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ABSTRAKT

Mikrobidlni biomasa reprezentovana kvasni¢nou biomasou je dilezitym zdrojem vitaminti
skupiny B a cennou bilkovinou. V extrémnich ptipadech, jako jsou napf. t€zké pooperacéni
stavy nebo zatizeni vrcholovym sportem, je tieba dodat potfebnou energii a vitaminy v
tekutém stavu. Ztekuceni biomasy je provadéno hydrolyzou. Diplomova prace se zabyva

vyvojem technologii ztekuceni biomasy.

Klic¢ova slova: pivovarské kvasnice, mechanismus 1. a II. fadu, hydrolyza, GPC

ABSTRACT

Microbial biomass represented by yeast biomass is an important source of B-complex vi-
tamins and it is a valuable protein. Under the extreme conditions, such as severe post-
operative conditions or high physical load conditions, the energy and vitamins should be
supplied in liquid form. Liquefaction of biomass is made by hydrolysis.Diploma thesis is
dealing with the development of biomass liquefaction technology.

Keywords: brewer’s yeast, mechanism I. and I1. order, hydrolysis, GPC
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UvoD

Mikrobialni biomasa ptedstavuje bilkovinné, ptipadné jiné produkty potravinarského

(masného), kozed€lného a zemédélského primyslu.

Po chemické strance jsou bilkoviny vysokomolekuldrni kondenzéaty -aminokyselin

s riznou molarni hmotnosti.

Pro potravinaiské doplilky se pouzivaji vstupni bilkovinné suroviny, které jsou riznym
zpusobem chemicky upravené. Mezi nejbéznéjsi chemické upravy patii hydrolyza, kterad
probihd v alkalickém nebo kyselém prostiedi s moZnym pouZitim enzymoveého katalyzato-
ru. Hlavnim tcelem hydrolyzy je snizovani molarni hmotnosti vstupnich surovin. Je to
dano aplikaci téchto hydrolyzati zejména v lékatstvi. Vyuzivaji se pfi vyzivé rekonva-
lescentll po narocnych operacich, v disledku nemoci nebo tézkého urazu, kdy organismus
je oslaben a nemé& dostatek energie na traveni vysokomolekularnich bilkovinnych produk-

o

tu.

Druhy diivod je jejich pouziti pti vysokém fyzickém zatizeni u profesionalnich sportovcet,

zachranaru, hasi¢t apod.

Specifické vyuziti bilkovinnych hydrolyzati se nachazi v zemédélstvi pfi ochrané kultur-
nich rostlin. Jejich plisobeni je dvoji. V prvé fadé snizuji nutnou koncentraci ochrannych
chemickych prostfedki, ptipadné zvySuji jejich Zivotnost. Vysledkem je jejich sniZzena
spotieba a tim mensi zatizeni plidniho fondu. Nékteré druhy hydrolyzath ptizniveé ovliviuji

imunitni systém rostlin, prevazné odolnost vii¢i plisniovym a houbovym chorobam.

V soucasnosti se provadi intenzivni vyzkum pouZziti mikrobiélni biomasy ke zvyseni imu-
nitniho systému olejnatych rostlin, zejména fepky olejnaté, maku a lupiny (séja severu).
Toto ma velky vyznam hlavné pro vyrobu bionafty, nebot’ se zvySuje nejen obsah nenasy-

cenych triglyceridi mastnych kyselin, ale zaroven stoupa vytéznost olejnatych semen.

V soucasné dobé je zvlastni pozornost vénovana mikrobialni biomase, kterou reprezentuji
kvasnice. Vlastnosti této suroviny jsou dany zdrojem jejich ptivodu — pivovarské, pekarskeé,
vinné a pivni.

Vedle bilkovinné substance uvedend biomasa obsahuje vitaminy skupiny B - zejména B,

B, a Be. Jejich hlavnimi zdroji jsou kvasnice, maso, syry, celozrnné obiloviny a lusténiny.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 10

V nekterych piipadech se pouzivaji jako podplrné Iéky v dermatologickém I¢katstvi. Jsou
dopliujici substanci pti 1é¢bé Diabetes mellitus (cukrovky), kdy v nékterych ptipadech

snizuji potfebné davky insulinu.

Z vyse uvedenych ptipadu se v diplomové préaci zabyvam problematikou hydrolyzy kvas-

nic vybraného ptvodu.
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1 LITERARNI STUDIE - PREHLED SOUCASNEHO STAVU
RESENE PROBLEMATIKY

Jak bylo konstatovano v uvodu, moje diplomové prace se bude tykat hydrolyzy kvasni¢né
biomasy. Po prostudovani dostupné literatury se hydrolyza kvasnicné biomasy provadi
v kyselém, alkalickém, pfip. v obou prostiedich kombinovana katalytickym plsobenim

enzymd [1].

Jednotlivé druhy hydrolyzatl ptivodni suroviny se od sebe lisi stupném dosazeného odbou-
ravani puvodni bilkoviny, zptisobem provedeni hydrolyzy, sloZzenim, obsahem neéistoty a

smyslovymi vlastnostmi.
Podle stupné degradace dostdvame nasledujici koneéné produkty [1]:

- smés aminokyselin, podle které zjistujeme slozeni piivodni suroviny

- nizkomolekularni $tépné produkty pro 1ékaiské ucely.
Tento druh hydrolyzat obsahuje minimalni mnozstvi necistot [1].

- smésné peptidy, které mohou obsahovat jiné organické a anorganické pi¥imési,

které jsou vesmeés uréeny pro potravinaiské ucely [1].

Dalsi druh hydrolyzati, prakticky se stejnou molarni hmotnosti, jsou uréeny pro krmné a
technické ucely. Do této oblasti patii také, jak jsem se zminila v Gvodu, vyuZiti téchto bil-

kovinnych hydrolyzata jako stimulator k ochrané hospodatskych rostlin.

Pribeh hydrolyzy, zejména jeji kinetika, vysledné vlastnosti a slozeni produktu se odviji
od priméarni a sekundarni struktury vychozi bilkoviny. Pod pojmem primarni struktury ro-
zumime udaje o kovalentni struktufe molekuly, tj. pocet a pofadi aminokyselin
Vv peptidovém fetézci, charakter zdkladnich peptidovych vazeb, pocet, charakter a poloha
vedlejSich kovalentnich vazeb [2,5]. Zatimco sekundarni struktura charakterizuje prostoro-
vé uspofadani, které je ddno primarni strukturou a fixovano nevazebnymi interakcemi
funk¢nich skupin aminokyselin. Vedle toho je zndmad terciarni struktura coz jsou celkova
konformace polypeptidového fetézce a prostorové uspotradani postrannich fetézcti. Konec-
né kvarterni struktura, ktera charakterizuje jen nékteré proteiny. Resi usporadani podjedno-

tek v proteinovych aglomeratech, tvoficich jednu funkéni bilkovinu [3,4].

Hlavnim ukolem hydrolyzy je ztekuceni vstupni suroviny, v nasem ptipadé kvasni¢né bi-

omasy. Z tohoto diivodu je znacna pozornost vénovana také vlastnostem téchto roztokd.
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Proteiny v roztocich disociuji podobné jako aminokyseliny nebo peptidy za vzniku mak-
romolekularnich polyionti, jsou tedy polyamfolyty. V zavislosti na pH prosttedi se v jejich
molekule nachéazeji kladn€ nebo zaporné nabité ionty vznikajici disociaci funk¢nich skupin
riznych aminokyselin, zejména aminokyselin s bazickymi a kyselymi funkénimi skupina-
mi. Oblast pH, kde je volny ndboj nulovy se nazyvé isoelektrickym bodem bilkoviny. Roz-
pustnost bilkovin zavisi vedle struktury proteinu a relativni permitivité rozpoustédla na

hodnot¢ pH roztoku, jeho iontové sile, teploté [2].

Nativni konformace globularnich bilkovin a tim i jejich vlastnosti se méni jiz mirnym
ucinkem rtznych fyzikalnich faktort a chemickych cinidel. Disledkem téchto zmén je
ztrata biologické aktivity a piivodni funkce proteinu. Denaturaci se struktura proteinu méni
v méné uspofadanou. Vyvolavaji ji fyzikalni faktory (zmény teploty, tlaku, plisobenim
ultrazvuku aj.) nebo nastava chemickymi Cinidly napf. v ptitomnosti soli, kyselin, zasad,
resp. zménami pH roztoki nebo v ptitomnosti povrchové aktivnich latek [2]. Tento pfipad
je prakticky vyuzit pti vyrobé Zelatiny a klihu z vedlejsich produktti kozeluzského priimys-
lu [8].

Pro dalsi aplikace je diilezité zkoumat vlastnosti uspotadani jednotlivych polymernich sku-
pin. Toto uspotadani se projevi v ur¢ité krystalické formé [12], ktera také souvisi s Cistotou
bilkovin, kterd se projevuje jejich optickou aktivitou. Roztoky vSech piirozenych bilkovin
otaceji rovinu polarizovaného svétla do leva, i kdyz otacivost jednotlivych aminokyselin je

opacna [13].

Hydrolyticky proces je pfirozenym mechanismem traveni v Zivém organismu. V tomto
ptipadé je enzymova hydrolyza katalyzovana proteolytickymi enzymy. Proteasy katalyzuji
bud’ hydrolyzu peptidové vazby uvnitt polypeptidového fetézce za vzniku peptidit rizné
velikosti, nebo odstépuji jen koncové aminokyseliny. Hydrolyzu N-koncové amynokyseli-
ny katalyzuji amidopeptidasy, hydrolyzu C-koncové aminokyseliny — karboxypeptidasy
[2,7].

Hydrolyza proteinti probiha v nékolika stupnich. Nejprve vznikaji polypeptidy, z nich oli-
gopeptidy a kone€nymi produkty jsou aminokyseliny. Kazdy stupeni hydrolyzy katalyzuje
jiny enzym. Vznikajici aminokyseliny jsou nésledné v tenkém stievé vstiebavany a trans-
portovany lymfatickym obéhem do tkani nebo krevnim ob&hem do jater, kde jsou dale me-

tabolizovany [2].
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Jak bylo feceno, hydrolyza mtze probihat v kysel¢, ptip. alkalické oblasti. Znacna pozor-
nost Vv literatute je vénovana hydrolyze bilkovin pomoci kyseliny solné (vodného roztoku
chlorovodiku) [1]. Za normalni teploty je reakce mezi bilkovinou a HCI velmi pomala.
ZvySovanim teploty nastdva prvni reakce mezi bilkovinnou a kyselinou. Barva reakéni
smési se méni, postupné prechdzi pres svétle modrou, Cervenou az do hnédé a konecné
¢erné. Cim je kyselina vice zfedéna, tim pomaleji probihaji barevné zmény. Jiz pfi 30 °C
znatelné $tépi koncentrovana Kyselina z 0,8% kasein. Podle [9] vznika ze zfedéné HCI a
bilkoviny tzv. acidalbumin. Autofi praci [10] a [11] shledali, Ze 0,5% HCI ptsobi rozklad-
né vtom smyslu, Ze vznikaji za zvySené teploty peptony, peptidy vedle toho nepatrné

mnoZstvi aminokyselin.

Dulezitym faktorem pii hydrolyze je pomér mnozstvi kyseliny k bilkoviné. V ptipadé od-
bouravani bilkoviny ve velké celky, ve vod¢ rozpustné, sta¢i malé mnozstvi kyseliny.
Jestlize je cilem odStépeni maximalniho mnoZstvi aminokyselin, musi byt v roztoku ale-

sponi stechiometricky pomér — 1 N bilkoviny : 1 HCI (100%) [1].

Pii kyselé hydrolyze probihaji tedy dva pochody soucasné. A to rozpad velké bilkovinné
molekuly a soucasné odstépovani aminokyselin. Nejprve se §tépi glutamova a asparagova
kyselina, ty nasleduje glycin, serin a alanin, poté valin a metionin, leucin a izoleucin a
v poslednim sledu bazické aminokyseliny. Podle [14] je dulezité pti sledovani odstépovani
aminokyselin ziskat jistotu, Ze v bilkovinné suroviné nejsou pfitomny volné aminokyseli-
ny. Cela fada téchto surovin (kasein, kvasnice, $roty, aj.) jiz ve vodnim vyluhu obsahuji
nékolik aminokyselin, jejichz ptivod je nutné hledat pfi zpracovani zminénych surovin vli-

vem ruznych enzymu, chemickych ¢inidel, atd. [1].

SloZeni hydrolyzatu je tedy zavislé na zpusobu provedeni hydrolyzy a u kazdé bilkoviny je
s reak¢énimi podminkami jiné. Napft. s koncentraci kyseliny se méni stupen dosazené hyd-
rolyzy. Jak u enzymatickych reakci, tak i u hydrolyz provedenych pomoci kyselin je poc¢a-
te¢ni rychlost §tépeni neporovnatelné mensi nez pozdé¢jsi prab&h. Prabéh alkalické hydro-
lyzy sleduje stejny postup odstépovani aminokyselin jako kysela hydrolyza. T zde preché-
zeji do roztoku jako prvni aminokyseliny glutamové a asparagova kyselina [15].

Rada praci se zabyva sledovanim rychlosti pfechodu dusiku bilkoviny do roztoku a riistem

dusiku primarnich aminoskupin. Pfechod dusiku do roztoku je mozné sledovat za velmi

mirnych podminek. Marecek [16] sledoval §té€peni kaseinu a keratinu pfii teplotach 70 °C a
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90 °C prti rizné koncentraci a piebytku HCI a zjistil, ze piechod veskerého dusiku do roz-

toku je reakci II. fadu.

Dunn [17] hydrolyzoval kasein kyselinami a usoudil, Ze jde o reakci I. fadu. Naproti tomu
Greenberg a Burk [18] pfi studiu hydrolyzy fibrinu, Zelatiny aj. bilkovin pomoci HCI zjisti-
li, Ze pfi ristu dusiku priméarnich aminoskupin jde o reakci II. fadu. Se zjiSténim Greenber-

ga a Burka souhlasili i Nasset s Greenbergem [19].

V pribéhu hydrolyzy tvofi surovina za optimalnich podminek ur¢ité minimalni mnozstvi
humint. Minimalni mnozstvi huminti byva pravidelné za vétsiho prebytku kyseliny, pti
20% koncentraci HCI a teplotach 105-125 °C. U suSenych kvasnic s 8,1% N je 15-33g
huminovych zbytku s 4,5-6,8% N [1].

Podle reakénich podminek se méni mnozstvi, slozeni i struktura huminovych zbytkd,
v Sirokych mezich. Struktura zbytkii je mazlava az suchd, zrnitd, barva hnédd az Cerna,
soucasné je i rozdilnd rozpustnost v mirné kyselych roztocich nebo ve vod¢. Pti hydrolyze
sudenych kvasnic s 8,1 g N a reak¢énich podminkach - 110 °C, 20% piebytek, 20% koncen-
trace HCI, 4 hod je mnozstvi zbytkti 27 g, struktura sucha a obsah N v huminech 1,4 g.
V ptipad€ hydrolyzy suSenych kvasnic za reakénich podminek 110 °C, 50% piebytek, 20%
koncentrace HCI, 12 hod je mnozstvi zbytki 15 g, struktura suchd a obsah N v huminech
0,59 [1].

Marecek [1] provedl nékolik technickych hydrolyz, kde se mimo jiné soustfedil na vliv

teploty a koncentraci HCI.
U susenych kvasnic bylo dosazeno nasledujicich vysledkd.

Vliv teploty - susené kvasnice 8,1% N, 20% ptebytek a 20% koncentrace HCI, 95 °C, 100
g suroviny, hydrolyzat byl ztedény do 300 ml.

Stépeni kvasnic bylo za mirnych podminek rychlejsi nez §tépeni lepku, podle vysledki lezi
mezi zivo¢iSnymi surovinami a lepkem. Hodnoty zbytkli byly dost vysoké a ve vétSing
ptipadd se neménily. Hodnoty veskerého dusiku byly ve vSech pokusnych fadach prevazné
stejné, naproti tomu hodnoty N na primarni aminoskupiné byly za tvrd$ich podminek pod-
statn€ vyssi. S tvrdSimi podminkami a s delsi reakéni dobou byla barva hydrolyzatu svét-
lejsi a chut’ vyraznéjsi [1].

Vliv koncentrace — suSené kvasnice - 20% piebytek kyseliny a 15%, 20% a 25% koncent-

race nasadové kyseliny.
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Su8ené kvasnice neukazovaly podstatné rozdily v rychlosti a v hloubce $tépeni s rostouci
koncentraci. Obsah veSkerého N v roztoku nebyl koncentraci ovlivnén. U smyslovych
vlastnosti doslo k velkym rozdilim. Pfi 15% koncentraci byla chut’ zneutralizovaného hyd-
rolyzatu prazdna, bezvyraznd, kvasnicova, pii 20% koncentraci byla plnd, vyrazna, bez
pIného kvasnicového charakteru a pii 25% koncentraci se stala chut’ sviravou, pfili§ vyraz-

nou. Barva hydrolyzati se zvySenou koncentraci svétlala [1].

Kvasni¢na biomasa obsahuje vedle velkého mnozZstvi bilkovin také nezanedbatelné mnoz-

stvi vitaminti skupiny B.

MUDr. Stuchlik ve studii [20] uvedl mimo jiné i vitaminy B, B;, Bg, Bs (kyselina pantote-

nova) a By (biotin).

Vitamin B; — thiamin — jeho chemicka struktura je charakterizovana pyrimidinovym a imi-
dazolovym okruhem. Thiamin pyrofosfat je zdsadnim koenzymem pro nékolik velmi vy-
znamnych enzymi [20]. Skripta [6] uvadi, Ze jako koenzym funguje v dekarboxylazach
nutnych k dekarboxylaci alfa-ketoglutaratu a pyruvatu. Podobné se podili i na dekarboxy-

laci alfa-oxokyselin (valin, leucin, izoleucin).

NH,
N7 NJ?-'**'\S

A -
HC” N pe

"I-_-'

OH

Obr. 1. Thiamin — vitamin By

Thiamin podporuje pamét, pomaha proti slabosti, odstrafiuje deprese, spolu s vitaminem
Bs plsobi preventivné proti revmatickym bolestem a proti zanétlim nervil. Je nezbytny pro

spravnou funkci jater. Jeho uzivani je vhodné i v poopera¢nim obdobi [20].

Nemoc zpusobend deficitem vitaminu B; je beri-beri. Coz je porucha postihujici pfedev§im

srdecni, nervovy, travici a pohybovy aparat [21].

Thiamin je obsaZen pievazné ve slupkach obili, v celozrnném pecivu, vnitfnostech. Dalsi-

mi zdroji jsou pivovarské kvasnice, med, ofechy, lusténiny, neloupana ryze [3].
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Vitamin B, - riboflavin — VodraZka [3] uvadi, Ze vitamin B, je flavinovy derivat a zaklad
jeho molekuly tvofi isoalloxazin s ribitylovym substituentem a dvéma methylovymi skupi-
nami. Podle [6] jeho fyziologicka role spo¢iva v usnadnéni redoxnich déja, kdy jako koen-
zym podminuje funkci flavinmono-(FMN) a dinukledotidu (FAD), které jsou protonem H+
redukovany na FMNH; a zvlast¢ FADH,. T¢lo tento proces vyuziva k ziskani energie.

O

CHs

CH3

Obr. 2. Riboflavin — vitamin B,

UZivanim riboflavinu je podporovano vidéni (ochrana rohovky, zabrana o¢nim katariim),
pomaha pti 1écbé rozpraskanych koutki Ust, pfi zanétlivych onemocnénich [22,24]. Nedo-
statky vitaminu B, se projevuji psychickymi zménami v podobé deprese, naladovosti, hy-
pochondrie, poruchy srde¢ni ¢innosti, anémie, slabost. Studie uvadi, Zze hlavnim zdrojem
riboflavinu jsou povrchové vrstvy obilovin, ryby, pekaiské a pivovarské kvasnice, mléko,

jatra, hovézi a kufeci maso[23].

Vitamin Bg — pyridoxin — je spole¢né oznaceni pro tzv. pyridoxinovou triadu — pyridoxol,
pyridoxal a pyridoxamin. Podle Hozi, Kramafové a Budinského [6] je ucinnou formou
vitaminu pyridoxalfosfat. Je soucasti fad enzymu, které se podili na dekarboxylaci a
transaminaci aminokyselin. Je dulezity pro metabolismus mozku. Podili se na imunologic-

ké ochrané organismu. Podminuje konverzi aminokyseliny tryptofanu na niacin [23].
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OH
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Obr. 3. Pyridoxin — vitamin Bg

Stuchlik [20] uvedl, Ze pyridoxin se uziva pii anémiich, kiecovych stavech, po tézkych
operacich, pfi ledvinovych kamenech, pfi diabetické a alkoholové neuropatii. Hypovita-
min6za se projevuje zvySenou nervosvalovou drazdivosti, zapomnétlivosti, nespavosti,
predrazdénosti, kireCemi dolnich koncetin, strnulosti a mravenéenim rukou a nohou. Ovsem
nedostatek vitaminu Bg je vzacny. Podle literatury [25] vitamin Bg obsahuji jatra, veptové

maso, kufata, tuiiaci, mléko, vejce, drozdi, banany, neloupana ryze, zeli, Spenat.

Vitamin Bs — kyselina pantotenova — je chemicky tvofena spojenim kyseliny pantotenové a
aminokyseliny beta-alaninu. Podili se na tvorb¢é koenzymu A s ATP a cysteinem [26].

OH
HSC\ CH NH CH 0
2 -
HO ¢ e o, o
T -~
CH, N 1
CH; ¢ OH

Obr. 4. Kyselina pantotenové — vitamin Bs

Nedostatek pantothenatu je pomérné vzacny a projevuje se apatii, depresi, svalovou slabos-
ti a degenerativnimi zanétlivymi zménami na sliznicich [3]. Skripta [6] uvadi, Ze zdroji

vitaminu Bs jsou pfedev§im maso a vnitinosti, drozdi, mléko, vejce, brokolice.

Vitamin B; — biotin — obsahuje v molekule imidazolovy a tetrahydrothiofenovy kruh. Je
navazan na ucinné misto koenzymu karboxylaz [3]. Biotin se t¢astni bionitylace histont,
cozZ jsou bilkovinné komplexy navazané na DNA udrzZujici strukturu dvojité Sroubovice a

plnici zde i projektivni funkci zvlasté pri replikaci DNA [27].
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Obr. 5. Biotin — vitamin B;

Biotin udrzuje zdravou plet, plisobi na kvalitu vlast a nehtd, podporuje spanek, pomaha
pfi hubnuti a upravuje hladinu cukru v krvi. Nedostatek je velmi vzacny. Pii nedostatku
dochazi k padani vlast, zarudnuti obliceje, k depresim, letargii [20]. Hlavnimi zdroji jsou

jedlé kastany, jatra, Zloutek, sbja, kvasnice, ryze, mléko [6].

1.1 Zhodnoceni literarni studie

Préce pojednavajici o feSené problematice, se tykaji pievazné praktické aplikace kvasnico-
vych hydrolyzati. Tuto aplikaci 1ze rozdélit do dvou skupin. V prvni skupiné je zahrnuta
produkce komplexu B vitamint, jako napt. pangamin, kyselina nikotinova apod. Ve druhé
skupiné je vlastni hydrolyticky produkt uréeny prevazné jako potravinovy doplnek. Obec-
né lze provadét hydrolyzu jak v kyselém tak zasaditém prostiedi a v obou ptipadech je
mozno pouZit katalyticky uc¢inek specifickych enzymi. Celkem malo praci je vénovano
kvantitativnimu popisu prib¢hu hydrolyzy na zakladé chemické reakéni kinetiky. Nicméné
vétSina praci predpokladd mechanismus prvniho fadu vzhledem ke koncentraci hydroly-
zaéniho ¢inidla. Druhd, mensi &ast predpokladd mechanismus druhého ¥adu. Ukolem mé
prace bude na zaklad¢ experimentalnich dat na konkrétnim ptipadé pivovarskych kvasnic

odhadnout, ktery tad blize popisuje kinetické zavislosti.

V teoretické ¢asti se pak budu zabyvat vyuzitim teorie reaktorového inzenyrstvi ve spojeni
se stanovenim ucéelové funkce. Hlavnim diivodem je skuteénost, ze z tohoto hlediska jsem
nenasla ve studovaném ¢asovém obdobi prakticky Zadnou publikaci. Uéelovou funkci bu-
du stanovovat na zakladé hlavnich provoznich nakladu stavajicich se z dil¢ich nakladd na

hydrolyzu a ndkladu na koncentraci rozpustné reak¢éni smési na pozadovanou hodnotu.
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2 TEORETICKA CAST

V teoretické ¢asti se zabyvam kinetikou hydrolyzaéni reakce a optimalizaci hydrolyza¢ni-

ho reaktoru ve spojitosti s ndvrhem algoritmu s jeho fizenim.

2.1 Kinetika hydrolyzacni reakce

Kinetikou rozumime zavislost zmény rychlosti koncentrace na ¢ase. Ukolem reakéni Kine-
tiky je méfit rychlost chemickych reakci a z jejich zéavislosti na koncentraci reagujicich
latek, na teploté, popf. na jinych proménnych, vypocitat konstanty charakteristické pro
studovanou reakci a objasnit jeji reakéni mechanismus. Kinetika je dana ¢asovou zavislosti
koncentrace vstupnich surovin, tj. kvasnic a pfislusného reakéniho ¢inidla (kyselina, zasa-
da). Po matematické strance je reakéni rychlost derivace vstupnich slozek ptip. vystupnich

slozek podle ¢asu. Obecné si tedy miizeme hydrolyzaéni reakci popsat nasledovneé:
K+A->HK+V, Q)

Podle zékona pisobeni hmot je reakce dana nasledujici diferencialni rovnici:

dC[(

—— =kcgcf, 2)
kde ck — koncentrace vstupni sloZky bilkoviny
T — Cas
Ca — koncentrace hydrolyza¢niho ¢inidla (kyselina)
k — rychlostni konstanta uvedené hydrolyzy.

Exponenty n a m definuji fad reakce vzhledem ke koncentraci reagujicich slozek. Tedy n je
vzhledem ke koncentraci kvasni¢né biomasy a m je vzhledem ke koncentraci hydrolyzac-
niho ¢inidla. Soucet n a m pak definuje tad reakce.

Podle Dunna [17] je hydrolyza bilkovin reakci I. fadu, kdy plati

d
L=k} ci, )

Vzhledem k exponencialnim ¢initelim je lepsi sledovat klesajici koncentraci ca.
——==k- Cyq, (4)
Integraci uvedené¢ diferencialni rovnice za pocatecni podminky ca (0) = cap dostaneme

Cqy = Cyp e, (%)
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V praxi zavadime pojem konverze, coZ je podil zreagovaneé vstupni sloZky Kk jeji poc¢ateéni

hodnoté, tzn.

x = CAP —CA , (6)
CAP

Upravou (5) s vyuzitim (6) dostaneme
x=1—e7 (7)

Pro navrh hydrolyzaéniho reaktoru je nutné stanovit rychlostni konstantu k z experimental-

né naméfenych kinetickych dat, tj. zavislosti cana T.

CA[;_CA _ 1 — _e—k‘[ ’ (8)
A

Aplikaci ptirozené¢ho logaritmu na rovnici (5) a po Gpravé dostaneme:

In<4 = —krt, (9)

cap
’ v r . v r v Vo c
Vynesenim pfirozeného logaritmu bezrozmérné koncentrace hydrolyzacniho ¢inidla (—A)
cAp

oproti ¢asu ziskame pfimku, z jejiz smérnice ur¢ime hodnotu rychlostni konstanty k. Roz-

mér rychlostni konstanty p¥i reakei I. fadu je s™.

Jako ptiklad uvadim grafy pro reakci I. tadu, které vyjadiuji zavislost bezrozmérné kon-
centrace kyseliny na ¢ase (graf 6) a stupné konverze (X) na ¢ase (graf 7).

10

08 -
06+

04 -

02

2 4 6 8 10

Obr. 6. Graf zavislosti koncentrace kyseliny na case pro rychlostni konstantu od 0,1 do 1
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Obr. 7. Graf zavislosti stupné konverze ( X) na case pro rychlostni konstantu od 0,1 do 1

Literatura [16,18,19] konstatuje, zZe hydrolyzacni reakce je II. fadu. Tzn., Ze plati rovnice:

d
=L =y, (10)

Integraci uvedené diferencialni rovnice za poc¢atecni podminky ca (0) = cap dostaneme

cap
=— 11
CA 1+k1T'CAp ! ( )
Op¢ét zavedenim konverze dostavame
x = AP~ (12)
cap

Upravou (11) a vyuzitim (12) dostaneme

x=1—— (13)

1+kqtcyp !

Rozmér rychlostni konstanty pfi reakci I1. fadu je dm® mol™s™.

Jako priklad uvadim grafy pro reakci II. fadu, které stejné jako u reakce I. fadu, vyjadiuji

zavislost koncentrace kyseliny na ¢ase a x na Gase.
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Obr. 8. Graf zavislosti koncentrace kyseliny na ¢ase pro rychlostni konstantu od 0,1 do 1
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Obr. 9. Graf zavislosti stupné konverze ( x) na case pro rychlostni konstantu od 0,1 do 1
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2.2 Navrh fizeni hydrolyza¢niho reaktoru

Predpokladame diskontinualni izotermné michany hydrolyzacni reaktor, ve kterém probiha
pozadovana reakce. Hlavni provozni naklady na vyrobu ztekuceného hydrolyzatu o poZa-
dované koncentraci, jsou rovny souctu nakladi na spotfebu elektrické energie nutnou k
pohonu michadla a nakladi na pozadovanou koncentraci koneéného produktu. Néasledujici

obrézek 10 znazornuje bilan¢ni schéma reaktoru a koncentra¢niho zatizeni.

|

S reaktor

a (v) . ak
koncentracni

|

zarizeni

lmv

\ J
\ v J \

Ne Nc

Obr. 10. Bilancéni schéma reaktoru a koncentracniho zarizeni
Plati tedy,
Ny =Ng + N, (14)

Naklady na spottebu elektrické energie, jsou rovny soucinu piikonu elektromotoru v ¢ase a

jednotkovou cenu elektrické energie,
NE:P'T'KE, (15)

Néklady na koncentraci jsou dany sou¢inem hmotnosti vypatrovaci vody, vyparného tepla a

jednotkovou cenou tepelné energie.
N, = (4H), " m, - Kp, (16)
Tedy kombinaci (15) a (16) dostaneme

Mnozstvi vypatené vody vypocteme z nasledujici bilance koncentra¢niho zatizeni
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Obr. 11. Bilancni schéma odparky

kde P - prikon elektromotoru [kwW]
T - ¢as [s]
Ke - jednotkova cena elektrické energie [K¢/kWh]
my - hmotnost pozadované odpatené vody [ka]
(4H), - vyparné teplo vody [J/kg]
Kp - jednotkova cena pary odparky [K¢/GT]

Podle obrazku 11 je celkova bilance nasledujici

my =m, +m,, (18)
Bilance susiny
m;-a(t) =my-ag , (19)
Odtud
__mprag
ml - a(r) ' (20)

Dosazenim (20) do (18) a po tpraveé dostaneme pozadované mnozstvi odpaiené vody:

m,=m,: (aK 1) : (21)

a@

Dosazenim (21) do (17) dostaneme

— = Poke | (ak _ q). :
n=N/my =" 4 (25— 1) (4H), - Kp, (22)

Nyni je tfeba vyjadiit koncentraci hydrolyzatl [a)] na Case. Tato zdvislost je ddna m e-

chanismem hydrolyzac¢ni reakce. Jak jsem uvedla, uvazujeme mechanismus I. s II. fadu.
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2.2.1 Mechanismus I. Fadu

Podobné jako tomu bylo v kapitole 2. 1., je mozné odvodit zavislost koncentrace ztekuce-
ného hydrolyzatu na ¢ase. Vzhledem k rovnici (22) tuto koncentraci vyjadiime ve formé

hmotového zlomku (a):
a(t) =ay-(1—e*), (23)
Dosazenim (23) do (22) dostavame

P'T'KE

— — aK . .
n=N/m, = + {[m] - 1} (4H), - Kp , (24)
Pro vy¢isleni (24) zvolime nasledujici vstupni parametry pro matematickou simulaci:
Kr = 5K¢/kWh; P = 10kw; m, = 1000kg/h(hodinova produkce);

(4H), = 2,3Me]/kg; Kp = 500K¢/GJ; ax = 0,3;ay =0,2; k=1

Pl _10°5_O00SKE ax 03 _ 4 amy, - Kk» = 2305 = 1,15K¢/k
m, 1000 kg ay 02 v (AH)yKp=23-05=L15K¢/kg
Dosazenim uvedenych hodnot do (24) dostaneme

0,5+e kT
1—e~kt

n=N/m2=0,05-T+(

) ‘1,15 (25)
45
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Obr. 12. Zavislost celkovych nakladit na case pro riiznou jednotkovou cenu el. energie —
SKé 8Ke, 10Kc, 15 Ke, 4 K, 2,50 K¢
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Obr. 13. Zavislost celkovych nakladii na case pro rychlostni konstantu od 0,1 do 0,6

2.2.2 Mechanismus II. Fadu

|
10 20 30 40

Stejné jako jsem uvedla u mechanismu I. fddu je mozné i u mechanismu II. fadu odvodit

zavislost koncentrace hydrolyzatu na Case.
Vychézime z rovnice:
H+2A - HA,, (26)

Podle zékona pisobeni hmot je reakce dana nasledujici diferencialni rovnici:

dH A,

— = k(4, — HAy)?, (27)

Integraci uvedené diferencidlni rovnice za pocate¢ni podminky dostaneme:

2,
ap kt

a = ,
1+k‘r-ap

(28)

Vzhledem Kk rovnici (22) tuto koncentraci vyjadiime ve form¢ hmotového zlomku (a):

2,
ap kt

a. =
T 1+k‘r-ap

(29)
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Dosazenim (29) do (22) dostaneme

P Kp ak-(1+kr-ap)
L | o
ap-kt

n=N/m,= 1} -Kp-(4H),,  (30)

Pro vy¢isleni (30) zvolime nasledujici vstupni parametry pro matematickou simulaci:
Ky = 5K¢/kWh; P = 10kw; m, = 1000kg/h(hodinova produkce);
(4H), = 2,3Me] /kg; Kp = 500K¢/GJ; ax = 0,3; a, =02, k=1

Dosazenim uvedenych hodnot do (30) dostaneme

netooos (B ) aas o
14
.
.
8 |

Obr. 14. Zavislost celkovych ndkladit na case pro riznou jednotkovou cenu el. energie -

5 K¢ 8K¢ 10K¢, 15 Ké, 4 K¢, 2,50 Ke
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14 -

10~

Obr. 15. Zavislost celkovych nakladii na case pro rychlostni konstantu od 0,1 do 0,6
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II. PRAKTICKA CAST
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3 CILE DIPLOMOVE PRACE

1. Naméite Casové zavislosti koncentrace tekutych proteint pii riznych laboratornich
podminkéach.

2. Vyhodnot'te experimentalni data na zéklad¢ pfedpokladu I. fadu vzhledem k teku-
tému proteinu.

3. Pomoci metody gelové permeacni chromatografie stanovte molarni hmotnost a jeji
distribuce pro vybrané vzorky.

4. Proved'te zhodnoceni a nevrhnéte dalsi postup praci.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Hydrolyza pivovarskych kvasnic

Sestavila jsem aparaturu pro hydrolyzu pivovarskych kvasnic s kyselinou chlorovodiko-
vou. NavéZila jsem 102,58 g pivovarskych kvasnic a 200, 38 g kyseliny chlorovodikové.
Smés jsem vafila ve varné bance. Po dosaZeni varu, jsem do zkumavek odebrala bezpro-
stiedné za sebou dva vzorky a zkumavky zazatkovala. Vzorky jsem zvazila, pievedla do
titracni nadobky a doplnila 50 ml destilované vody. Ptipravené vzorky jsem titrovala na
automatickém titratoru. Vzorky jsem odebirala po 30 minutovych intervalech.

Pouzité chemikalie: - pivovarské kvasnice — Zubr

- kyselina chlorovodikova
- 0,1 N hydroxid sodny o f 00,9967

Nasledujici tabulka zahrnuje naméfena a vypoctena data, koncentraci kyseliny chlorovodi-
kové jsem stanovovala automatickou potenciometrickou titraci. Vysledky jsou znazornény
na obrazcich 16 — 25.

Tab. 1. Experimentalni data

cas navéZka | spotieba | spoti‘eba X1 X;

vzorek

[min] [a] [MIR1 | [m]R2 | [umol/g] | [mmol/g]
HKO0-1 0 3,7334 3,485 0,596 93,03850 15,9113
HKO0-2 0 3,7489 3,498 0,649 92,9994 17,2546
HK1-1 30 3,9005 3,594 0,647 91,8379 16,5329
HK1-2 30 3,8349 3,513 0,658 91,3037 17,1016
HK2-1 60 3,7788 3,467 0,631 91,4459 16,6433
HK?2-2 60 3,8342 3,523 0,665 91,5804 17,2867
HK6-1 180 3,8292 3,520 0,669 91,6219 17,4134
HK6-2 180 3,8076 3,510 0,660 91,8789 17,2766
HK9-1 360 3,8933 3,581 0,731 91,6751 18,7139
HK9-2 360 3,9291 3,650 0,710 92,5900 18,01066
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Obr. 16. Graf zavislosti pH na spotiebé NaOH pro vzorek OIL v ¢ase 0 min
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Obr. 17. Graf zavislosti pH na spotiebé NaOH pro vzorek 0/2 V ¢ase 0 min
o 1 2 3 4 ] B 7 g g 10 " 12 13 14 15 16 17 18 19 20
vaolurne / ml

Obr. 18. Graf zavislosti pH na spotiebé NaOH pro vzorek 1/1 Vv ¢ase 30 min



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 34

Signal / pH

Signal / pH

Signal / pH
-

0 1 2 3 4 5 B 7 g B 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 0
Valume / ml.

Obr. 19. Graf zavislosti pH na spotiebé NaOH pro vzorek 1/2 v ¢ase 30 min

5 [ 7 &} El 10 1" 12 13 14 156 16 17 18 19 it}
Volume / mL

Obr. 20. Graf zavislosti pH na spotiebé NaOH pro vzorek 2/1 v ¢ase 60 min

1) 1 2 3 4 5 B 7 g 9 10 " 12 13 14 15 16 17 18 19 0
Volurne /L

Obr. 21. Graf zavislosti pH na spotiebé NaOH pro vzorek 212 v case 60 min
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Signal / pH

1} 1 2 3 4 5 [ 7 &} El 10 1" 12 13 14 156 16 17 18 19 it}
Volume / mL

Obr. 22. Graf zavislosti pH na spotirebé NaOH pro vzorek 6/1 Vv ¢ase 180 min

Signal / pH

1) 1 2 3 4 5 B 7 g 9

10 " 12 13 14 15 16 17 18 19
walume / mL

Obr. 23. Graf zavislosti pH na spotirebé NaOH pro vzorek 6/2 v ¢ase 180 min

20

Signal /pH

5 g 7 8
Valume / mL

Obr. 24. Graf zavislosti pH na spotirebé NaOH pro vzorek 9/1 v ¢ase 360 min

9 10
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Signal / pH

L 1
0 1 2 3 4 5 B 7 8 E] 10
Valume / ml.

Obr. 25. Graf zavislosti pH na spotirebé NaOH pro vzorek 9/2 v ¢ase 360 min

Z naméfenych a vypoctenych dat bylo patrné, ze nedochazi pti hydrolyze k vyraznym
zménam. Z tohoto divodu jsem provedla dalSi pokus - hydrolyzu pivovarskych kvasnic
v tlakovém Papinové hrnci.

4.2 Tlakova hydrolyza pivovarskych kvasnic

Ptipravila jsem si 2 litry 2% kyseliny mlééné. Nasledné jsem navazila 400,24 g pivovar-
skych kvasnic. Obé slozky jsem pievedla do tlakového hrnce a odebrala prvni vzorek. Tla-
kovy - Papiniv hrnec se smési jsem dala vafit. V momenté kdy zacal pietlakovy ventil
odpoustét pary reakéni smési, odebrala jsem dalSi vzorek. Vzorek jsem pievedla do zku-
mavky, zazatkovala a zvéZila. Po zvaZeni jsem vzorek smichala s 50 ml destilované vody a
prevedla do titra¢ni nddobky. Vzorky jsem titrovala na automatickém titratoru. Titrace
probihala s 0,1N NaOH o faktoru 0,9655. VVzorky jsem odebirala po 30 minutovych inter-
valech.

Pouzité chemikalie: - pivovarské kvasnice — Zubr
- 2% kyselina mlécna
- 0,1 N hydroxid sodny o f 0,9655

Nasledujici tabulka a obrazky reprezentuji vysledky experimentalniho méfeni.
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Tab. 2. Experimentélni data
cas navazka spoti‘eba spoti‘eba X1 X;
vzorek

[min] [9] [mI] R1 [ml] R2 [umol/g] [Hmol/g]
HK-PHA - 5,2858 10,180 0,329 185,9471 6,009488
HK-PHO 0 49191 9,703 0,403 190,4464 7,9099
HK-PH1 30 4,9078 11,211 0,350 220,5514 6,8855
HK-PH 2 60 4,9983 12,836 0,457 247,9475 8,8277
HK-PH3 90 4,9832 14,550 0,472 281,9077 9,1451
HK-PH4 120 5,0339 16,621 0,565 318,7901 10,8367
HK-PH5 150 4,9804 18,770 363,8751
HK-PH 6 180 2,5321 10,940 0,386 417,1466 14,7183
HK-PH?7 210 2,4661 13,109 0,478 513,2290 19,06648
HK-PH8 240 2,5243 16,721 0,632 639,5486 24,1729

Signal / pH

i

Obr. 26. Graf zavislosti pH na spotiebé NaOH pro vzorek A bezprostredné

po smichani
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Obr. 27. Graf zavislosti pH na spotiebé NaOH pro vzorek 0 v case 0 min
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Obr. 28. Graf zavislosti pH na spotiebé NaOH pro vzorek 1 v case 30 min
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Obr. 29. Graf zavislosti pH na spotiebé NaOH pro vzorek 2 v ¢ase 60 min
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Obr. 30. Graf zavislosti pH na spotiebé NaOH pro vzorek 3 v case 90 min
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Obr. 31. Graf zavislosti pH na spotiebé NaOH pro vzorek 4 v ¢ase 120 min
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Obr. 32. Graf zavislosti pH na spotiebé NaOH pro vzorek 5 v ¢ase 150 min
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Obr. 33. Graf zavislosti pH na spotiebé NaOH pro vzorek 6 v ¢ase 180 min
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Obr. 34. Graf zavislosti pH na spotiebé NaOH pro vzorek 7 v case 210 min
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Obr. 35. Graf zavislosti pH na spotiebé NaOH pro vzorek 8 v ¢ase 240 min
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4.3 Gelova permeaéni chromatografie - GPC

Molarni hmotnost a distribuce molarnich hmotnosti byly stanoveny metodou GPC na pfi-
stroji PL GPC-50 (Polymer Laboratories, Church Stretton, Velka Britanie) vybaveném
refraktometrickym a viskozitnim detektorem. Byly pouZity kolony TSK GMPWXL (Tosoh
Bioscience, Stuttgart, Nemecko) a Ultrahydrogel 250 (Waters, Milfort MA) spojené do sé-
rie. Méteni bylo provedeno za 30 °C pfi pritokové rychlosti 0,8 ml/min. Jako mobilni faze
byl pouZzity vodny roztok O,1M-NaNQ3, 0,2% NaN3 a 15% acetonitrilu. Kolona byla kalib-
rovana pomoci polysacharidovych pullulanovych standardi (Polymer Laboratories,
Church Stretton, Velk& Britanie) s molarnimi hmotnostmi v rozsahu 667 — 788 000 g/mol.

Objem néstiikové smycky byl vzdy 100 pl.
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5 ZPRACOVANI EXPERIMENTALNICH DAT

5.1 Titraéni sledovani priristku karboxylovych skupin
Pti vypoctu byla provedena linearni tiprava na odpar kyseliny mlécné.

Tab. 3. Experimentalni data

cas spotieba
spotieba™ In spotieby
[min] [mI]

30 11,211 0,356 1,033
60 12,836 0,239 1,430
90 14,550 0,181 1,712
120 16,621 0,139 1,970
150 18,770 0,117 2,144
180 10,940 0,083 2,495
210 13,109 0,061 2,790

Zavislost prevracené hodnoty koncentrace
karboxylovych skupin na case

0.4
y =-0,001x + 0,348
0.35 N R? = 0,906
0.3
0,25 s
0.2

" ¢ \
0,1 \\
0,05 *

0 50 100 150 200

250

Obr. 36. Graf zavislosti pievracené hodnoty koncentrace karboxylovych skupin na case
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Obr. 37. Graf zavislosti prirozeného logaritmu karboxylovych skupin na case

Z uvedenych grafu vyplyva, ze hydrolyzu pivovarskych kvasnic 1épe vystihuje reakce I.

fadu.

5.2 Sledovani ubytku molarni hmotnosti pomoci GPC

Ke zpracovani naméfenych dat byl pouzit Cirrus GPC, Multi Detector Software (Polymer

Laboratories). VSechny stiedy molarnich hmotnosti byly uréeny pomoci univerzalni kalib-

race.
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Tab. 4. Vzorky obsahujici pivovarské kvasnice a kyselin mlécnou

vV poméru 1:5

as Mh M,
vzorek PD
[hod] [kg/mol] [kg/mol]

1 2 20 60 3,0
2 4 10 24 2,4
3 6 9 17 1,9
4 8,5 9 17 1,9
5 24 12 13 1,1
6 48 - - -

Response R detector (mv)

§ 8 10

Obr. 38. Signdl viskozitniho detektoru

112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 BB W 5

Retention ime

Piky odpovidajici proteiniim jsou v oblasti reten¢niho ¢asu 15 — 19 min. S rostoucim ¢a-

v

sem hydrolyzy dochazi k posunim pikd ve vy3Sim retenénim case, tedy k menSi molarni

hmotnosti.
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Obr. 39. Diferencialni a integralni distribucni kiivka pro vzorek 2

Tab. 5. Vzorky obsahujici pivovarské kvasnice a kyselinu mlécnou

vV poméru 1:10

as Mh M,
vzorek PD
[hod] [kg/mol] [kg/mol]

1 2 26 99 3,8
2 4 29 54 1,8
3 6 14 32 2,2
4 8,5 24 37 1,6
5 24 12 14 1,1
6 48 - - -
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Obr. 40. Signdl viskozitniho detektoru

Piky odpovidajici proteiniim jsou v oblasti reten¢niho ¢asu 15 — 20 min. S rostoucim ¢a-

sem hydrolyzy dochazi k posunum pikd ve vy3Sim retenénim case, tedy k menSi molarni

hmotnosti.
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Obr. 41. Diferencialni a integralni kiivka pro vzorek 4
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Tab. 6. Vzorky obsahujici pivovarské kvasnice a 5% kyse-

linu mlécnou

M, M,
vzorek PD
[kg/mol] [kg/mol]
kvasnice 1 16 46 2,8
kvasnice 2 7 20 2,8
kvasnice 3 10 21 2,2
kvasnice 4 10 18 1,8
kvasnice 5 8 14 1,8
kvasnice 6 7 12 1,8

250

30—

-3~

A0~

Response Rl daetectar (rm)

457

?,; " Diomasa_2

ey T T

F T 1T 11T 1 11 I
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13

B 1718190 N2

Retention time

Obr. 42. Signaly viskozitniho a refraktometrického detektoru.

Piky odpovidajici proteintim jsou v oblasti retencniho ¢asu 15 — 19 min. S rostoucim ca-

sem hydrolyzy dochazi k posunim pikd ve vy3Sim retenénim case, tedy k menSi molarni

hmotnosti.
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Tab. 7. Vzorky obsahujici pivovarské kvasnice a 2,5% ky-

selinu mlécnou

M, M,
vzorek PD
[kg/mol] [kg/mol]
kvasnice 1 16 43 2,8
kvasnice 2 11 33 3,1
kvasnice 3 11 26 2,3
kvasnice 4 10 19 1,8
kvasnice 5 10 17 1,7
kvasnice 6 9 14 1,5
i to

BT & e

panse R detector (rmne)

R

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 T T TTT]
D1 23 4568 78 30H2BUBBHTBEDA2BHEET BB D
Retenfion ime

Obr. 43. Signal viskozitniho a refraktometrického detektoru

Piky odpovidajici proteiniim jsou v oblasti reten¢niho ¢asu 15 — 20 min. S rostoucim ¢a-
sem hydrolyzy dochazi k posunim pikd ve vy3S§im retenénim case, tedy k menSi molarni

hmotnosti.
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Tab. 8. Vzorky obsahujici pivovarské kvasnice a 5% kyse-

linu mlécnou

M, M,
vzorek PD
[kg/mol] [kg/mol]
kvasnice 1 12 34 2,9
kvasnice 2 10 31 3,1
kvasnice 3 10 22 2,2
kvasnice 4 11 22 1,9
kvasnice 5 12 18 1,6
kvasnice 6 8 12 1,6

| biomasa 29% 1 (54capDP)

biomasa 1_6% (R)

S D el

110+
30+
430+
SHIE
190
A0

Response R detectar (rots

-2

Retention ime

Obr. 44. Signdly viskozitniho a refraktometrického detektoru

Piky odpovidajici proteintim jsou V oblasti retenc¢niho ¢asu 15 — 20 min. S rostoucim ¢a-
sem hydrolyzy dochazi k posunim pikd ve vy3S§im retenénim case, tedy k menSi molarni
hmotnosti.
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Tab. 9. Vzorky obsahujici pivovarské kvasnice a 2,5% ky-

selinu mlécnou

M, M,
vzorek PD
[kg/mol] [kg/mol]
kvasnice 1 19 46 2,4
kvasnice 2 20 42 2,1
kvasnice 3 17 31 1,9
kvasnice 4 11 22 2,0
kvasnice 5 11 20 1,9
kvasnice 6 12 15 1,2

110
130

170
180~
210 4
F4 -

-250

Response RI detector (v

I Fr I ' T T T T T T T 177 KT T SRS S P I B i P
01 2 3 45 6 7 8 910 111213 14 15 168 47 18 19 20 % 2 23 % %5 % N 2# ¥/ 30 3
Retention fime

Obr. 44. Signdly viskozitniho a refraktometrického detektoru
Piky odpovidajici proteintim jsou v oblasti retencniho ¢asu 15 — 20 min. S rostoucim ¢a-
sem hydrolyzy dochazi k posunim pikd ve vys$Sim retenénim case, tedy k menSi molarni
hmotnosti.

Experimentalni data ukazuji, Ze s rostouci dobou hydrolyzy klesa molarni hmotnost a sou-

Casné dochazi k zGZeni distribuce molarni hmotnosti proteind.
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ZAVER A DISKUSE DOSAZENYCH VYSLEDKU

Na zaklad¢ dostupné literatury byla vypracovana literarni studie, z niz vyplyva, Ze se autofi
prevazné vétsiny praci vénuji hlavné chemismu hydrolyzy a aplikaci jejich produktd — vi-
taminy, kapalné proteiny. Malo praci je vénovano kvantitativnimu popisu chemické kineti-

ky. Nefesi se navrh a fizeni hydrolyzacnich reaktori.

V teoretické ¢asti byly s vyuZitim reakéni kinetiky 1. a II. fadu, vypocteny kinetické kiivky
zavislosti reak¢énich slozek, produktu a stupné konverze na ¢ase. Byly vypocteny ucelové
funkce stavajici se ze zavislosti hlavnich provoznich nakladi na ekonomickych, technolo-

gickych a kinetickych parametrech.

Minimum téchto funkci, tj. minimum hlavnich provoznich nakladt je pak zaklad pro sta-

noveni algoritmu fizeni hydrolyza¢nich reaktord.

V experimentalni ¢asti se sledoval Ubytek molarni hmotnosti dle gelové permeacéni chro-
matografie na ptistroji PL GPC-50 (Polymer Laboratories, Church Stretton, Velka Brita-
nie) vybavenem refraktometrickym a viskozitnim detektorem. Ze ziskanych experimental-
nich dat se zjistilo, Ze s rostouci dobou hydrolyzy klesa molarni hmotnost a sou¢asné do-
chazi k zuzeni distribuce molarni hmotnosti proteini. Déle se titraéné sledovala stoupajici
koncentrace karboxylovych skupin. Provedly se dvé hydrolyzy. Pti prvnim pokusu Se pi-
vovarské kvasnice hydrolyzovaly kyselinou chlorovodikovou a nasledné se titrovaly na
automatickém titratoru. Z namétenych a vypoctenych vysledku bylo ziejmé, Ze nedochaze-
lo k vyraznym zménam. Nasledné se provedl druhy pokus, kdy se pivovarské kvasnice
hydrolyzovaly kyselinou mlé¢nou za tlaku v Papinové hrnci a poté se titrovaly na automa-
tickém titratoru. Na zaklad€ zpracovani kinetickych méfeni bylo konstatovano, ze navrho-
vany mechanismus I. fadu je pravdépodobnéjsi nez mechanismus druhého tadu, proto se

ptiklanim k Dunnovi [17], ktery také ur¢il mechanismus I. fadu.
Navrhuji, aby se postup dalSich praci sousttedil na:

- pokracovani ve studiu kinetiky hydrolyzy vstupni biomasy,

- sledovani molarni hmotnosti a jeji distribuci na podminkéach hydrolyzy,

- rozSifeni vstupni biomasy na dal$i mozné suroviny (pekaiské kvasnice, zbytky
po fermentaci ptirodnich sacharidi atd.),

- fteSeni ptipravy kone¢nych hydrolyzatt s nizkym obsahem neutraliza¢nich soli.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

HCI
N

K

HK

NaOH
GPC
Mn

My

PD
FMN
FAD
FMNH
FADH;
ATP
DNA

Ck

Ca

Kyselina chlorovodikova.

Dusik.

Kvasnice.

Kyselina.

Hydrolyzét kvasnic.

Voda.

Stupeni konverze.

Hydroxid sodny.

Gelova permeacni chromatografie.
Ciselny stfed molarnich hmotnosti.
Hmotnostni stied molarnich hmotnosti.
Polydisperzita (M,/M,).
Flavinmononukleotid.
Flavinadenindinukleotid.

Redukované forma Flavinmononukleotid.
Redukované forma Flavinadendinukleotid.
Adenosintrifosfat.

Deoxyribonukleova kyselina.
Koncentrace kvasnic.

Cas.

Koncentrace kyseliny.

Rychlostni konstanta.

exponencialni funkce

ptirozeny logaritmus

naklady celkem
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Ne

Nc

=

Ke

my
(AH)

Kp

Néklady na elektrickou energii.
Néaklady na koncentraci.
Prikon.

Jednotkové cena elektrické energie.

Hmotnost pozadované odpatené vody.

Vyparné teplo vody.

Jednotkové cena péry.
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