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metrické priméry uvedené v tabulce 1 potvrzuji vysokou
hygienickou troven technologie ZD Jesenik. Hodnoty
naméfené v jednotlivych mésicich byly vyrovnané a pohy-
bovaly se od 10 do 250 CFU/ml. Pocty E. coli neptekroci-
ly hranici 1 000 CFU/ml a byly zaznamenany pouze tfi
pozitivni pfipady, kde se pocet pohyboval od 30 do
40 CFU/ml.

Vysledné hodnoty ostatnich druhit mikroorganismii

Vysledky druhového zastoupeni sledovanych mikroor-
ganismu byly naprosto vyhovujici. Pocet S. aureus byl
negativni nebo dosahl poctu 10 CFU/ml u péti vzorka.
V soucasné dobé neexistuje predpis nebo nafizeni pro pocet
S. aureus v syrovém mléce. Podle jiz neplatné vyhlasky
203/2003 Sb., kterd vSak platila do konce roku 2006, limit-
ni hodnota pro S. aureus v syrovém kravském mléce
urc¢eném pro piimou spotiebu ¢inila 500 CFU/ml. V piipadé
sporotvornych mikroorganismt byl potvrzen pouze jeden
pozitivni vzorek mléka B. cereus (30 CFU/ml), vyskyt B.
licheniformis byl Cast&jsi, pozitivni v 10 piipadech a pocet
se pohyboval od 0 do 20 CFU/ml. V soucasné dobé neexis-
tuje zadny predpis pro vyskyt Bacillus spp. v syrovém
mléce, pouze CSN 57 0529 stanovuje limitni hodnotu pro
termorezistentni bakterie 2000 CFU/ml. Vyskyt ostatnich
druhil L. monocytogenes, Salmonella spp. a Campylobacter
spp. byl ve vSech vzorcich mléka negativni. I kdyZ v naSem
ptipadé byly vysledky patogennich mikroorganismi nega-
tivni, je jejich vyskyt bézny u mlécného skotu. Jejich pfi-
tomnost je zavisla na zdravotnim stavu zvifat a vyznamné se
li$1 mezi farmami (Jayarao a kol., 2006).

Vysledky celkového pocétu mikroorganismii (CPM)
u sterilnich lahvi 7 laboratore a komercné
dostupnymi lahvemi z automatit

Ziskané vysledky byly vyhodnoceny jednoduchymi stati-
stickymi testy a vysledna hodnota korelacnich koeficient
pro oba automaty byla 7r;=0,99 a r,=0,98. Podle
naméfenych hodnot a vysokych hodnot korelacnich koefi-
cientdi lze tvrdit, Ze typ pouZitych odbérnych lahvi nema
vliv na vysledek sledovych pocti mezofilnich mikroorgan-
ismi (CPM), potazmo i na vysledky ostatnich mikrobio-
logickych parametra.

Zaver

Zavérem lze konstatovat, Ze mléko ze sledovanych
automatti mélo vyrovnané vysledky béhem celého obdobi
sledovani. Vysledky PSB a mikrobiologickych analyz zcela
vyhovovaly poZadavkim pro syrové kravské mléko. Jako
dopliujici informaci uvadime, Ze i ostatni mlé¢né parametry
(tuk, bilkovina, tukuprosta susina a obsah inhibic¢nich latek)
vyhovovaly normovanym hodnotdm v kazdém sledovaném
vzorku. Z vysledku veterinarnich kontrol bylo zjisténo, Ze od
zaCatku provozu obou automatll nebyla vznesena ze strany
kontrolniho orgdnu zadna kriticka pfipominka.

(Publikace byla podporovana vyzkumnym projektem
MSMT OPVK CZ.1.07/2.3.00/09.0081, INGO LA10030,

MZe NAZV QHS81111 a vyzkumnym zamérem MSM
2672286101).
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Monitoring of hydrogen formation during
the fermentation of different media
with Clostridium butyricum E16A

Abstrakt

Prace byla zaméfena na sledovani produkce vodiku pfi
fermentaci raznych médii kmenem Clostridium butyricum
E16A v laboratornim fermentoru LABFORS 4. Testovana
byla produkce tohoto plynu v bujénu s glukézou a lakt6zou
a ve dvou typech syrovatky - obnovené suSené syrovatce
a syrovatce z pokusnych vyrob syri eidamského typu.
Procento vodiku ve voln€ odchazejicich plynech z fermen-
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toru zaznamenané detektory nebylo ovlivnéno zdrojem
cukri ve fermentovaném médiu a bylo statisticky vyznam-

Klicova slova: klostridium, fermentor LABFORS 4,
vodik, syrovatka

Abstract

The work was focused on monitoring hydrogen produc-
tion during fermentation of different media in the laborato-
ry fermenter LABFORS 4 with Clostridium butyricum
E16Astrain. Production of gas was tested in broth with glu-
cose and lactose and into two whey - restored whey and
whey from the experimental manufacture of cheese Edam
type. Percentage of hydrogen in free exhausted gases from
the fermenter recorded by detector was not affected by
source of sugars in the fermented medium and was statisti-
cal significant higher at pH 5,6.

Key words: Clostridium, fermenter LABFORS 4,
hydrogen, whey

1. Uvod

Biologickd produkce vodiku je jednou z moZnosti
ziskavani vodiku s pomérné nizkymi naklady a pfi nizkych
teplotach. Je to proces pfiznivy i pro Zivotni prostredi,
protoZe pfi ném jsou zpracovavany odpadni latky. V pfi-
padé zpracovani mléka je dostupnym zdrojem vodiku
syrovatka a moznymi producenty vodiku sacharolyticka
klostridia. Soucsti feSeni grantu MSMT 2B08070 bylo
v loniském a letosSnim roce sledovani rustu klostridii v la-
boratornim fermentoru a vlivu sloZeni kultivaniho media
na rust klostridii a produkci plynu.

Dale byl sledovan vliv sloZeni kultiva¢niho média na rast
klostridii a produkci plynt. Testovany byly kmeny
klostridii ze souboru vytvoreného z ndmi izolovanych
klostridii, ze sbirkovych kment a dalSich klostridii poskyt-
nutych jinymi organizacemi - VSCHT Praha a VUCHS
s.r.o. Rapotin. Z velkého souboru byly po molekularni
identifikaci a prfedbéZnych testech vybrany 4 kmeny a pos-
tupné testovany. Dil¢i vysledky testovani jednoho kmene
jsou uvedeny v tomto ¢lanku.

2. Material a metody

Clostridium butyricum E16A, MILCOM a.s.

RCMB - tekuté médium o sloZeni na 1 litr:
Lab Lemco 10 g, kvasniény extrakt 3 g, pepton 5 g,
glukéza 5 g, Skrob rozpustny 1 g, chlorid sodny 5 g,
octan sodny 3 g

Cystein hydrochlorid (Sigma-Aldrich, C6852) - roztok
o koncentraci 5 g/l

RCML - tekuté médium o sloZeni stejné jako RCMB, 5 g
glukézy nahrazeno 10 g lakt6zy

Syrovétka z pokusnych vyrob syrt eidamského typu (SOP
¢. 24, MILCOM. a.s.

Syrovitka suSena (Bohemilk, Opo¢no, CR)

RCM agar OXOID (Oxoid CMO151, UK), s pridavkem
10 ml roztoku neutralni ¢erveni na 1000 ml (0,5% v 60%
etanolu)

Izotachoforeticky analyzator Villa Labeco, SK

Laboratorni fermentor LABFORS 4 (INFORS AG, Sweiz)

Detektory plyni BlueSense pro-H» a -CO» (Bluesense gas
sensor GmbH, Germany)

3. Pracovni postup

Vsechny fermentace byly provadény pfi konstantni
teploté 37°C.

Pred zahdjenim fermentace byla nakalibrovana pH elek-
troda a pumpy pro piikrm, odtah a pridavek 0,5 M NaOH.
Cela nadoba fermentoru s pfisluSenstvim byla sterilovana
v autoklavu pfi teploté 121°C 30 minut.

Do nadoby fermentoru bylo sterilné prevedeno fermen-
ta¢ni médium, dusikem vytésnén vzduch a médium bylo po
nastaveni parametra fermentace zaockovano 40 ml inokula
kmene Clostridium butyricum E16A. Po pridavku inoku-
laci a 4 ml cystein hydrochloridu bylo médium jesté jednou
proplachnuto dusikem.

Parametry nastavené jako konstantni: teplota 37°C,
otacky michadla 70 ot/min., pH 6,9 nebo 5,6.

Parametry vazané na udaje cidel: ptidavek 0,5 M NaOH
v ml, odtah v ml, pfidavek sterilniho média v ml.

Parametry sledované: H, a CO; v % volné odchézejicich
plynda.

V prubéhu fermentace byly pomoci podtlaku odebirany
vzorky v mnozstvi cca 10-15 ml odbérovou trubici zavede-
nou do fermentoru. Ve vzorcich byly stanovovany niZsi
mastné kyseliny a pocty klostridii plotnovou metodou na
RCM agaru.

4. Vysledky a hodnoceni:

Kmen EI16A byl izolovian na pracovisti MILCOM a.s.
v Tabore a identifikovan na pracovisti VUT, FCH, Ustav
chemie potravin a biotechnologii v Brné metodou rodové
specifické PCR (Rittich a kol., 2010) jako Clostridium
butyricum. Podle vysledkti zkumavkového testu v RCM
médiu produkoval tento kmen zna¢né mnozstvi plynd, a proto
byl, kromé jinych kment, vybran k pokusnym fermentacim.

Prvni fermentace byly provedeny v médiu RCMB o uve-
deném slozeni, pH 6,9 a 5,6. Prvni hodnota pH respektuje
optimdlni pH pro klostridia obecné, druhd hodnota pH - 5,6
je blizkd hodnoté pH predpokladaného cilového média -
odpadni syrovétky.

Dalsi dvojice fermentaci byla provedena v médiu o stej-
ném slozeni jako RCMB, ale s nahrazenim glukézy lakto-
zou. Médium bylo ozna¢eno RCML a opét byly fermentace
provedeny pii uvedenych hodnotach pH 6,9 a 5,6.

ProtoZe cilovym médiem je syrovatka, pouzili jsme jako
fermentacni médium jednak obnovenou susenou syrovatku
s obsahem lakt6zy 4,5% a redlnou syrovatku z pokusnych
vyrob syra eidamského typu. Hodnoty pH nastavené pro
fermentaci byly u obou syrovatek rovnéz 6,9 a 5,6.
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Obr. 1 Graficky zéznam fermentace v programu IRIS
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Pfiklad grafického zdznamu fermentace v programu IRIS
jenaobr. ¢. 1.

Grafy produkce vodiku ve vSech ¢tyfech médiich jsou na
obr. 2 az 5.

Kolisani hodnot v grafickych zaznamech je zptisobeno
poklesem tlaku ve fermentacni nadobé pri odbéru vzorku.

4.1 Vliv pH

Vliv pH na produkci vodiku byl u ¢tyt testovanych médii
ziejmy - pii niz$i z obou testovanych hodnot pH (5,6) bylo
procento vodiku ve volné odchézejicich plynech vyssi ve
tfech pripadech, v jednom témét shodné. Podle udaji z lite-
ratury (Chen a kol., 2005) se vodik zacind vyvijet, kdyz
bunéény rast klostridii je v druhé poloviné exponencialni
faze a pokracuje béhem faze stacionarni. Pfi pH blizkém
neutralni hodnoté (pH 6,0) dochazi k prudkému narastu
bunék a celkové bunééné hmoty, ale tim se nasledné
zaroven snizuje produkce vodiku. Pfi nizSim pH je nartst
bunécné hmoty pomalejsi a produkce vodiku vyssi (Chen
a kol., 2005). Maximélni produkci vodiku pfi fermentaci
pii pH 5,6 s jinym kmenem Clostridium butyricum uvadéji
1 dalsi autori (Masset a kol., 2010).

4.2 Vliv zdroje uhliku na produkci H2
Vliv obsahu cukrt (10 g/l glukézy v RCMB, 20 g/1 lak-
tozy v RCML, 35 g/l v syrovatce z pokusnych vyrob

Obr. 2 Produkce vodiku v RCMB pfi riznych pH -
% vodiku ve volné odchdzejicich plynech.

a 45 g/l v obnovené syrovatce) se nejevil jako rozhodujici.
Vyssi koncentrace lakt6zy v syrovatkach nez v RCML ne-
znamenala vyS$$i produkci vodiku. Je to v souladu se
zjisténim fady autort, napf. (Cai a kol., 2010), ktefi se
zabyvali testovanim jinych kment CL butyricum.

Nizsi produkce vodiku v syrovatce ve srovnani s pro-
dukei vodiku v bujoénech pravdépodobné souvisi s vyssi
koncentraci cukrt. V syrovatce byl obsah laktozy vyssi nez
v bujonu RCML a mohla se tak projevit substratova
inhibice (Chen a kol., 2005).

Obr. 3 Produkce vodiku v RCML pfi raznych pH -
% vodiku ve volné odchazejicich plynech.

3 Produkce vodiku v RCML
0

50

40

30

vodik (%)

| =—pHE9

20 | ——pH586

10

0

1 13 25 37 49 61 73 85 97 109 121 133 145
doba fermentace (hodiny)

Obr. 4 Produkce vodiku v syrovdtce z pokusnych vyrob -
% vodiku ve volné odchdzejicich plynech.
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Obr. 5 Produkce vodiku v obnovené syrovatce -
% vodiku ve volné odchdzejicich plynech.

Obr. 6 Pomér kyseliny maselné a octové ve vzorcich
z fermentace syrovatky z pokusnych vyrob.
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4.3 Produkce vodiku v syrovatce

Pfi porovnani produkce vodiku testovanym kmenem
v syrovatce z pokusnych vyrob a obnovené syrovitce je
ziejmé, ze u obnovené syrovatky je produkce vyssi pfi
pH 5.6 - dosahovala az 27 % (obr. 5), pfi pH 6,9 byly hod-
noty zaznamenané detektory do 15 %. U syrovatky z pokus-
nych vyrob, odebrané na konci vyroby po prani a dosouseni
pH 5,6 - dosahovala i nad 30 %, pti pH 6,9 byla niZsi stejné
jako u obnovené syrovatky - do 15% (obr. 4). Proti rychlé-
mu nartstu produkce vodiku v bujonech pti vyssi hodnoté
pH byl v syrovétce rist produkce vodiku pomale;jsi.

4.4 Vztah mezi produkci vodiku a pomérem
kyseliny maselné a octové

U jiného kmene CI. butyricum je uvadéna nejvyssi pro-
dukce vodiku v kontinudlnim zafizeni prfi koncentraci
glukoézy 30 g/litr. Pri nizsi koncentraci glukozy klesa pro-
dukce vodiku a klesd i pomér kyselina maselna/octova.
(Kim a kol., 2006).

V grafech na obr. 6 a 7 je pomér obou uvadénych kyselin
znazornén pro obé syrovatky a obé hodnoty pH. Pii hodnoté
pH 6,9 byl u obou syrovatek vyssi - 2,75 a 2,65 nejvyssi
hodnoty, pfi hodnoté pH 5,6 niZ§i - nejvyssi dosazené hod-
noty byly 1,78 a 2,01. Ke konci fermentace syrovatky
z pokusnych vyrob produkce vodiku klesala (obr. 4) a kle-
sala i hodnota poméru kyseliny maselné a octové (obr. 6).
Pfi fermentaci obnovené syrovatky produkce vodiku
nevykazovala po dobu fermentace stily pokles a hodnota
pomeéru kyseliny maselné a octové rovnéz neklesala.

5. Zaver

Testovany kmen byl ve vSech testovanych médiich - dvou
bujonech, obnovené syrovitce a syrovatce z pokusnych
vyrob - schopen produkce vodiku. Podil vodiku ve volné
odchazejicich plynech byl ve vSech pfipadech vySsi pfi
niz§im pH. To se jevi jako vyhodnéjsi v pfipadé vyuZiti pro

Obr. 7 Pomér kyseliny maselné a octové ve vzorcich
z fermentace obnovené syrovatky.
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mozné zpracovani syrovatky i z hlediska ptipadnych naklada
na jeji neutralizaci pred zaockovanim i béhem fermentace.

Prace pokracuji s dal§simi vybranymi kmeny s cilem vy-
tvorit produkéni konsorcium klostridii.

Podekovdni
Tato prace vznikla za finanéni podpory MSMT, grantu
2B08070 a vyzkumného zdméru MSM 2672286101.
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