5,71% 2,46% 
48 100,00% 11,71% 10,63% 3,61% 

  144 100,00% 41,17% 39,90% 11,93% 
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Obr. 6.15: Hydrolyzační křivka (závislost obsahu aminokyseliny na době 
hydrolýzy) pro kyselinu glutamovou. 

 
V tomto případě docházelo k největšímu uvolňování kyseliny glutamové mezi 

10 a 20 hodinou v případě HCl, po 40 hodině hydrolýzy má křivka mírně 
klesající trend.  Aplikace kyseliny mléčné přináší velice malé a pozvolné 
uvolňování AMK. 

 
 

Tab. 19: Obsah kyseliny glutamové v 21., 48 a 144 hodině hydrolýzy 

Čas (h) HCl 
20% 

kyselina 
mléčná 

40% 
kyselina 
mléčná 

80% 
kyselina 
mléčná 

21 100,00% 3,35% 3,33% 2,21% 
48 100,00% 4,66% 4,97% 2,50% 

  144 100,00% 10,27% 10,00% 5,79% 
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Obr. 6.16: Hydrolyzační křivka (závislost obsahu aminokyseliny na době 

hydrolýzy) pro prolin. 
 
 
Při hydrolýze HCl docházelo k největšímu uvolňování prolinu mezi 10 a 20 

hodinou. Po tomto intervalu křivka získává velmi mírný průběh. Při hydrolýze 
všemi koncentracemi kyselinou mléčnou se hodnoty uvolněného prolinu 
pohybovaly pod 10% hodnoty získané hydrolýzou HCl. 

 
 
Tab. 20: Obsah prolinu v 21., 48 a 144 hodině hydrolýzy 

Čas (h) HCl 
20% 

kyselina 
mléčná 

40% 
kyselina 
mléčná 

80% 
kyselina 
mléčná 

21 100,00% 6,86% 9,57% 6,41% 
48 100,00% 12,03% 13,12% 8,61% 

  144 100,00% 17,06% 29,20% 7,34% 
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Obr. 6.17: Hydrolyzační křivka (závislost obsahu aminokyseliny na době 
hydrolýzy) pro glycin. 

 
 
K největšímu uvolňování glycinu pro HCl docházelo v intervalu 10 až 20 

hodin. Od dosažení 48. hodiny byl zaznamenám mírně klesající trend u 
hydrolyzační křivky. Při aplikaci kyseliny mléčné pro všechny použité 
koncentrace bylo uvolňování glycinu od počátku hydrolýzy pozvolné. 

 
 
 

Tab. 21: Obsah glycinu v 21., 48 a 144 hodině hydrolýzy 

Čas (h) HCl 
20% 

kyselina 
mléčná 

40% 
kyselina 
mléčná 

80% 
kyselina 
mléčná 

21 100,00% 8,07% 14,39% 13,17% 
48 100,00% 18,60% 20,86% 19,45% 

  144 100,00% 45,22% 71,35% 38,88% 
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Obr. 6.18: Hydrolyzační křivka (závislost obsahu aminokyseliny na době 

hydrolýzy) pro alanin. 
 
 
V tomto případě docházelo k největšímu uvolňování alaninu v intervalu mezi 

10 a 20 hodinou hydrolýzy pro HCl. Pro všechny koncentrace kyseliny mléčné 
byla rychlost uvolňování alaninu přímo úměrná době hydrolýzy a po celou dobu 
měla hydrolyzační křivka prudce rostoucí trend. Ve srovnání s ostatními AMK 
je z grafu patrný rozdíl v účinnosti použité kyseliny mléčné. 

 
 

Tab. 22: Obsah alaninu v 21., 48 a 144 hodině hydrolýzy 

Čas (h) HCl 
20% 

kyselina 
mléčná 

40% 
kyselina 
mléčná 

80% 
kyselina 
mléčná 

21 100,00% 26,45% 21,97% 26,44% 
48 100,00% 45,68% 34,72% 36,93% 

  144 100,00% 122,76% 100,05% 100,84% 
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Obr. 6.19: Hydrolyzační křivka (závislost obsahu aminokyseliny na době 

hydrolýzy) pro valin. 
 
 
Při aplikaci kyseliny mléčné docházelo k pozvolnému uvolňování valinu. Po 

20. hodině měla hydrolyzační křivka rostoucí trend. V případě HCl docházelo 
k největšímu uvolňování valinu po 20. hodině. Hydrolyzační křivka měla po 
dosažení 48. hodiny hydrolýzy stagnující, po 120. hodině mírně klesající 
charakter. 

 
 

Tab. 23: Obsah valinu v 21., 48 a 144 hodině hydrolýzy 

Čas (h) HCl 
20% 

kyselina 
mléčná 

40% 
kyselina 
mléčná 

80% 
kyselina 
mléčná 

21 100,00% 5,30% 5,86% 5,12% 
48 100,00% 7,40% 8,58% 7,08% 

  144 100,00% 19,73% 29,81% 20,44% 
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Obr. 6.20: Hydrolyzační křivka (závislost obsahu aminokyseliny na době 
hydrolýzy) pro isoleucin. 

 
 
Aplikace kyseliny mléčné přináší pozvolné uvolňování isoleucinu. Při použití 

HCl docházelo k největšímu uvolňování AMK kolem 20. hodiny hydrolýzy, po 
40. hodině hydrolýzy měla křivka stagnující charakter a po 120. hodině mírně 
klesající charakter. 

 
 
 

Tab. 24: Obsah isoleucinu v 21., 48 a 144 hodině hydrolýzy 

Čas (h) HCl 
20% 

kyselina 
mléčná 

40% 
kyselina 
mléčná 

80% 
kyselina 
mléčná 

21 100,00% 5,32% 7,07% 9,39% 
48 100,00% 8,25% 11,15% 9,28% 

  144 100,00% 20,99% 28,20% 20,71% 
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Obr. 6.21: Hydrolyzační křivka (závislost obsahu aminokyseliny na době 
hydrolýzy) pro leucin. 

 
 
Při použití HCl docházelo největšímu uvolňování AMK kolem 20. hodiny 

hydrolýzy. Po 20. hodině hydrolýzy měla hydrolyzační křivka stagnující 
charakter. Při použití kyseliny mléčné vykazovaly hydrolyzační křivky rostoucí 
trend již od počátku hydrolýzy. 

 
 
Tab. 25: Obsah leucinu v 21., 48 a 144 hodině hydrolýzy 

Čas (h) HCl 
20% 

kyselina 
mléčná 

40% 
kyselina 
mléčná 

80% 
kyselina 
mléčná 

21 100,00% 8,23% 10,92% 10,07% 
48 100,00% 13,24% 13,60% 12,19% 

  144 100,00% 35,55% 51,53% 26,12% 
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Obr. 6.22: Hydrolyzační křivka (závislost obsahu aminokyseliny na době 

hydrolýzy) pro tyrosin. 
 
Aplikace kyseliny mléčné přináší pozvolné uvolňování tyrosinu, s rostoucím 

trendem. K největšímu uvolňování tyrozinu docházelo při hydrolýze pomocí 
HCl atypicky již v prvních hodinách hydrolýzy. Po dosažení 20. hodiny 
hydrolýzy má hydrolyzační křivka výrazně klesající trend. 

 
 

Tab. 26: Obsah tyrosinu v 21., 48 a 144 hodině hydrolýzy 

Čas (h) HCl 
20% 

kyselina 
mléčná 

40% 
kyselina 
mléčná 

80% 
kyselina 
mléčná 

21 100,00% 27,84% 19,75% 8,59% 
48 100,00% 33,90% 15,69% 11,68% 

  144 100,00% 99,23% 73,37% 41,59% 
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Obr. 6.23: Hydrolyzační křivka (závislost obsahu aminokyseliny na době 

hydrolýzy) pro fenylalanin. 
 

 
Z grafu jasně vyplývá, že aplikace kyseliny mléčné je poměrně účinná při 

uvolňování fenylalaninu.  K největšímu uvolňování fenylalaninu dochází pro 
všechny použité koncentrace do 20. hodiny hydrolýzy. 

 
Tab. 27: Obsah fenylalaninu v 21., 48 a 144 hodině hydrolýzy 

Čas (h) HCl 
20% 

kyselina 
mléčná 

40% 
kyselina 
mléčná 

80% 
kyselina 
mléčná 

21 100,00% 67,54% 64,34% 47,37% 
48 100,00% 63,80% 48,95% 37,89% 

  144 100,00% 82,80% 82,80% 44.81% 
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Obr. 6.24: Hydrolyzační křivka (závislost obsahu aminokyseliny na době 

hydrolýzy) pro histidin. 
 
Z grafu je patrný rozdíl, plynoucí z použití HCl a kyseliny mléčné. Při 

aplikaci HCl docházelo k  největšímu uvolňování histidinu v intervalu hydrolýzy 
10 až 20 hodin. Při hydrolýze 80%-ní kyselinou mléčnou po 144 hodině obsah 
histidinu nebyl zjištěn. 

 
 

Tab. 28: Obsah histidinu v 21., 48 a 144 hodině hydrolýzy 

Čas (h) HCl 
20% 

kyselina 
mléčná 

40% 
kyselina 
mléčná 

80% 
kyselina 
mléčná 

21 100,00% 4,32% 29,88% 33,31% 
48 100,00% 5,17% 37,45% 30,01% 

  144 100,00% 44,69% 41,78% 0,00% 
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Obr. 6.25: Hydrolyzační křivka (závislost obsahu aminokyseliny na době 
hydrolýzy) pro lysin. 

 
 
K největšímu uvolňování lysinu v případě hydrolýzy HCl docházelo 

v intervalu 10 až 20 hodin, od 40. hodiny hydrolýzy má křivka mírně klesající 
trend. V případě kyseliny mléčné docházelo k postupnému uvolňování AMK a 
hydrolyzační křivka má mírně rostoucí trend. 

 
 

Tab. 29: Obsah lysinu v 21., 48 a 144 hodině hydrolýzy 

Čas (h) HCl 
20% 

kyselina 
mléčná 

40% 
kyselina 
mléčná 

80% 
kyselina 
mléčná 

21 100,00% 4,06% 6,58% 6,92% 
48 100,00% 7,01% 10,76% 8,89% 

  144 100,00% 24,12% 26,59% 19,92% 
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Obr. 6.26: Hydrolyzační křivka (závislost obsahu aminokyseliny na době 
hydrolýzy) pro arginin. 

 
Aplikace kyseliny mléčné přináší velice malé a pozvolné uvolňování 

argininu. Při aplikaci HCl docházelo k největšímu uvolňování argininu 
v intervalu 10 až 20 hodin. Od 40. hodiny hydrolýzy má hydrolyzační křivka pro 
HCl mírně klesající trend. 

 
 

Tab. 30: Obsah argininu v 21., 48 a 144 hodině hydrolýzy 

Čas (h) HCl 
20% 

kyselina 
mléčná 

40% 
kyselina 
mléčná 

80% 
kyselina 
mléčná 

21 100,00% 5,22% 5,00% 3,13% 
48 100,00% 13,96% 7,73% 4,49% 

  144 100,00% 20,13% 23,70% 10,42% 
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Závěrem lze říci, že u sledovaných 15 aminokyselin (asparagová kyselina, 

threonin, serin, glutamová kyselina, prolin, glycin, alanin, valin, isoleucin, 
leucin, fenylalanin, tyrosin, histidin, lyzin a arginin) docházelo při hydrolýze 
HCl k největšímu uvolňování v intervalu mezi 10-20 hodinou. Vysoké hodnoty 
uvolňování h byly zjištěny u tyrosinu a histidinu, naopak nízké hodnoty 
uvolňování byly zjištěny u valinu, leucin a isoleucinu. Míru degradace AMK a 
její ztráty vyjadřuje parametr l. Poměrně vysoké hodnoty byly pozorovány u 
threoninu, serinu a tyrosinu.  

Srovnáním koncentrace aminokyselin z odhadnutých křivek s koncentrací 
chromatograficky stanovenou byla provedena kontrola správnosti regresního 
modelu pro HCl. U všech AMK byla zjištěna akceptovatelná odchylka 90-100% 
pro 21 hodinu, pro 48 hodinu nebylo dosaženo požadovatelné přesnosti a pro 
144 hodinu (kromě tyrosinu a leucinu) byla zjištěna akceptovatelná odchylka 
90-100%. 

Tabulka 14 představuje přehled korelačních faktorů pro HCl a pro kyselinu 
mléčnou v koncentracích 80%, 40%, 20%. Pro HCl byl stanoven nejvyšší 
korelační faktor u serinu, tyrosinu a argininu. Naopak nejmenší korelační 
faktory vykazovaly leucin a isoleucin. Kyselina mléčná ve všech koncentracích 
vykazovala velmi vysoké korelační faktory, které jsou dány povahou kyseliny a 
její poměrně nízkou disociační konstantou. Z toho plyne její nízký účinek při 
uvolňování AMK z proteinů a nelze použít její korelační faktory pro objektivní 
zhodnocení výsledku. 
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6.3 Hydrolýza kolagenových střívek 

Po navážení 25g kolagenových střívek, se střívka nastříhala na malé kousky a 
vložila do izotermního reaktoru. Ke střívkům se přidalo 250 ml destilované vody 
a pH bylo upraveno přídavkem 35 ml N-butylaminu na požadovanou hodnotu 
pH 8-9. Reaktor se nastavil na požadovanou teplotu a obsah se začal 
promíchávat hřídelovým míchadlem. Otáčky hřídelového míchadla byly 
nastaveny na 600 otáček za minutu. Okamžitě po dosažení požadované teploty 
se do připravené směsi přidal enzym  Alcalase. Po určitých časových intervalech 
se z reaktoru vždy odebíralo 30 ml hydrolyzátu, který byl následně zfiltrován. 
Určitý podíl kapalné fáze byl použit pro Biuretovu reakci, z které byl získán čirý 
roztok pro stanovení obsahu dusíku, tzn., že byl roztok podroben 
fotometrickému měření pro zjištění absorbance a poté byl stanoven obsah dusíku 
dle kalibrační křivky. Celkem byly proměřeny tři vzorky proti slepému pokusu a 
z naměřených absorbancí byl vypočítán aritmetický průměr. 

Pro stanovení kalibrační křivky byl použit suchý hydrolyzát komerční produkt 
HYKOL E, kde byl stanoven obsah dusíku dle Biuretovy metody.  

Při vyhodnocení naměřených dat jsem vycházela z rovnice kinetiky prvního 
řádu, tj. ze závislosti rychlosti reakce na koncentraci nezreagované bílkoviny. 
Tuto závislost popisuje následující diferenciální rovnice 

 

)( cck
c

n −⋅=
∂
∂
τ

 
(6.1) 

 

Separací proměnných a integrací (v mezích c(0)=0 a c(τ)=a) získáme rovnici 

( ) τ⋅=−−=
−

∂
∫ kcc

cc

c c
n

a

n
0

0

ln  
(6.2) 

Pro vyhodnocení rychlostní konstanty můžeme rovnici zjednodušit  

τ⋅=
−

k
cc

c

n

nln  
(6.3) 

kde  prakticky přisuzujeme cn hodnotu naměřenou při nejdelší době trvání 
hydrolýzy, c je koncentrace v čase τ. 
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Časový průběh hydrolýzy kolagenního materiálu při 65°C

Časový průběh je ukázán v tabulce 31 a obrázek 6.27 představuje závislost 
koncentrace dusíku na čase. 

 

Tab. 31: Časový průběh hydrolýzy kolagenního materiálu při teplotě 65°C 

a τ [min] 
cc

c

n

n

−
 

cc

c

n

n

−
ln  

0 0 0 0 
915 20 1,3321 0,2868 
1730 40 1,8918 0,6375 
2230 60 2,5486 0,9355 
2730 80 3,9042 1,3621 
2980 100 5,3188 1,6713 
3230 120 8,3409 2,1212 
3380 140 12,6552 2,5381 
2980 160 5,3188 1,6713 
3670 180 - - 

 
 

 

 

  
Obr. 6.27: Hydrolyzační křivka kolagenního materiálu - závislost 

koncentrace dusíku na čase 
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Následující obrázek vyhodnocuje závislost přirozeného logaritmu 
bezrozměrné koncentrace na čase a slouží ke stanovení rychlostní konstanty 
hydrolýzy kolagenního materiálu. 

 

 

Obr. 6.28: Závislost přirozeného logaritmu bezrozměrné koncentrace na 
čase 

 
 

Lineární regresní analýzou byla zjištěna rychlostní konstanta k= 0,0143 min-1. 
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6.4  Stanovení efektivního difusního koeficientu 

Pro naměření experimentálních dat byl použit komerční hydrolyzát, vyrobený 
enzymatickou hydrolýzou dechromací postružin poskytnutý společností 
STOSPOL Valašské Meziříčí. Připravený hydrolyzát, který dále sloužil, jako 
model biostimulátoru byl analyzován pro obsah aminokyselin a průměrnou 
molekulovou hmotnost. Tyto údaje jsou nezbytné pro odhad kvality 
biostimulátoru a jeho transportních vlastností. 

Stanovení jednotlivých parametrů jsou popsány v analytických metodách. 
Průměrná molekulová hmotnost byla zjištěna 18 200g/ml a index 

polydisperzity byl roven 12,1. 
Navzdory tomu, že molekulová hmotnost biostimulátoru je poměrně vysoká, 

index polydisperzity ukazuje, že připravený biostimulátor obsahuje široké 
spektrum makromolekul, které se významně liší délkou řetězce (tj. distribuce 
molárních hmotností není jednotná). Proteinové biostimulátory obvykle obsahují 
velké zlomky makromolekul a oligomerů, stejně jako volné aminokyseliny, 
avšak stále není jasné, která část nese požadované vlastnosti biostimulátoru. 
Z tohoto důvodu je připravený hydrolyzát vhodný pro zkoumání transportních 
parametrů biostimulátoru. 
Část experimentů byla realizována pomocí navržené difusní cely (obr 6.29). 

 

Obr 6.29:  Difusní cela 
  

 

Po upevnění přepážky v difusní cele byl do jedné komory nalit biostimulátor 
a do druhé komory destilovaná voda. Oba roztoky byly nality ve stejném čase a 
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od tohoto okamžiku se měřil čas difuse biostimulátoru. Koncentrace 
biostimulátoru byla měřena Biuretovou a Bicinchoninovou metodou, odebráním 
přesného množství vzorku z komory naplněné vodou.  
Vynesením ����/��� � ���oproti času jsem získala přímku, z jejíž směrnice jsem 
zjistila rychlostní konstantu, která je nezbytná pro stanovení difusního 
koeficientu pomocí kvazistacionární metody. Parametry jednotlivých pokusů a 
odhadnuté difusní koeficienty jsou popsány v tabulce 32.  
 
Tab. 32: Odhadnuté difusní koeficienty 

Přepážka V[m3] S [m2] b [m]  k[hod-1] 

Metoda 
stanovení 

koncentrace 
biostimulátoru  

D[m-2.s-1] 

Filtra ční 
papír 

10-4 30.10-4 1,4.10-4 0,0151 Biuretova metoda 1,17.10-9 

Filtra ční 
papír 

10-4 30.10-4 1,4.10-4 0,0004 Biuretova metoda 3,10.10-11 

Filtra ční 
papír 

10-4 30.10-4 1,4.10-4 0,0002 Biuretova metoda 1,56.10-11 

Filtra ční 
papír 

10-4 30.10-4 1,4.10-4 0,0012 BCA metoda 9,33.10-11 

Filtra ční 
papír 

10-4 30.10-4 1,4.10-4 0,002 BCA metoda 1,56.10-10 

Tvrdý 
papír 

10-4 30.10-4 4,5·10-4 2.10-7 Biuretova metoda 5.10-14 

Kaštanový 
list  

10-4 30.10-4 0,13.10-3 3.10-6 Biuretova metoda 2,22.10-13 
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Obr. 6.30: Závislost koncentrace biostimulátoru na čase přes přepážku 

kaštanový list 
 

 

 
Obr. 6.31: Závislost koncentrace biostimulátoru na čase přes přepážku 
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Následovaly experimenty ponořením řepkových listů (Brassica napus 
var.napus) do biostimulátoru v erlenmayerově baňce.  
Čerstvě uřezané listy byly ponořeny do roztoku biostimulátoru o koncentraci 

7,7% (w/w), přičemž námokové číslo bylo rovno 1,5. Průměrná tloušťka listů 
byla měřena posuvným měřidlem, její hodnota byla 0,45mm. V předepsaných 
časových intervalech bylo odebíráno přesné množství vzorku, koncentrace 
biostimulátoru byla zjišťována Biuretovou metodou. Naměřené koncentrace 
byly vyneseny oproti druhé odmocnině času a vyhodnoceny lineární regresí. 
Celková absorpce biostimulátoru se pak rovná poklesu hmotnosti biostimulátoru 
v roztoku a efektivní difusní koeficient lze odhadnout z Crankovi rovnice (4.22). 
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kde ���∞� vyjadřuje rovnovážnou koncentraci roztoku biostimulátoru. 

 

Obr. 6.32: Závislost koncentrace biostimulátoru na druhé odmocnině času.2  



 

99 

 

 

Pomocí Crankovi rovnice byl odhadnut efektivní difusní koeficient 9,1. 10 -14 
m2/s. Tato hodnota efektivního difusního koeficientu odpovídá údajům 
zveřejněných v [64], nicméně hodnota naměřeného koeficientu je velmi nízká a 
odpovídá hodnotě kutikulárního difusního koeficientu (který je nejnižší 
v prostředí listu). Toto potvrzuje předpoklad v [65], že míra penetrace závisí na 
velikosti pronikající molekuly. Je třeba poznamenat, že vybraná analytická 
metoda nerozlišuje mezi různými délkami molekul, vypočtená hodnota je pak 
průměrný koeficient mezi všemi peptidy ve sledované směsi. 
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7. APLIKACE NAVRŽENÉHO MATEMATICKÉHO 
MODELU 

Efektivní difusní koeficient je základním prvkem navrženého modelu, protože 
určuje množství biostimulátoru schopného zasáhnout aktivní místa listu již před 
dosažením požadovaného času. To umožňuje zvolit optimální podmínky pro 
aplikaci biostimulátoru (tj. optimální teplota, vlhkost, rychlost větru). 
Navrhovaný model bere v úvahu rozpouštědla (např. voda), odpařování 
z roztoku biostimulátoru a jeho simultánní difusi do listu. Model ukazuje, že 
klimatické podmínky mají vliv na fyzikální podstatu transportu procesem změny 
koncentračního gradientu řízením příjmu biostimulátoru do těla rostliny. Ke 
zkoumání tohoto jevu byly porovnány čtyři různé simulace, jejichž parametry 
jsou uvedeny v tabulce 33: 

 
Tab. 33: Vstupní parametry pro simulaci příjmu biostimulátoru do těla rostliny 

Parametry Jednotka I. II. III. IV. 

Na [1] 1 1 1 1 

D [m2.s-1] 9,1.10-14 9,1.10-14 9,1.10-14 9,1.10-14 

ϕ [%] 100 30 91 91 

T [°C] 25 30 12 12 

U [m.s-1] 0,0 7,5 0,2 13,5 

ε [1] 0,5 0,5 0,5 0,5 

b [m] 10-4 10-4 10-4 10-4 

��� [kg.m-3] 10 10 10 10 

δ [m] 5.10-6 5.10-6 5.10-6 5.10-6 

Ev [1] 532 980 66 536 

 

První situace (označená I.) popisuje ideální podmínky skleníku. Relativní 
vlhkost je 100%, takže nedochází k žádnému odpařování a difusní proces má 
dostatek času k dosažení rovnováhy. Vývoj simulovaného pole na koncentraci 
biostimulátoru uvnitř listu je znázorněn na obrázku 7.1. 
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Obr. 7.1: Simulace I. Vývoj koncentračního pole biostimulátoru uvnitř 
listu.2 
 
 

Průhledná rovina zobrazená na obrázku (umístěna pod povrchovou vrstvou 
kde X=1) představuje vnitřní okraj pokožky listu. Z obrázku je patrné, že 
koncentrace v povrchové vrstvě listu klesá v čase a prakticky konstantní 
koncentrace biostimulátoru je dosaženo v rámci celého listu, když bezrozměrný 
čas dosáhne jednotky (F0=1). 

Zcela jiná situace je znázorněna v druhém případě (označena II.). Podmínky 
jsou vybrány tak, aby odpovídaly horkému letnímu dni. Teplota je vysoká, nízká 
vlhkost vzduchu a vítr je dostatečně silný (k pohybu malých větviček, odpovídá 
Beaufortovu číslu - 4).  Následující obrázek 7.2 ukazuje, že absorpční proces je 
ukončen velmi rychle (hodnota F0 je nižší než 0,0014) a prakticky žádný 
biostimulátor nedosáhne vnitřního objemu listů. 
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Obr. 7.2: Simulace II. Vývoj koncentračního pole biostimulátoru uvnitř 
listu.2 

 

Nicméně koncentrace biostimulátoru se zvyšuje v povrchové vrstvě, zejména, 
kdy dochází k ukončení doby, kdy jeho hodnota stoupá velmi rychle. Tento jev 
je způsoben odpařováním, které v tomto případě postupuje mnohem rychleji než 
difuse biostimulátoru. Výsledkem je zvyšování koncentrace biostimulátoru 
v povrchové vrstvě, urychlí se příjem, protože rozdíl v koncentracích přes 
hranici listu je hnací silou tohoto procesu. 

Model jasně nadhodnocuje difusní rychlosti koncentrovaného biostimulátoru 
krátce před ukončením doby, protože využívá průměrných hodnot difusních 
koeficientů. K ukončení procesu dochází, když se všechna voda odpaří.  

V tomto okamžiku nastává otázka, zda biostimulátor nacházející pod 
pokožkou by mohl ovlivnit rostlinu. Domnívám se, že je to nepravděpodobné, 
protože biostimulátor uvnitř pokožky je schopný proniknout daleko hlouběji, 
pokud se všechna rozpouštědla na povrchu odpaří. Kromě toho je propustnost 
pokožky závislá na vlhkosti vzduchu, který dále snižuje hodnotu efektivního 
difusního koeficientu.  

Tyto úvahy vedou k zavedení průměrné integrální koncentrace biostimulátoru 
pod pokožkou, které je definováno 
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kde δ je tloušťka pokožky. Zde je podstatný rozdíl mezi integrální koncentrací 
vypočtenou jen pod pokožkou ������� a celkovou integrální koncentrací 
definovanou 
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Na následujícím obrázku 7.3 je porovnán vývoj obou těchto integrálních 
průměrů. 

 

Obr. 7.3: Rozdíl mezi integrální koncentrací biostimulátoru uvnitř listu 
zahrnující pokožku, tak i bez pokožky.2 
 

                                                 
 

2 grafy byly vytvořeny pomocí programu MatLab R2007b. 
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Graf ukazuje, že v rámci druhé situace (označené II.) je pouze zanedbatelné 
množství biostimulátoru schopné proniknout pod pokožku. Z tohoto důvodu  
�������, množství bude použito pro posouzení celkové účinné koncentrace 
biostimulátoru uvnitř listu. Proto v druhé situaci (označené II), celkové množství 
biostimulátoru schopné zasáhnout aktivní místy rostliny, je poměrně menší. 

Další situace (označená III.) souvisí s předchozí situací. Letní den je v druhé 
situaci (označená II.) horký, avšak v noci teplota klesá a ta způsobí, že se 
relativní vlhkost výrazně zvýší. Neexistuje prakticky žádný vítr, a proto 
odpařování parametru Ev je nízké. Parametr Ev je definován následujícím 
vztahem: 

 

)* � +�,�-./
01  

 Pokud začne foukat silný vítr (Beaufortovo číslo-6), hodnota parametru Ev se 
změní. Situace je simulována ve čtvrtém případě (označeném IV.). Všechny 
čtyři simulace jsou shrnuty v tabulce (34). 

 
Tab. 34: Integrální koncentrace biostimulátoru pod pokožkou pro všechny čtyři 
 simulace 

Simulace Integrální koncentrace [1] 
I 0,309 
II 0,008 
II 0,614 
IV 0,190 

Celková úroveň penetrace biostimulátoru může být velmi nízká, pokud nejsou 
vhodné klimatické podmínky, jak jsem popsala v druhé simulaci (označené II.). 
Lze vypočítat, že aplikace biostimulátoru by měla být opakována přibližně 
39krát k dosažení stejné penetrace jako v případě skleníku (simulace I.). 
Nicméně pokud dochází k pomalému odpařování, koncentrace biostimulátoru 
v roztoku se neustále zvyšuje, což podporuje jeho rozšiřování do listu. Konečná 
integrální koncentrace v takovém případě (simulace III.) může dokonce překonat 
úroveň v případě skleníku. Na druhou stranu, při vhodné vlhkosti může být 
odpařování urychleno například větrem (uvedeno v simulaci IV) tak, že celková 
úroveň penetrace je snížena (cca 2/3) v porovnání se simulací ve skleníku. 
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8. HLAVNÍ VÝSLEDKY PRÁCE 
Za hlavní výsledky své práce považuji, že se podařilo vyrobit hydrolyzáty, 

které jsou uplatnitelné především jako doplňky stravy nebo jako podpůrný lék 
onkologicky nemocných pacientů. Bílkovinné hydrolyzáty lze také využít 
v období rekonvalescence, po úrazech, pro léčbu alergií či zvýšení imunity, při 
poruchách trávení apod. Vyrobené hydrolyzáty mají také specifické využití 
v zemědělství při ochraně kulturních rostlin jako induktory rezistence. 

Při výrobě hydrolyzátů byla otestována kyselina mléčná jako hydrolyzační 
činidlo, která není běžně používaným hydrolyzačním činidlem. Podařilo se 
stanovit vhodnou koncentraci, která poskytovala při hydrolýzách nejvyšší 
výtěžky dusíkatých látek (až 30%hm.) a minimální obsahy popelovin (méně jak 
14%hm.). Z hlediska hydrolyzačního času se ukázala jako optimální 6-8 
hodinová hydrolýza. Tento stanovený hydrolyzační čas odpovídá minimu 
hlavních provozních nákladů, přičemž ty jsou definovány jako součet nákladů 
na elektrickou energii pohonu míchadla hydrolyzačního reaktoru a náklady na 
spotřebu topné páry pro koncentraci zředěných hydrolyzátů na požadovanou 
koncentraci. 

Byly porovnány hydrolyzační křivky pro jednotlivé aminokyseliny pro 
kyselinou mléčnou a chlorovodíkovou. Výsledky ukázaly, že hydrolýza 
kyselinou mléčnou vykazuje po 144. hodině hydrolýzy účinnost kolem 20% ve 
srovnání s kyselinou chlorovodíkovou. Byla provedena kontrola správnosti 
regresního modelu pro HCl. Pro 21. hodinu hydrolýzy byla zjištěna 
akceptovatelná odchylka pro všechny aminokyseliny a to 90-110%. V 48. 
hodině hydrolýzy nebylo dosaženo požadované přesnosti pro většinu 
aminokyselin. Pro 144. hodinu hydrolýzy byla akceptovatelná odchylka zjištěna 
téměř u všech aminokyselin kromě leucinu a tyrosinu.  

Na základě hydrolyzačních křivek byly vypočteny korelační faktory pro 21. 
hodinu hydrolýzy a byly sledovány ztráty vzniklé během kyselé hydrolýzy. Pro 
hydrolýzu HCl se korelační faktory pohybovaly v okolí intervalu 1,00. Nejnižší 
faktory vykazovaly aminokyseliny leucin a isoleucin − 0,85. Naopak nejvyšší 
korelační faktory byly pozorovány u serinu a argininu – 1,04. Pro hydrolýzu 
kyselinou mléčnou v koncentracích 20%, 40% a 80% byly zjištěny poměrně 
vysoké hodnoty korelačních faktorů ve všech koncentracích, které jsou dány 
povahou kyseliny a její poměrně nízkou disociační konstantou. Z toho plyne její 
nízký účinek při uvolňování AMK z proteinů a nelze použít její korelační 
faktory pro objektivní zhodnocení výsledku. 

U sledovaných 15 aminokyselin (asparagová kyselina, threonin, serin, 
glutamová kyselina, prolin, glycin, alanin, valin, isoleucin, leucin, fenylalanin, 
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tyrosin, histidin, lyzin a arginin) docházelo při hydrolýze HCl k největšímu 
uvolňování v intervalu mezi 10-20 hodinou. Vysoké hodnoty uvolňování h byly 
zjištěny u tyrosinu a histidinu, naopak nízké hodnoty uvolňování byly zjištěny u 
valinu, leucin a isoleucinu. Míru degradace AMK a její ztráty vyjadřuje 
parametr l. Poměrně vysoké hodnoty byly pozorovány u threoninu, serinu a 
tyrozinu.  

Hodnoty vypočtených efektivních difusních koeficientů jsou velmi nízké, 
avšak se tyto výsledky předpokládaly, protože bílkoviny biostimulátoru se 
skládají z dlouhých makromolekul, které difundují velmi pomalu. 

Navržený matematický model je založen na mechanismu difuse a v případě 
praktické aplikace při ošetřování kulturních rostlin bere v úvahu odpařování 
vody v závislosti na klimatických podmínkách. 

Navrhovaný model může vysvětlit rozdíly mezi laboratorními zkouškami a 
polními zkouškami. Na základě provedených simulačních výpočtů v případě 
aplikace biostimulátoru navrhuji následující doporučení: 

 
• Biostimulátor je vhodné použít, kdy vlhkost vzduchu je blízko bodu 

nasycení, například po dešti, brzy ráno či večer, zejména když padá 
rosa.  

• Nejlepších výsledků je dosaženo při bezvětří. 
• Zvyšování tloušťky vrstvy a počáteční koncentrace biostimulátoru vede 

k urychlení difuse biostimulátoru do vnitřní struktury rostlinného těla. 
• Vysoká pórovitost listů podporuje difusi vzhledem k vyšší hodnotě 

efektivního difusního koeficientu. 
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9. PŘÍNOS PRO VĚDU A PRAXI 
Disertační práce ukázala, že vhodná kombinace přímého a nepřímého 

modelování má velký význam i v oborech, kde matematický popis specifických 
procesů není příliš tradiční. Konkrétně se jednalo o úspěšný popis hydrolýzy 
bílkovinné masy kinetikou prvního řádu vzhledem ke koncentraci zbylého 
podílu v reakční směsi. 

Matematicko-statistické zpracování experimentálních dat bylo použito pro 
stanovení parametrů kinetické rovnice hydrolýzy. Byla navržena originální 
aparatura pro měření difusních koeficientů hydrolyzovaných složek do vnitřní 
struktury rostlinného těla. 

Na základě ověřených modelů experimentálními daty, se vypracoval model 
pro řízení hydrolyzačního reaktoru, kdy cílová funkce zahrnuje jak parametry 
technologické (násada reaktoru, příkon elektromotoru, teplosměnná výměnná 
plocha), tak i kinetické (rychlostní konstanta, počáteční koncentrace biomasy) a 
ekonomické (cena elektrické energie a tepelné energie). 

Zvláštní případ matematického modelování byl uplatněn pro stanovení 
optimálních podmínek při ošetření kulturních rostlin vodným roztokem 
hydrolyzátu. Matematický model zahrnuje nejen mechanismus difuse, ale svými 
okrajovými podmínkami bere v úvahu klimatické podmínky.  

Podrobný popis uvedeného matematického modelu je uveden v publikaci 
Protein Biostimulant Foliar Uptake Modeling: The Impact of Climatic 
Conditions, který byl přijat do mezinárodního impaktovaného časopisu 
American Institute of Chemical Engineers (AIChE), jehož jsem spoluautorem a 
je uveden v příloze. Dále je matematické modelování podáno pro publikaci 
Biostimulator diffusion into plant tissue pro časopis Heat and Mass Transfer. 
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10. ZÁVĚR 
Úvodní teoretická část disertační práce zpracovává literární studii zaměřenou 

na zpracování vedlejších produktů potravinářského průmyslu, které mohou být 
významným zdrojem bílkovin. Výsledné hydrolyzáty se uplatňují nejen ve 
výživě člověka, ale také v zemědělství jako biostimulátory. Rešerše byla 
směřována především na štěpení bílkovinné molekuly a sledování vlastností 
vzniklých produktů. Byl popsán postup hydrolýz a analýza experimentálním dat. 

Pro stanovení optimální reakční doby hydrolýzy jsem vycházela z popisu 
kinetiky hydrolýzy biomasy prvního řádu, která byla zahrnuta do cílové 
optimalizační funkce. 

Ke stanovení odhadu efektivního difusního koeficientu byl použit vztah 
uvedený v Crankově monografii Mathematics of diffusion [60] a zároveň jsem 
použila kvazistacionární model. Vzhledem k velmi nízkým hodnotám 
efektivních difusních koeficientů, byly obě metody kompatibilní. Byl navržen 
speciální matematický model a jeho aplikace byla provedena reálnými 
zkouškami ošetření rostlin v polních i skleníkových podmínkách.  

Ke stanovení jednotlivých složek v reakčních směsích jsem použila 
následujících speciálních metod: 

• Molární hmotnost a distribuce molárních hmotností byly stanoveny 
metodou gelové permeační chromatografie. 

• Iontově výměnnou chromatografií byl v automatickém analyzátoru 
AAA stanoven obsah aminokyselin. 

• BCA metoda, která využívá kyseliny bicinchoninové, byla použita pro 
spektrofotometrické stanovení koncentrace proteinů. 
 

V experimentální části disertační práce byly zkoušeny hydrolýzy kvasničné 
biomasy s vybranými hydrolyzačními činidly. Byl nalezen optimální čas 
hydrolýzy a vhodná koncentrace hydrolyzačního činidla, u kterých byly 
zjišťovány maximální výtěžky dusíkatých látek a minimální obsahy popelovin. 

Na základě hydrolýz dvěma různými kyselinami byly sestaveny kinetické 
hydrolyzační křivky pro vznik jednotlivých aminokyselin a určen vliv použité 
kyseliny na uvolňování aminokyselin z bílkovinné matrice. Z naměřených 
hydrolyzačních křivek byly vypočteny korelační faktory pro sledované 
aminokyseliny a použité kyseliny. 

Pro zkoumání transportních jevů a odhad efektivního difusního koeficientu 
bylo použito speciálně navržené difusní cely. Difuse byla zkoušena přes vybrané 
přepážky a koncentrace biostimulátoru byla zjišťována Biuretovou a 
Bicinchoninovou metodou. 
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Výsledky mé práce jsou také součástí grantových úkolů Ministerstva 
průmyslu a obchodu (FI-IM5/195) a Ministerstva zemědělství (QH72117). 
Závěrečné zprávy byly úspěšně oponovány a hodnoceny jako excelentní. 
V obou případech jsem spoluautorka. 
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