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ABSTRAKT

Diserta&ni prace se zabyva vyvojem technologii zpracovéedlejSich
produkti potravindského a kozediného ptimyslu, zejména bilkovinné povahy,
jejichz hydrolyzaty se uplatiji jak v kzZné vyzZi cloveka, tak také v
zenedélstvi jako nap. biostimulatory (induktory rezistence). Cile prace
spaivaji v optimalni kombinaci imého a nefimého modelovani, tj.
vyuZziti teorie transportnich prodesa chemické reaki kinetiky ve spojeni s
experimentyCasové zavislosti byly statisticky zpracovany elém stanoveni
parametit matematicko-fyzikalnich model Vysledné vztahy a experimentalni
data byly aplikovany k verifikaci navrzenych kvaativnich modal. Owtené
modely slouZzily pro stanoveni optimalni réakdoby a navrh algoritmgizeni
realnych hydrolyzénich reaktai.

Klicova slova: bilkovinné hydrolyzaty, kolagen, pivaslka kvasnice,
chemicka readni kinetika, efektivni difusni koeficient

ABSTRACT

This dissertation deals with the development ofcessing technologies of
by-products generated by the food processing andirtg industries. These
by-products - especially those of protein naturan de converted into
hydrolysates that can be applied in human nutriéi®nvell as in agriculture (e.qg.
in the form of bio-stimulators - resistance indusjo The objective of the
dissertation is to optimally combine direct andiiadt modeling methods, i.e. to
effectively combine the Transport Phenomena Theorg Reaction Kinetics
with experiments. The time dependencies were staily evaluated in order to
determine the parameters of the mathematical-phlysiodel. The resulting
equations and experimental data were used to ver&@yproposed quantitative
models. The verified models served for the deteatron of the optimal reaction
time and the design of the Real Hydrolysing reaCtontrol Algorithm.

Keywords: protein hydrolysates, collagen, brewg€ast, chemical reaction
kinetics, effective diffusion coefficient
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1. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Jako podklad proighled sotiasného stavu jsem vypracovala literarni studii
pojedndvajici o0 moznostech vyuziti vedlejSich phkibdlu potravindgského
pramyslu, které pak mohou slouZit jako velmi cennaosima pro vyrobu
dalSich tovak vyuZitelnych jako potraviridké dophky, dale v kosmetickém
pramyslu nebo ve farmacii jako potima I&€iva.

Mikrobialni biomasa, fipadré jiné produkty potravingkého (masného),
koZedIného nebo zewuglského paimyslu gedstavuji hodnotny zdroj bilkovin
[1].

Proteiny jsou nezbytnou sloZkou potravy, protoe jalavni zdroj dusiku
v potraw, kterého v piméru obsahuji 16% hmotnostifipaSeji do organismu
hmotu nutnou k vystawba obno¥¢ tkani, jsou vSak i zdrojem energie. Po
chemické strance jsou proteiny polymery aminokysedieré vznikly procesem
proteosyntézy. Nejjednodussi informaci o proteinpodava aminokyselinové
sloZeni. Uéi se tak, Ze se proteiny hydrolyzuiji.

V sowasné dob se ¥nuje mnoho Usili vyuZziti netrattiych zdrofi proteini
nag. sojovy extrakni Srot, odpadni syrovatka, rybi nia. Finalnim
vyrobkem jsou paktzné smdsi bohaté na bilkovinytasto je&t obohacované
mineralnimi latkami a vitaminy, které se zejménkatipji v lidské vyzi [2].

Historicky vyvoj bilkovinnych hydrolyzat je zaznamenam jiz od atku
19. stoleti, kdy francouzsky chemik Proust [3] jakeni rozspil bilkovinnou
molekulu. Jeho prace ukegrena v roce 1819 je zajimava tim, Ze jsou v ni
popsany smyslové vlastnosti reéaich zplodin. Postugn byly objevovany
aminokyseliny a dale se romdvaly poznatky o bilkovinach a jejichépnych
zplodinach. Zakladnim poznatkem v chemii bilkoérejis€ni peptidické vazby
v bilkovinach Danilewskim [4] vroce 1886. V oblaspotravingskych
bilkovinnych hydrolyzd&t ma& beze sporu objevitelské postaveni Svycarsky
mlyn& Julius Maggi. Z péatku byla jeho snaha vyrétrychle gipravena jidla,
ale pozdji obratil svou pozornost na bilkovinné hydrolyzawe kterych zjistil
zajimavé ochucovaci vlastnosti a které jako ,pobéék kaeni“ nebyly az do
roku 1890 wibec znamym pojmem. Podstatnym pokrokem ve znalostec
bilkovinnych hydrolyzatech je prace japonského dkanR. Ikedy [5], ktery
jako nej&inngjSi slozkucinskych a japonskych ochucovacich pifredki oznail
kysely glutaman amonny a tim se pozornost obr&tlakyselirg glutamove,
ktera svymi vyraznymi chiovymi vlastnostmi daleko ipdi ostatni
aminokyseliny.

Hydrolyticky proces je firozenym mechanismem traveni v Zivém organismu.
Organismus neni schopen vyuzit proteiny v jejidvagani forn& a musi je
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procesem traveni rozloZzit na zakladni jednotky akyseliny. Vlastni traveni je
enzymova hydrolyza (proteolyza) katalyzovana phgtekymi enzymy
(proteasami). Proteasy katalyzuji dbuhydrolyzu peptidové vazby uvhit
polypeptidovéhaettzce za vznilk peptidi raizné velikosti, nebo od¥tuji jen
koncové aminokyseliny. Hydrolyza protéinprobiha v gkolika stupnich.
Nejprve vznikaji polypeptidy, z nich oligopeptidykane&nymi produkty jsou
aminokyseliny. Kazdy stupie hydrolyzy katalyzuje jiny enzym. Vznikajici
aminokyseliny jsou naslednv tenkém sew vstebavany a transportovany
lymfatickym ol&hem do tkani nebo krevnim &em do jater, kde jsou dale
metabolizovany[1].

Cilem hydrolyzy bilkovin je zjistit a fpsré identifikovat vSechny
aminokyseliny zastoupené v hydrolyzatu bilkovingae vyroba bilkovinnych
hydrolyzafi uitého slozeni a ditych vlastnosti.

Pro hydrolyzu bilkovin v zas@&gouzivameit druhy S€peni. Redevsim je to
Stpeni silnymi kyselinami, které bylo praysbdob® poprvé pouZito
Braconnotem v roce 1820, kdyzZ ilaZelatinu s kyselinou sirovou a ziskal
.2elatinovy cukr [6]. Pro kyselou hydrolyzu jiz @y vyzkouSena cel&ada
kyselin nap.. kyselina chlorovodikova (HCI), metansulfonova sé&lna,
uvolnéni  jednotlivych aminokyselin  je hydrolyza pomoci skijiny
chlorovodikové (c= 6 mol/l), kterd se pouziva jiékolik desetileti. Vzorek je
vystaven teplat 110 °C po dobu 20-24 hodin be#itpmnosti vzduchu. i
kyselé hydrolyze probihaji procesy ukmvani a destrukce ¢kterych
aminokyselin sotasré. Sirné aminokyseliny (cystein, metionin) jsou Kgse
hydrolyzou ¢asténé nebo kompletéh destruovany. Tryptofan je destruovan
kompletrg. Asparagin a glutamin jsou kyselou hydrolyzou W@hvertovany na
kyselinu asparagovou a glutamovou. Hlaviddmost hydrolyzy pomoci HCI je,
Ze ji mizeme pouzit v obou fazich — plynné i kapalné. Daigiodou je
ponerné velika reakni rychlost a vysoky stupiedosazeného &teni [7].

NovgjSi ¢lanky se ve velké ne zabyvaji hydrolyzou kyselinou sulfonovou.
Simsonet.al [8]pouzily kyselinu metansulfonovou (MSA) a pro¢édhydrolyzu
v pritomnosti nizkych koncentraci tryptaminu ( (3 - a@inoethyl)indol).
Hlavni  vyhodou Kkyseliny metansulfonové s porovnaninkyseliny
chlorovodikové je stanoveni tryptofanu a sulfoxichethioninu. Sulfooxid
metioninu je nejBzrgjSi a snadno vyrobeny produkt oxidaci metioningnkt
nelze uéit po hydrolyze kyselinou chlorovodikovou.

Chiou a Wang [9] pouZzili hydrolyzu s 4 M kyselinauethansulfonovou ip
teplo€ 160°C po dobu 45 min. Kyslik byl odstegmz hydrolyz&ni smnesi
proplachovanim dusikem misto odpaani. Mnozstvi ziskanych aminokyselin
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pomoci hydrolyzy s kyselinou methansulfonovou bypmdobné obsahu
aminokyselin ziskanychiphydrolyze kyselinou chlorovodikovoutipteplot
110°C po dobu 24hodin.

DalSim zmisobem &ipeni bilkovinné molekuly je &beni alkalické, f
kterém dochazi k racemizaci aminokyselin. Je $réak rychlé jako $peni
kyselinami. Nkteré aminokyseliny jsou v alkalickém priedi stalejSi
(tryptofan), jiné podléhaji jeStrychleji destrukci (cystin), ¢které se Hmo
rozkladaji (arginin). Pro alkalickou hydrolyzu sgu¢ivd nejastji hydroxid
sodny (NaOH), hydroxid draselny (KOH), hydroxidhfity ( LIOH) nebo
hydroxid barnaty (Ba (OH). V pripadt 5 N-hydroxidu sodného se hydrolyza
provadi v béce se zptnym chladtem nebo v autoklavu pod tlakem. Re&aik
doba ¢ini 6-34hodin za silného odftovani amoniaku. LepSich vysladkze
dosdhnout pomoci 14%-niho hydroxidu barnatého, kibgchazi k mensi
destrukci AMK, hlavg tryptofanu. Hydrolyza s hydroxidem barnatym jedsiu
a rychlejsi[10].

Enzymatickd hydrolyza ma velkou vyhodu v tom, Zeastava racemizace
AMK. Enzymaticka hydrolyza igdstavuje mnohem mi&$i podminky nez
kyseld i alkalicka hydrolyza, obvyklefipteplog 40-60°C a pH 6-8 [11].
Rozkladny proces zavisi nénnosti traviciho enzymu, nevyZaduje vysoké
naklady a proces je snadno ovladatelnyleRitym faktorem je vyér enzymu,
protoZze enzymy majiugnou specifinost a poskytuji produkty sznymi
chemickymi a funknimi vlastnostmi. Negsgji pouzivanym enzymem
v mnoha studiich je enzymlcalase produkovany Bacillus Licheniformis.
Celkové aminokyselinové sloZzeni enzymovych hydratyje podobné jako u
vychoziho materidlu. Krotntoho, hydrolyzaty vykazuji tité technologické
vyhody jako je zlepSend rozpustnost, relativpsoka odolnostii vysrazenii
tepelna stabilita [12].

Pribéh hydrolyzy, zejména jeji kinetika, vysledné vias a sloZeni
produktu se odviji od primarni a sekundarni stmyktwychozi bilkoviny. Pod
pojmem primarni struktura bilkovin rozumime (dajekavalentni struktte
molekuly tj. p@&et a pdadi aminokyselin v peptidovémetizci, charakter
zakladnich peptidovych vazeb,ded, charakter a poloha vedlejSich kovalentnich
vazeb. Sekundarni  strukturou rozumime  geometrickéspaadani
polypeptidickéhorettzce. Mize mit formu skladaného listu nebo pravoté
Sroubovice ¢-helix). Treti arovni struktury proteinje tercialni struktura, ktera
urcuje celkovou konformaci polypeptidovétiettzce. Na spojeni jednotlivych
Useki a celkovou fixaci tercialni struktury se podilejzné typy kovalentnich
vazeb, nap disulfidové niistky a nevazebné interakce, fdnk skupiny AMK.
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Rada proteinovych molekul neni tema jednim, ale dkolika polypetidovymi
fetézci, které vytvéeji definovanou komplexni molekulu. Usiadanitetzca
v této makromolekule oziajeme jako kvartérni strukturu protéinTakovou
strukturu maji Bkteré enzymy, hemoglobin a dalsi bilkoviny [1,2].

Hlavnim akolem hydrolyzy je ztekuceni vstupni sumgv Z tohoto divodu je
zna&na pozornost &novana také vlastnostengchto roztoki. V roztocich
proteiny disociuji podohkhn jako aminokyseliny nebo peptidy za vzniku
makromolekularnich polyiofit jsou tedy polyamfolyty. Rozpustnost protein
zavisi na povaze rozposadta, hodnat pH roztoku, koncentraci elektrolytu a na
tercialni struktie proteinu. ProtoZze makromolekuly proteimbsahujifadu
volnych karboxylovych i aminovych skupin, nesouveelinych roztocich kladn
i zaporrg nabité ionty. Oblast pH, kde je ¢&t kladnych i zaporny iofitstejny
se nazyva tzv. isoelektricky bod a vtomto &odha protein minimalni
rozpustnost a jeho roztok ma minimalni viskozituohtnavost [1,2].

K nejdilezit¢jSim zneénam fyzikalnich viastnosti protdirpati zmény jejich
konformace. Soubor konforfaich znén se pak nazyva denaturace praiein
Denaturaci se struktura proteinémhv méré uspdadanou. Dsledkem &chto
zmen je ztrata biologické aktivity aupodni funkce proteinu. Vyvolavaji ji
fyzikalni faktory (zngny teploty, tlaku, isobenim ultrazvuku aj.) nebo nastava
chemickymicinidly nagr. v pritomnosti soli, kyselin, zdsad, resp.é&mami pH
roztoki nebo v pitomnosti povrcho¥ aktivnich latek. Tentoifpad je prakticky
vyuZzit pii vyrobé Zelatiny a klihu z vedlejSich produkkoZeluZzského gimyslu
[13]. Z nutriéniho hlediska je denaturace zpravidla Zadouci, opeot
denaturované proteiny byvajitigtupréjsi digestivnim enzydm traviciho
traktu. Denaturaci se proto zvysi vyuzitelnost girdt [2].

Predmétemfady praci se stalo sledovani rychloggghodu dusiku bilkoviny
do roztoku a sledovaniistu dusiku primarnich aminoskupin v roztokisedhod
dusiku do roztoku Ize sledovat jen za velmi mirnpodminek. Maréek [14]
sledoval &fpeni kaseinu a keratinuiip70 a 90°C za tznych podminek
koncentrace aipbytku HCI a zjistil, Ze fechod veSkerého dusiku do roztoku je
reakci Il.fadu. S timto zji$him souhlasili i Nasset a Greenberg [15]. Naproti
tomu, Dunn [16] hydrolyzoval kasein kyselinami auwdil, Ze se jedna o reakci
l. fadu.

Pii hydrolyze bilkovin (i zcelacistych) se tvéi latky, které se vyltuji
postupi jako tmavé slokeniny a které Mulder [17] nazval huminy nebo
ulminy. Z hydrolyzat jednotlivych bilkovin se daji isolovat v mnozsted
1,1 — 10%. Nkdy obsahuji siru, ale i jiné prvky. Podle Samhely{18] je
k jejich tvork® nutny kyslik. Maillard [19] zjistil, Ze humusovatky se tvéi
reakci mezi AMK a cukry (Maillardova reakcedamuti). V celku lze
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konstatovat, Ze za obvyklych podminek hydrolyzynikaji huminy ze vSech
AMK. Plati pravidlo, ¢im méré je kyseliny v roztoku a vice nebilkovinnych
latek v surovig, tim vice vznika humiin (pfi 20% koncentraci HCIl aip
teplotach 105 — 125 °C). U suSenych kvasnic s 8NL%& vytZnost 15-33g
huminovych zbytk se 4 - 6,5% dusiku.

Podle reaknich podminek se &ni mnozstvi, sloZeni i struktura huminovych
zbytka. Struktura zbytk je mazlava az suchd, zrnita, barvadé azcerna a
také byva rozdilnd rozpustnost v nd@irkyselych roztocich nebo ve wad
Maretek podava celkem podrobnyehled hydrolyz u tznych surovin. Pro
piiklad uvadim pibéh hydrolyz u suSenych kvasnic, které jsou pak riapin
experimentalnéasti dizertani prace. B hydrolyze suSenych kvasnic s 8,1 g N a
realkénich podminkéch - 110 °C, 20%ebytek, 20% koncentrace HCI, 4 hod je
mnoZstvi zbytlk 27 g, struktura sucha a obsah N v huminech 1M pripac
hydrolyzy suSenych kvasnic za réakch podminek 110 °C, 50%gbytek, 20%
koncentrace HCI, 12 hod je mnozstvi zliytks g, struktura suchd a obsah N v
huminech 0,5g [6].

Maretek [6] provedl wkolik technickych hydrolyz, kde se mimo jiné
soustedil na vliv teploty a koncentraci HCI. U suSenyastasnic bylo dosazeno
nasledujicich vysledk

« vliv teploty: suSené kvasnice 8,1% N, 20%elpytek a 20% koncentrace

HCI, 95 °C, 100 g suroviny, hydrolyzat byfezny do 300 ml.

Stpeni kvasnic je za mirnych podminek rychlejsi rigehi lepku. Hodnoty
zbytka jsou dosti vysoké a celkem mnoho se &imHodnoty veSkerého dusiku
jsou vice mé# stejné. Naproti tomu hodnoty dusiku primarnich rasekupin
jsou za tvrdSich podminek podstatmySsSi. S tvrdSimi podminkami a s delSi
realkéni dobou se stava barva hydrolyzatéteySi a chiti vyrazrejSi. Nejlepsi
vysledky byly ziskany i tlakovych hydrolyzach a to s kratSi réakdobou.

« vliv koncentracesusené kvasnice - 20%eabytek kyseliny a 15%, 20%

a 25% koncentrace nasadové kyseliny.

SuSené kvasnice neukazovaly podstatné rozdily wlagtt a v hloubce
Stpeni s rostouci koncentraci. Obsah veSkerého Netoko nebyl koncentraci
ovlivnén. U smyslovych vlastnosti doSlo ke #ngm rozditm. Fi 15%
koncentraci byla chu zneutralizovaného hydrolyzatu prazdna, bezvyrazna,
kvasnicova, fi 20% koncentraci byla plna, vyrazna, bez plnéhaskicoveho
charakteru aip 25% koncentraci se stala e¢hsviravou, pilis vyraznou. Barva
hydrolyzafi se zvySenou koncentraciétala.

Jak jiz bylo uvedeno v literarni reSer&ast dizertani prace se bude tykat
hydrolyzy kvasniné biomasy, konkrétn pivovarskych kvasnic. Jedna se o
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biomasu mikroorganisin kvasinek -Saccharomycses cerevisae var.
Carsbergensis které jsou vyuzivany ke zkvaSovani sladového aitr i
vyrob¢ piva. Kvasnice se ziskavajiehem kvaSeni, kdyZz se cukrém na
alkohol. Ty se pak v nadrzich velmi rychle mnozpastupi klesaji ke dnu.
Dochéazi k takzvanému ,odstu“, a vtomhle okamziku se usazené kvasnice
odpousgji [20].

Kvasniéna biomasa je vyznamnymiipdnim zdrojem celého spektra
biologicky aktivnich latek. Vedle velkého mnoZstWilkovin obsahuji
pivovarské kvasnice také nezanedbatelné mnozstuninii skupiny B. MUDr.
Stuchlik ve studii [21] uvedl mimo jiné i vitaming;, B,, Be, Bs (kyselina
pantotenova) a Bbiotin).

e Vitamin B — thiamin

Jeho chemickd struktura je charakterizovana pyrmigym a imidazolovym
okruhem. Thiamin pyrofosfat je zasadnim koenzymern pekolik velmi
vyznamnych enzyin

Hraje podstatnou roliip odbouravani cukr, podili se rovi&% na konéném
odbouravani metabolickych produkuka a bilkovin.

Akutni nedostatek v potréawede k chorobnazyvané beri-beri, ktera se jest
dodnes vyskytuje v jihovychodni Asii. Toto oneméchvede k porucham
nervového, kardiovaskularniho systému a atrofilisva

Nalezneme ho ndiklad v mase (masné vyrobky a maso foep),
vnitinostech (jatra, srdce, ledviny), pivovarskych kweish ¢i tmavé mouce
[22].

A )<l

HsC N HsC

OH
Obr. 1.1: Thiamin — vitamin B
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e Vitamin B, — riboflavin

Jeho struktura je postavena na isoalloxazinovém jgthavazanym cukernym
alkoholem ribitolem. Riboflavin se vyskytuje v blemickych systémech ve
formé  koenzyni  oxidoreduknich  enzyml. Nej&znéjSimi  jsou
flavinmononukleotid (FMN) a flavinadenindinukleotidFAD). Jednou z
nejvyznamgjSich chemickych vlastnosti je moZnostastnit se oxidéné
redukenich vlastnosti.

Procesu vidni se riboflavin dastni tim, Ze fevadi kratkovinné modré
paprsky na Zlutozelené a tim umaje vidkni za Sera.

AvitaminGza se projevuje zétivymi zménami sliznic a kze, eventuakhi
nervovymi poruchami.

K nejbohatSim zdrdjm riboflavinu pati jatra, vejce, syr a maso [2].

o

HLC | = 'N‘*:I)J\MH
- ﬂ)&

H4C NT N o
CH,
Ho+ DK
H——0OH
H——OH

CH;

|
OH

Obr. 1.2: Riboflavin — vitamin B

« Vitamin Bs — kyselina pantothenova

Chemicky vytvdena spojenim Kkyseliny pantotenové a aminokyseliny
beta-alaninu. Podili se na tveérlkkoenzymu A s ATP a cysteinem. Kyselina
pantotenova zasahuje pr@gtnictvim koenzymu A do vyznamnych
metabolickych cyHl, jako je p -oxidace mastnych kyselin a citratovy cyklus.

Nedostatek kyseliny pantothenové se projevuje dagémnimi znénami na
sliznicich, gedevsim dychaciho a traviciho systému.

Dobrymi zdroji kyseliny pantotenové jsou krénkvasnic (az 200ug/g)
piedevSim vninosti, jako jatra, ledviny apod., z ostatnich patrgpak vejce.
Ponerné chudym zdrojem pantotenové kyseliny je mlékad/8) [2].
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Obr. 1.3: Kyselina pantothenova — vitamig B

e Vitamin Bg —pyridoxin

Timto pojmem se oziuji vSechny it fyziologicky G¢inné vitaminy [, tzv.
pyridoxinova tridda, tviena pyridoxlem, pyridoxalem a pyridoxamine

V biochemickych systémech vystupuje pyridoxin venf® fosfatovych
derivati pyridoxalfosfatu a pyridoxaminfosfatu. Pyridoxadfat se jak«
kofaktor dekarboxylas zastiuje reakci v metablismu aminokyselin. Z reak
se jednd hlawh o transaminaci, ip niz je pyridoxalfosfat koenzyme
aminotransferas, o dekarboxylaci aminokyselin iahgjacemizaci

Stuchlik [21] uvedI, Ze pyridoxin se uzivéi pnémiich, kecovych stavect
po €zkych opeacich, pi ledvinovych kamenech,ipdiabetické a alkoholov
neuropatii. Hypovitamindza se projevuje zvySenowasvalovou drazdivost
zapomutlivosti, nespavosti,ipdrazénosti, ke¢emi dolnich kogetin, strnulost
a mravetienim rukou a nohou. OvSeredostatek vitaminu B vzacny

Vitamin Bs; je Siroce roz$en v rostlinnych i zivéisSnych potravinach. V
vysSich koncentracich se vyskytuje v drozdi, verenith vnitnostech, vt
veprovéem, dfibezim a rybim mase. Z rostlinnych potravin je ngj&oobsazen
v pSenénych kliécich, cerealiich, celozrnnych produktech a v séwvigobech
Rovrez brambory, zeli, kukice, mrkev, banany, zelené fazole a hrach
dobrymi zdroji tohoto vitamin

OH
OH
HO =
/
N CHs,

Obr. 1.4: Pyridoxin — vitamin B
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 Vitamin B, — biotin

Obsahuje v molekule imidazolovy a tetrahydrothiofgn kruh. Biotin je
souwasti rekterych ligas, které katalyzuji inkorporaci nebdemos oxidu
uhlicitého. Je také koenzymem karboxylas acetylkoenzfnauuplatiuje se pi
biosyntéze mastnych kyselin.

Nedostatek biotinu se projevuje padanim wlasarudnutim obdieje dale se
mohou objevit deprese, halucinace a necitlivost&tinach.

Zdroje biotinu v potra¥ jsou fiznorodé: nejbohatSim zdrojem jsou jedlé
kastany, dale jatra, Zloutek a sd@ja. Biotin j#gmen dale v ovesnych dkach,
oreSich, ryzi, mléce, kvasnicich, ¢jgenu, lustninach, ketaku, houbach,
ananasu, malinach, &ajtech [22].

2
§io
HJ\|.F r|~,u—t
HC—CH
| 2
ch\8 _CH—(CHz)4~C-OH

Obr. 1.5: Biotin — vitamin B

Pivovarské kvasnice lze zpracovavaznymi postupy. Lze je podavat ve
formé vitalnich nativnich kvasnic, lisovat, zaliogat, pouzit pro vyrobu
suSenych kvasnic nebo pro vyrobu hydrolyzakyseliny glutamové a
kvasnEéného extraktu.

Nativni pivovarské kvasnice jsou dodavany o sudn— 10%, které jsou
vhodné pro pouziti v zetdéIské zivaisné vyrols.

Kvasnina suSina se pohybuje v rozmezi 92 — 94%. Biol@gibkdnota
suSenych pivovarskych kvasnic je vyj@da zvIast obsahem Zivothdalezitych
aminokyselin, které zZivy organismus sam neumi sipateat jako je nap lysin,
methionin, cystein, leucin, valin a izoleucin. Tatgsoka biologicka hodnota je
také dana nejen velmitignivym obsahem vitaminskupiny B, ale i obsahem
mineralnich latek a stopovych pivk zejména fosforu, drasliku, Zelezagdn

21



zinku. Pra¢ vitaminy skupiny B ( B B,, Bs a B) vyznami ovliviau;ji
veskeré funkce Zivého organismu, podili se na \@tkgnene protein, tuki a
uhlohydréafi, jsou vhodné pro rekonvalescendl padnmérné zatzi nebo jako
antistresovy dopkk [23].

V naSich podminkéch jsou k dispozid¢edevsim vyrobky typu PANGAMIN,
PARGAVIT. V sowasné dob se distribuje ve fortablet a to bd klasickych,
nebo obalenych cliové neutralni vrstvou, ktera zakryje proékoho
negijemnou kvasminou chi. Nékteré z &chto vyrobkKi se dodavaji v
obohacené forth se zelenymitasami jako ALGIMIN nebo s kulturami
mlécného kvasSeni jako BIFIPANGAMIN.

Pivovarskym kvasnicim jefuzovano mnoho blahodarnyckinka. Podle
n¢kterych studii mzou mit kladny vliv na zlepSeni zdravotniho staagienti
trpicich infekni Zloutenkou a cirhézou jater. Maji vliv ndist a vyvoj
testovanych Zivé&icha a chrani je proti infekcim.iBobi preventivé proti zacg
a bzhem tzké fyzické prace pottaji Unavu, depresi, nedost&teu vykonnost,
nechutenstvi a podréaubst. ProtoZze nedostatek vitariiB-komplexu zhorSuje
metabolicky proces v travicim traktu a v nervovégstému, pivovarské
kvasnice jsou dlezité pro zachovani chuti k jidlu, zlepSeni trdyestebavani
a vylwovani potravy a jako prevence nespavosti, depnesijozity a pocil
unavy. Diky svému obsahu Zeleza &dm pivovarské kvasnicetgobi proti
chudokrevnosti a jejimifznakim. Dle rékterych nazar je vhodné fidavat
kvasnice i do kojenecké stravy a do vyzivy liderkprijimaji prevazri mlénou
stravu, protoZe ta je chuda na Zelezo [24].

Z mikrobni biomasy lze vyr&b také velké mnozstvi cennych prodiukako
je nag. ribonukleova kyselina (RNA), bilkoviny, lipidy, o$folipidy,
polysacharidy, vitaminy, enzymy ajiiRom je vSakiteba ¥tSinou Setra narusit
burgé¢nou stnu mikroorganismi. Pro potravingky pitimysl se vyrabi nap z
pekaského drozdi autolyzat, extrakt nebo hydrolyzatablfici lyzovanougi
jinak naruSenou hiku. Stravitelnost tohoto materialu j&t$i; pouziva se nap
jako pridavek do polévkového keni [20].

Slibna je také vyroba potravifského kvasiného extraktu z pivovarskych
kvasnic, pedevSim k ziskani aromatickych potravin. Aromatictiénulatory,
sodna 8l kyseliny glutamové (MSG) a nukleotidy jako rdtagb'-guanosin
monofosfat (5-GMP) a 5'-inosin monofosfat (5-IMou dolle znamé
v potravindstvi. Kvasniny extrakt ze suSenych pivovarskych kvasnizenbyt
pouZzit k enzymové Upravceléiady potravin (vytvéeni gichuti, ochucovadla
apod.). DalSi pouziti je u masnych vyrdablom&ek, polévek, také chipsy a
susenky [25].
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DalSi zajimavou oblasti je vyuzZiti kva&né biomasy u prebiotik, které
blahodarg ovliviuji hostitele tim, Ze selekti¢novliviuji rast nebo aktivuji
metabolismus zdravi podporujicich bakterii v zadiivatraktu (v sotasné dob
novy pojem v akvakultie). B-glukan ziskany z pivovarskych kvasniciie byt
pouZit v potravingskych vyrobcich jako zahtdvadlo, pojivo nebo emulgai
stabilizator. Winky homogenizace na chemické slozeni, reologickankeni
vlastnostip-glukam byly zkoumany. Po autolyze kvasnic, byly Bémé stény
homogenizovany a pak extrahovany nejprve hydroxiogté kyselinami a
suseny na sprejové susarfiomogenizované bgnné stny vykazovaly vySsi
obsahB-glukanu [26].

Limitujicim faktorem ve vyuziti kvastiné biomasy jako zdroj bilkovin pro
lidskou spatebu, je jeho vysoky obsah nukleovych kyselinedevsim
ribonukleova kyselina (RNA), kteratrhe odpovidatietiné z celkového pé&tu
burgcnych proteii. Nektera ¢inidla a metody jsou pouZzivany pro izolaci
kvasinek bilkovin s nizkou RNA.

Pivovarské kvasnice (biologicky aktivni extrakt)oys také vyznamnym
zdrojem trojmocného chromu, ktery byl Zn& studovan pro jeho évé
vlastnosti. Bylo zji&tno, Ze zesiluj€innost inzulinu. Nedavné studie prokazaly,
Ze chrom nema zasadni vliv na metabolismus gluledligida u zdravych lidi
(bez diabetu). AvSak po suplementaci chromu doapotr vyrazie zlepSily
glykémii u lidi nemocnych diabetem [27].

DalSi aplikace je v bioremediacitgobenim organistnnebo enzyrin dochazi
k premené toxickych latek na netoxické). Kvasinky se poufiviaizolaci
tézkych kowi z prtamyslovych odpadnich vod. Imobilizovanény kvasinek se
pouZivaji jako biosenzory pro sledovani hladirktarych znéistujicich latek
ve VOcE.

Kvasnicové pipravky byly pouzivany také k dbé bakterialnich infekci a
hojeni ran. V posledni déljsou kvasinky podavany jako probiotika ke cami
Skodlivych stevnich bakterii. PouZivani geneticky upravenych skwek
v modernich biotechnologiich pro produkci novyativge na vzestupu.
Kvasinky maji zetelné vyhody oproti bakteriim k expresi cizich @en
Skut&nost, Ze kvasnice jsou eukaryotickénky znamend, Ze maji b&meé
uspdadani podobné saiv buice tzn. mohou se syntetizovat a zpracovavat
farmakologicky uZziténé bilkoviny pro Iébu a prevenci nemoci tlovéka.
Neékolik cizich geri jiz bylo Us@sre vyjadieno v kvasinkach nap virové
vakciny (prevence proti hepati¢éid), hormony (inzulin pro diabetiky), krevni
bilkoviny (albumin lidského séra — pouZitiii ptransfuzi), fistové faktory
(epidermalnitstovy faktor pro hojeni ran) a interferorf+ifiterferon pro lébu
roztrousené sklerdzy) [28].
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V sowasnosti se do popdi zajmu dostavaji kvasinkysacharomyces
cerevisiae které hraji vyznamnou rolifplécbé celérady onemoceni jak u lidi,
tak i u zvfat. Steji tak Ize kvasnice¢i jejich hydrolyzaty vyuzit v obdobi
rekonvalescence, po Urazech, pr&blé alergii¢i zvySeni imunity. Jejich hlavni
vyhodou je porérné snadné zpracovani a nizka cena kagbo produktu.

Ghoneum [38] se jiz vice nez &wesetileti zabyva vyzkumem rakoviny
s vyuzitim kvasinkovych buwk. Ve svych experimentech zjistil, Ze nadorové
buiky propadajitizené sebedestrukci (tzv. apoptdze), pokud jsotavegay by
i malému mnoZstvi kvasinek. Nadorové&iky maji snahu kvasinky pohlcovat a
poté nadorova hika umird. Proto se kvasinky stavaji slibnym fagaenym
zpasobem léby rakoviny.

S I&bou rakoviny souvisi i nasledujici studie [39], kdacienim byly
podavany selenem obohacené kvasinky, a byla prokas8% -ni redukce
projevi rakoviny. Ri zkoumani iznych zgisoki vpraveni selenu do kvasinek
bylo zjiS€no, Ze ¢im VvétSi mnoZstvi seletitanu gidavame, tim se zvysi
koncentrace selenu v fikAch, ale jejich ust je inhibovan. Nalezenim
slowenin, které jsou kvasinkowhem fistu vytv&eny, by velmi pomohlo ip
pochopeni asimitaiho mechanismu a tim ifignivych a antikarcinogennich
vlastnosti kvasinek.

Ve studii [40] zkoumali moznosti vyuziti kvasine&.cerevisisaev rdmci
rekombinantni vakciny k Gprayunkce myostatinu u mysi. Mysi byly¥kované
tzv. oralnim krmenim a podkoznimi injekcemi. Dleskedki bylo zjiS€no, Ze
oralni krmeni ndlo témei stejnou imunitni reakci jako u injekci. VSechnd‘ata
byla v celém pibéhu experimentu zdravd, coZz naZmg@, Ze vakcina je
netoxickd a bezgea. V souhrnu bylo zji8ho, Ze orala podavana vakcina
zvySuje Elesnou hmotnost a svalové slozeni u mysi, cozemdo budoucna vést
k vyvoji vakciny proti svalové atrofii u lidi.

Dulezitou sodasti bugcné sény v kvasinkachSaccharomyces cerevisiae
jsou mannoproteiny, které maji vyrazné ematgavlastnosti. Tyto vlastnosti
byly prezentovany v [41]. Cilem bylo vytib tii druhy extraki obsahujici
mannoproteiny kvasinek; alkalicky extrakt (ASMPXtrakt horkou vodou
(WSMP) a denaturovany extrakt (DWSMP). Na zakladalytickych metod a
testi in vitro, byl extrakt WSMP navrZzen jakogiany prirodni doplgk pro
zvySeni imunity v pkbéhu nadorového onemogmi.

Ucinky kvasnicovych hydrolyzétbyly zkoumany ve spojeni s mechanismem
regulace chuti k jidlu v centralnim nervovém sysig@d?]. Vysledky ukazaly,
Ze kvasnicové hydrolyzaty o molekulové velikostilOkDa maji blahodarné
Ucinky jako doplrek stravy s dinkem proti obezi.
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Cilem dalSi prace [43] bylo ziskat Udaje o beémpsti @i uzivani
kvasnicovych hydrolyzat o molekulové hmotnosti 10-30 kDa jako daidn
stravy. Hematologické a biochemické analyzy tesigeh potkad neodhalily
Zzadné toxické &inky hydrolyzafi Saccharomyces cerevisiae

V nasledujici studii [44] se snazili vytkib material, ktery obsahuje vysoky
obsah CHP (Cyclo-His-Pro) za pouZiti kvasinek ppbkaci tohoto cyklického
dipeptidu v I€b¢ metabolickych poruch. Hydrolyzaty s vysokym obsal@HP
ukazaly vysokou urove aktivnich radikdl a gluk6zovou tolerami ¢innost.
Proto je mozné vyuzit kvasnicové hydrolyzaty s kyso obsahem CHP jako
antioxida&ni nebo antidiabeticky material préipravu funknich potravin.

Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoidéysy zkoumany pro posouzeni
vlivu stravy na ist, vykonnost, spravnost biochemickych paraftnetséru a
sttrevni mikroflory mladych jesetérrodu Beluga. Vysledky této studie [45]
nazn&uji, Ze doplgk stravy obsahujici 2% kvasinek zlepSili koéneu
hmotnost, fibyvani na vaze. Déle upravujist a stevni mikrofléru, aniz by
negativré ovlivnily zakladni hematologické parametry.

V néasledujici praci [46] byl vyzkum zatifen na ziskani &di obohacenych
burgk Saccharomyces cerevisiae, vyvinodinay kovovy systém pro lidskou
vyZivu a |&ebné procedury. K vyrabgluthathionu (GSH-konjugat &di) byly
vyuzity vzorky kvasinekS.cerevisiaepro biotransforméni studie s octanem
meédnatym . V prvnicasti vyzkumu se zji®valy moznosti zvySeni obsahu
intracelularnino GSH a ve druhém kroku se kvasipéstovaly v gfitomnosti
meédi a nasledét se podrobily procesu biotransformace. S ohledem na
2008/100/ES swamnice tykajici se doposené denni davky (RDA)
potravinovych dopikid, miZzeme nd¢d’ na intracelularni Urovni povazovat za
velmi dilezitou pro formulaci vyZivovych dogpka z kvasnéné biomasy. Tento
postup nizeme povaZovat za velmi zajimavotilgzitost k dalSimu pouziti
kultur kvasinek k nuttinimu pouzZiti.

V néasledujici publikaci [47] byly pouZity kulturyikrtoorgasning bachoru ke
studiu vlivu kvasnicovych hydrolyzat ze Saccharomyces cerevisiana
fermentaci tropickych travRennisetum pupureum, P.clandestinum a Cliricidia
sepium in vitro. Pokud by byly tyto vysledky potvrzengstovanim in vivo,
mohly by se kvasnicové hydrolyzaty pouzit jako d&plé latky ke krmeni
piezvykavd z divodu zlepSeni travendahto tropickych trav.
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Celarada publikaci se&nuje vyrolg etanolu zitznych substrdt s vyuZitim
kvasinkovych bugk.

V nésledujici praci [48] byly hodnoceny vlastndstiasinek pi fermentaci
lignocelul6zové biomasy. P hydrolyze se tvii a uvohuji inhibi¢ni latky
(furany, slabé kyseliny a fenoly). Snizuji vynosgrelu a ovliviuji produktivitu
a vykonnost mikroorganisinbéhem fermentaceSaccharomyces cerevisize
jevi jako nejméa citlivy mikroorganismus. Za delem gekonani dinkua
inhibitora byly vyvinuty metody, které zahrnuji zlepSenirgzené tolerance
mikroorganisni.

Kvasinky Saccharomyces cerevisidg/ly také vyuZity k produkci etanolu
z kukuiice Stover. K odstrami tekavych inhibitofi béhem fermentace z
hemicelul6zového hydrolyzatu bylo docileno neutadi vapnem. VeSkery
obsah furfuralu a kyseliny octové se sniZil vicé ne50%. Pomoci kvasinek a
alginatu vapenatého se vyrézrzlepSila zkvasitelnost dekontaminovanych
hydrolyzafi. Tyto vysledky potvrzuji Zivotaschopnost a vyznarodukce
etanolu z hemicelul6zového hydrolyzatu z kiike [49].

Pro produkci etanolu byla prezentovana prace [&fra vyuzivd nového
kmene kvasinekSpathaspora arborariag a ryZovych slupek jako substrat a to
bud’ samostatfianebo spola¢ s kvasinkamBaccharomyces cerevisiae

V praci [51] byly hydrolyzaty z pekskych a pivovarskych kvasnic, dale
melasa zkoumany jako zdroje dusiku pro produkcekyg jantaroveé v pibéhu
kvaSeni. Hydrolyzat z pekekého drozdi vykazoval nejvysSi vynosy kyseliny
jantarové. Lze ho pouZzit jako alternativni zdrofittu a nizeme jim nahradit
komegni kvasnény extrakt.

Kvasnina biomasa se také stai@gnetemrady zajimavych publikaci.

KvasinkaSaccharomyces cerevisiagla fijata jako cenny modelovy systém
pro studium vlivu kosmickych létna zakladni eukaryotické b&imé procesy,
jako jsou upravy DNA a bwidného cyklu.S. cerevisiaeziskané z Apolla 16
byly schopné l|épe tpzit v tzv. intradermalni 1ézi (podkozni rana, pdth
v umgle infikovanych mysSich ve srovnani stesty na zemyto vysledky
nazn&uji, Ze stavy bez tiz&i kosmické lety by mohly podpid preziti burgk
S.cerevisiae prostednictvim regulace metabolismu sacharid pfibéhu
burg¢ného cyklu [52].
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Velmi zajimava se jevi nova metoda pro imobilizacsinekSaccharomyces
cerevisiae Biokeramicky materidl (hydroxylapatit tzv. HAp)ylb poprvé
testovan jako novy nasia ukazalo se, Ze za typickych podminek kvasinky
nemaji Zzadnou afinitu k HAp keramice. Experimentywasinkovymi biikami
imobilizovanych na HAp keramice prokazal§innost pouZiti d&chto gipravka
v biotechnologiich spojené&gtenim odpadnich vod odzkych kova [53].

Bunky kvasinek S.cerevisiae byly Usgsre vyuZzity k selektivni separaci
kiemene a vapence priminictvim indukované flotace a flokulace. Kvasinky
vykazovaly vySSi afinitu k povrchu vapence. Tatads se snazila pochopit
zmeny v chemii povrchu kvasinek a minergdo vzajemné interakci [54].

V druhécasti literarni reSerSe poukazuji na vyuZziti odpadate&né vyroby z
zivociSnych tkani, které pedstavuji utitou ekologickou z&% na Zivotni
prostedi, z divodu neustalého zvySovani produkce masa. Na drs@nu
mohou byt potencialnim zdrojem velkého mnozstdyiin, které Ize ziskat ne
prilis slozitymi postupyi technologiemi vedoucimi k redukci odgad zvySeni
efektivnosti vyroby.

Zivogisny odpad Ize definovat jako jét& upravenada zvirat nebo jejich
casti, wetng produkfi ZivociSného fivodu, které nejsou teny k gimé lidské
spoteke [29]. Zpracovanim odpadu z jatekippo po vyseku a bourani masa, se
vysledny produkt, kolagenc¢i kolagenni hydrolyzat, f¥e vyuzit v
potravindstvi, farmaciici jako biodegradabilni obaly pro potraviny.

V souwasnosti bylo popsano nejn&ér27 rozdilnych typ kolageri. Jako
strukturdlni bilkovina je hlavni organickou sloZkquodpirného systému
ZivociSného organismu, kosti, chrupavek, Slach, vazikaza. Krong toho je
vyznamnou sloZkou cévnichést bazalnich membran, rohovek &kierych
orgami téla. Typickym rysem kolagenu jsou jehd fpolypeptidovéiettzce
statené do pravotiivé trojité Sroubovice. Pro kolagen je charaktérist obsah
glycinu (26-28%), prolinu (nad 15 %) a hydroxypnoli (13-14 %). SloZeni

NARVLEY4

a4

NejrozstensjSi je kolagen typu |, ktery jeffpomny v kizi, kostech, Slachach
apod. Ostatni typy byly izolovany nedavno a kEomznalosti jejich
aminokyselinového sloZeni, nejsou o nich tak podéomformace. Typ Il je
piitomny v chrupavkach a jeho hlavni charakteristij@telativré vysoky obsah
hydroxylysinu. Typ Il a podohlni typ Ill a IV jsou sloZeny zeit identickych
polypeptidickychiettzci. Typ Il se vyskytuje spolaé s typem | v KZi,
kostech a hlavhve svalech. Z hlediska chemického sloZeni je gidympicky
vySSi obsah hydroxyprolinu a dalefitpmnost cysteinu, ktery stabilizuje
kolagenovou strukturu kovalentni disulfidickou vamb(cystin). Typ IV je
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piitomny v bazalnich membranach a podblako typ Il ma vysSi obsah
hydroxyprolinu; obsahuje téZ cystein a ma vysokgabb hydroxylysinu. Na
druhé straé obsahuje tento typ kolagenu velmi malo argininwalsD typ
kolagenu (typ V) se vyskytuje v bazalnich membr&rf&0].

Od konce 70. let 20 stoleti se kolagen statdd#m pozornosti zejména
v potravindstvi, vyzZiw, kosmetice, medicénha farmacii. Kolagen vyuZivany
v potravindiskych aplikacich musi spivat vysoké pozadavky kladené na
stupe cistoty.

Dulezitou oblasti vyuZiti kolagenu je vyroba jedlyckbiologicky
rozlozitelnych) stivek, slouzicich jako obaly pro masné vyrobky. Hiafunkci
obali pro masné vyrobky je zachovani nebo zlepSeni tyvaljrobki, dale
prodlouzZeni trvanlivosti, omezeni nezadoucich nokganisni, které snizuji
ztraty aromatickych latek. V poslednich letech tglddku mnoha faktdr
(zvySena poptavka sgebiteli po @irodnich potravinovych systémech, rostouci
informovanost o vlastnostech a bespasti, které vyplyvaji zd&Fnych systérin
baleni potravin) zesilil vyzkum na stabilitu jedy¢biologicky rozloZitelnych)
obali pro potravin&ské aplikace [31].

V poslednich letech narostl zdjem o nitrtfi vyuZiti kolagenu a to
v souvislosti s reduiimi  dietami. Kolagenu chybi ékteré esencialni
aminokyseliny (tryptofan, tyrosin, cystin), ale dauhou stranu ma nadbytek
glycinu a argininu, coz ffe vést knevyvaZzenosti stravy a tim také
k doprovodnym jem nag. srd€ni arytmie, dehydratace, svalova slabost.
Lékaiské studie dopormji kolagenem nahrazovat pebné bilkoviny
maximalré do 30%. TotéZz plati pro déni obezity, kde seé&si mnozstvi
kolagenu nedopotwje. V podstat vznika snaha nalézt idealni kombinaci
bilkovin [32].

DalSim moznym vyuzitim kolagenu je vyroba Zelatidgdna se o produkt
bilé pojivové tkan a kosti. Potraviridky piimysl je pravdpodobré nejwtSim
spotebitelem Zelatiny na $t&. DneSni moderni vyroba Zelatiny podstatn
zjednodusSila fpravu produki na bazi Zelé a soéasré dala jistotu absolutni
Cistoty a zdravotni nezavadnosti Zelatiny.

V potravindském ptimyslu je Zelatina vyuZivana u cukrovinek (zejména
zachovani textury, zZvykatelnosti, stabilizaagmy), u nizkotdnych pomazanek
(zaji¥uje krémovitost, odbouravani thik mléka a mlénych vyrobki (zajiSeni
textury, stabilizace), @éva (pasobi jako emulgani a Zelirujici latka) a masnych
vyrobki (vazba vody).

Ve farmaceutické a zdravotnické oblasti se ZelghmaZziva jako matrice pro
implantaty, injekni podavani lék ve forme mikrokulicek a v intravenéznich
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infuzich. Uvadi se, Ze Zelatina je taktéidavana do Zivych oslabenych
virovych vakcin pro &ovani proti spaldkam, giusnicim, zarénkam,
japonské encefaliti] vztekling, zaskrtu, tetanu a toxinu obsahuijici Zelatinu jako
stabilizator.Dale je ve farmaceutickémipnyslu Zelatina také Siroce pouZzivana
pro vyrobu tvrdych a w#kkych tobolek, plasmaexpandery a oSeéni
ran. Kron¢ toho se Zelatina také pouziva ke snizeni hladiagharidi v
potravinach, sgfované pro diabetické pacienty [33].

Zelatina se také pouziva jako pojivo jednotlivychstev u filmi nebo
fotografickych papir. V metalurgii je Zelatina pouzivana do elektralykde
piidani Zelatiny umaiuje vyCisteni zinku a kadmiagimz umouje vyrobu
vysocecisténych kow.

Dale je Zelatina pouZzivanaripvyrob¢ plasti jako ochranny faktor a pro
moznost regulovatelné velikostastic. Ri vyrob¢ papiru je Zelatinafmlavana
jako pomocné pojivo, zvy3uje odolnost proti vihkogapiru. Zelatinové
hydrolyzaty jsou hoj& vyuzivany pi vyrobé kosmetickych fipravki — krén,
Sampoii a mydel, kwli vysokému obsahu kolagémro vyZivu pokozky a vias
[34]

Atraktivita kolagenu jako biomaterialu spjga do znané miry na nazoru,
Ze je to pirodni material s nizkou imunogenicitou, proto tlm povazuje za
béZnou sloZku, a ne jako cizi material. Kolagetmbyt zpracovan doskolika
forem, jako jsou trubice, platy, prasky, rouna, kwi@d injekni roztoky a
disperze, které nasly vyuZiti v |ék&é praxi. Lékeské aplikace kolagén
vyuZzivaji gipravky obsahujici dité typy kolagenu v poemu, ktery odpovida
sloZeni tkaw, z niZ byl kolagen isolovan [34].

Zdravotnické prosedky na bazi kolagenu nabizi mnoho aplikaci
v oftalmologii jako Stpy pro nahradu rohovky, Sici material, vyuZiti kakthi
¢ocky jako bandaz po rohovkovych zakrocich nebo jakokozni roztok
pouZzivany jako nahrada sklivce chraniéhém operace. Nejvice studovanou
aplikaci kolagenovych nadi jsou vlozky a Stity pro podavani féka povrch
rohovky nebo rohovky samotné.

Pro wtSinu lékaskych funkci je kolagen aplikovan v pevné férmag. ocni
¢ocky, Sici materidl apod. Nicménjeden z nejvice kom@né prosperujicich
pouZiti kolagenu je tzv., podkozni injekce rozpesim kolagenu pro opravy
dermatologickych vad. Podobné kolagenovipnavky byly tsgsné i v jinych
lékarskych aplikacich jako je #a nehybnosti hlasivek mocova inkontinence.
Intenzivrg je studovana oblast tkdvého inZenyrstvi, kde injeéki kolagenové
piipravky by mohly mit pozitivni vliv na regeneracirkk a tkani [34].

Neocenitelné jsou i kolagenové houliylpcbé vaznych popéalenin. Nasli také
pouZiti @i oSeteni jinych tym ran, jako jsou proleZzeniny, bércovéedly a
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dekubity (rdny vyvolané tlakem). Hlavni vyhodou &génu je jeho schopnost
absorbovat velké mnozstvi vypotku tkanhladké pilnuti k vihké rar a
zachovani vihkého mikroklimatu, sté&jrak slouzi jako kryci material proti
mechanickému poSkozeni a tim sedrhazi bakterialni infekci. Vedléchto
fyzikalnich efeki, kolagen podporuje bgdny rast a pohyblivost [34].

Japonské skupinyédai intenzivré studovaly kolagenové minipeletky, malé
ty¢inky o praiméru 1mm a délce 15 mmiipravené tvarovanim, susenitn
fezanim kolagenového roztoku. Tyto valcové pelety ppdavat fes injekni
jehlu. Ukazalo se, Ze jsou vhodné pro podani mikloay a lysozymu pro
zlepSeni klinickych fiznalka paradentozy [34].

Dulezitou oblasti vyuZziti kolagenu je uplawvani kolagenovych hydrolyzat
v pramyslové praxi. Siroce diskutovéana je aplikace proeych hydrolyzai
jako biostimulato v zengdélské technologii. Ziskané hydrolyzaty jsou
schopny konkurovat v cérse sodgasnymi typy zerédélskych hnoijiv [35].

Enzymovou hydrolyzou kolagenu je mozné ziskat lepid paémérnou
molekulovou hmotnosti v rozmezi 15 -50 KDa. Tytaiotyzaty jsou schopny
podobré jako Zelatinati lepidla vytv&et termo-revezibilni gely. Jejich kvalita
v8ak neni Hli§ vysoka, pokud ji posuzujeme standardnim pastuypmozné
pouZiti je pro lepeni etiket na skigr® lahve, které jsou odstranitelné vodou
[35].

1.1 Zhodnoceni literarni reSerSe

Potravindsky a kozZedlny praimysl produkuje zréné mnoZstvi vedlejSich
bilkovinnych produki, které se v nemalém podilu likviduji na skladkaeo
se spaluji. TotoreSeni je nejen neperspektivni, ale &awazatzuje @irodni
prostedi. Jsou to potenciarvelmi cenné produkty, které mohoii ppravném
pouziti @ginést nemaly zisk.

Kromé vyuziti v kosmetice (kolagenové a keratinové krgmfarmacii
(kapsulaty), v potravirfétvi (jako dopiky) a ekologicka adheziva, je velmi
nadjné jejich pouziti v zerdélstvi jako biostimulatory.

Jejich pisobeni je dvoji. V prvnim ffpad hydrolyzaty pmsobi jako
biostimulator zvySujici imunitni systém kulturnictostlin. Druhy @inny
mechanismus pouziti proteinovych hydrolyzate schopnost absorbovat
chemické ochranné praéetlky a tim prodluZovat jejich Zivotnost nebo snizit
poZadovanédinné koncentrace [37].
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V souwasnosti se provadi intenzivni vyzkum pouZiti mikéddi biomasy ke
zvySeni imunitniho systému olejnatych rostlin, zeparepky olejnaté, maku a
lupiny (séja severu).

DalSi dilezita aplikace je pouZziti proteinovych hydrolyzdtejména pak
hydrolyzati z kvasniné biomasy jako vyZivas¥ice nemocnych onkologickych
pacieni. Kombinace hydrolyzét kvasnéné biomasy s gama-nenasycenymi
kyselinami slouzi také jako podimy |ék onkologicky nemocnych paciént
DalSi pouZiti je v obdobi rekonvalescence, po @iazeemoci, i poruchach
traveni apod. Stefntak Ize vyuZzit vyrobené hydrolyzaty proclhé alergiii
zvySeni imunity.

Prace pojednavajici o aplikaci kvasnicovych hydraty Ize rozélit do dvou
skupin. V prvni skupi#é je zahrnuta produkce komplexu B vitariinako je
nag. pangamin. Ve druhé skuginje vlastni hydrolyticky produkt deny
prevazi jako potravinovy doplk.

NejnowjSi pokusy prokazaly, Ze kvasnice jsoué&pouzitelné jako ndhrada
tradicnich bilkovin.

Pridana kvasrind kultura za optimalnich fyzik&inchemickych podminek
vytvéri biomasu bohatou na esencialni aminokyselinyamiiy.

Celarada publikaci dava celkeniighlednou orientaci 0 moZznostech slozeni
hydrolyzafi i jejich hydrolyzy. Obec#lze provadt hydrolyzu jak v kyselém tak
zasaditém prostdi a v obou fipadech je mozno pouZzit katalytickgirek
specifickych enzyrn Cela fada publikovanych praci se zabyva kyselou
hydrolyzou s pouzitim kyseliny chlorovodikové, kisse sirové a sulfonové.
Alkalickd a enzymova hydrolyza je pouzivdna v mengbzsahu. V tomto
velkém mnoZstvi publikaci se vSak velntidka objevuji prace zabyvajici se
popisem pitbéhu hydrolyzy na zaklad chemické reakni kinetiky. V pracich
[55]a [56] je prezentovano modelovani kinetiky psgobu kyseliny jantarové
z glukézy pomoci kvasinek s naslednou optimalizaoicesu. V praci [57] je
kinetika hydrolyzy ryZzovych slupek pomoci kyselingirové vyjadena
heterogennimi i homogennimi modely. Nicrdéroptimalizace jednotlivych
technologickych postup pomoci poznatk procesniho inZzenyrstvi jgeSena
velmi zidka, coz bude ukolem disetfta prace.
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2. CILE DISERTA CNi PRACE

Predkladand disertai prace se zabyva moznostmi aplikaci nastroj
procesniho inZenyrstvi na vyvoji vhodné technologie zpracovani odpadni
biomasy, jejiz sotasti jsou nakrena data. Vyhodnocuje navrzené matematické
modely jejich verifikaci s cilem najit optimalni drplyzani ¢as, ktery bude
odpovidat minimu hlavnich provoznich nakiad

Na zaklad podrobné literarni studie a zejména jejiho zhodndweyplynuly
nasledujici ukoly:

1.
2.

3.
4.

popis kinetiky hydrolyzy biomasy

nantieni experimentalnich dat hydrolyzy a jeji vyhodmiaea zaklad
navrzenych matematickych model jejich verifikace

optimalizace hydrolyzaiho reaktoru

stanoveni efektivniho difusniho koeficientu biostiatoru a jeho
moznosti sorpce rostlinnym materidlem

aplikace hydrolyzdt jako biostimulatol v zengdélstvi
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3.ZVOLENE METODY ZPRACOVANI

Zvolené metody zpracovani sfpeaji v optimalni kombinaci iimého a
ne@imého  modelovani. Neé&mé modelovani s@givd v navrzeni
matematicko — fyzikalnich model na zaklad predpokladaného &k tj.
hydrolyzy bilkovinné suroviny a popis transportniphoces pii praktické
aplikaci  biostimulatoru v ze&délstvi. HRimé  modelovani  spdva
v experimentalnim na#eni @islusnych casovych zavislosti a transportnich
proces.

Kombinaci obou metod jsou experimentln nantiena data
matematicko-statisticky zpracovana pomoci lineaaninelinearni regresni
analyzy podle navrZzenych kvantitativnich mddeta &elem stanoveni
kinetickych parameir. Verifikace navrzenych matematickych madeje
provedena realnymi zkouSkami v polnidfipadre sklenikovych podminkach. K
reSeni je pouzito teorie matematické analyzy a niokyarh metod.

Ke stanoveni jednotlivych sloZzek &si pouzivam specialnich analytickych
metod.
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4. TEORETICKA CAST
4.1 Kinetika hydrolyzy kvasniéné biomasy

Pfi hydrolyze kvasriné biomasy s hydrolyZaim c¢inidlem dochazi ke
vzniku heterogenni stsi obsahujici vodny roztok proteinového hydrolyzatu
smes kvasnic. JelikoZ do reakce vstupuji jen malé kdie mizeme brzdici
vliv vnitini difuse zanedbat.

Za tohoto pedpokladu mzeme kinetiku hydrolyzy kvasiné biomasy popsat
rovnici prvnihoradu

_dc:

vV=——
dr

k& (4.1)

Integraci rovnice (4.1) obdrzime vztah

c=c, & (4.2)

Zavedenim stupgnkonverze

X = (4.2a)
C'O
Upravime integral rovnice (4.1)
x=1-e* (4.2b)

Vynesenim firozeného logaritmu (1- x) nezreagovaného podilwtbgasu
ziskdme pimku, z jejiz smrnice zjistime rychlostni konstantu hydrolyzy
biomasy.
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4.2 Stanoveni optimalni reakéni doby

Optimalni ¢as pro pipravu ztekuceného hydrolyzatu z kvaséi biomasy
zavisi na hlavnich provoznich nakladechy)(Nkteré jsou rovny sa@tu naklad
na spotebu elektrické energie nutnou k pohonu michadlg @ naklad na
poZzadovanou koncentraci kameého produktu ().

Plati tedy

Ns =Ng +Ng (4.3)

Naklady na spaoebu elektrické energie, jsou rovny smw piikonu
elektromotoru Wase (Pr) a jednotkovou cenu elektrické energie K

Ng =Kg [PIT (4.4)
Naklady na koncentraci jsou dany smem hmotnosti vygané vody,
vyparneého tepla a jednotkovou cenou tepelné energie

No = Kp [(4H )y, [My o (4.5)

Kombinaci rovnic (4.4) a (4.5) dostaneme

Ng = Kg [PLIT+ K [(4H ), Imy o (4.6)
kde
P figon elektromotoru [kW]
T oeeeeeeeeennnnnnrennnes ¢as [h]
KE v, jednotkova cena eliek energie [K/kWh]
(LT SRR mnoZzstvi vyfené vody [kg]
(AH) e vyparné teplo vody [J/kg]
Kb, jednotkovéa cena padyparky [K/J]
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Pro stanoveni optimalni reak doby budu vychazet z reakce Kkinetiky
hydrolyzy v reaktoru, ktera je popsana nasleddijfeirencialni rovnici

dc
==K - 4.7
o=k, ~c) (4.7)

Rovnovaznou koncentracijistime z bilance bilkoviny v ustadleném stavu

cp, IV =c¢,0V (4.7a)
odtud
o (4.7b)
C.= .
© 1+ Na

kde Na udava poén objemu kapalné k objemu pevné faze/W.

Dosazenim vztahu 4.7b do rovnice 4.7 a integrastash@me 4.9

IS df°c = [k (4.8)

ro (0]

C, =C,, (- e““) (4.9)

Z rovnice (4.9) si vyp&temecas, ktery patbujeme pro dosazeni do rovnice
(4.6)

r=-—= El]n[l— 0—0] (4.10)

Ke stanoveni nakladna pozadovanou koncentraci produktu)(Ne teba
znat odpovidajici hmotnost odeaé vody. Toto zjistime bilanci odparky
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Y

v

2 l P>
mHZO
Celkova bilance:
Vo, 1oL =My 0 +V,, 10, (4.11)
Bilance hydrolyzatu:
C
Vo, € =Vo, B =V, =V, (4.12)
K

Kombinaci rovnic (4.11) a (4.12) vypitame mnozstvi vygané vodym,, ;.

V, Doy =My +V, % P, (4.13)
CO

My o =V, [ﬁpl _C_J [p, (4.14)
K

Za pedpokladu, Ze vstupnjp, a vystupni p, roztoku se rovnaji (tento
piedpoklad je oprawmy, phydrolyzatu je roveno vody), pak pro hmotnost
odpaené vody plati

C0

Mg =V, EEl——jDo (4.15)

Ck

kde plati:v, =NalV
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Dosazenim vztahu (4.15) do rovnice (4.6) dostavikomeny tvar zavislosti
hlavnich provoznich naklad

Ng = - KEkEP Eﬂn(l-ij +K, [{4H )5, INav Eﬁl‘s—c’j » o (416)

Cro K

Predpokladané optimum (minimum) dostaneme derivaghice (4.16) a
polozenim vysledk rovnych nule

Ng = —AEﬂn(l—C—oj+ B- 2% (4.17)
Cro CFO
d\s _ A _1 B _
T B =0 (4.18)
G 17— CGo G
CI'O
o _KglIP
kde: A= (4.18a)
B=K, [(4H),, [NalV [p (4.18b)

ReSenim rovnice (4.18) dostaneme optimalni konceintadpovidajici
realkeni dok® vyjadtujici rovnice (4.10), kde zg dosadime &

Copt =Cro = [E¢ (4.19)

Pro vyisleni zavislosti hlavnich provoznich nakiacha koncentraci
bilkovinné biomasy jsme pouzili nasledujici vstugata (Tab. 1):
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Tab. 1: Vstupni parametry pro odhad hlavnich provoznicHauik

Ke 2 [K&-KWH']  p 1000 [kg- 7]
Ko 0,4 [K&-MJY] k 0,0143 [min']
v 1 [m] Na 5 [1]

P 5 [KW] Ge 950 [kg-nT]
(AH)yyp 2,3 [MJ-kg'] Co 900 [kg-nT]
Cro 150 [kg-m]

Dosazenim do rovnic (4.18a,b) jsem wyipala hodnoty konstant A a B:

KelP_ 20
k 0014380

v

A=

B=K, [(4H),,[NalV[p
B= (04[10°) [({23[10°) (51[1000= 460(K¢

Dosazenim shora uvedenych hodnot A, B do rovnité Ziskame zavislost
hlavnich provoznich naklédoro konkrétni vstupni data uvedené v tabulce 1 a
jejich grafické zobrazeni je uvedeno na obrazku #.1zavislost hlavnich
provoznich naklatlna koncentraci hydrolyzatu.

Ne
3046 |

304 |

3042 |

304 |

— optim .koncentrace
146 14 14¢ 149

Obr. 4.1 Zavislost hlavnich provoznich nékladna koncentraci
hydrolyzatu v okoli optimalni koncentrake.
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Zatimco obrazek 4.2'pdstavuje SirSi rozmezi koncentrace.

400 |

optim .koncentrace

Obr. 4.2: Zavislost hlavnich provoznich nakladna koncentraci
hydrolyzatu v okoli optimalni koncentrake.

Pro hodnotu rychlostni konstanty 0,0143 ™if0,86h") jsem pouZila
vysledky z experimentalniho &feni  kinetiky hydrolyzy odpadnich
kolagenovych stvek.

Dosazenim do rovnice (4.21) jsem ziskala hodnotum@ni koncentrace

A 12

Copt = Cro —— £ =150~ (— [950) =1475kg/ m°
B 4600 —

Odpovidajici reakni ¢as jsem ziskala dosazenim do rovnice (4.10)

C
r= 1 nl 1= 200t | = _ 1 [[]ntl—lij) = 4,6hodin
Kk c 0,0143[60 150) ———

ro
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4.3 Modelové vypaty

Nasledujici simuléni vypaity se budou odvijet z rovnice 4.16, které se sklada
zecleni A a B.

Clen B obsahuje parametry: jednotkova cena pary,am@ teplo vody,
mnoZstvi vyp&ené vody, objem, hustota a parametr Na <izpadil objemu
hydrolyzaniho ¢inidla k objemu vilhké kvastmé biomasy. Parametr Na je
roven hodnat 5, ktery je ziskan z poznatkii praktickém provaghi hydrolyzy
bilkovin (E.Diefendorf — Ustni steni). Dale objem ijedstavuje nagl
hydrolyzaniho reaktoru, ktery vzhledem k jeho ragidm byva konstantni.
Cena pary se nebude v delSiasovém intervalu podstatmenit, vyparné teplo
a hustota jsou pak konstanty.

Clen A obsahuje parametry: jednotkovd cena ener§ide se opt
predpoklada, Zze se nebude v delgmsovém intervalu podstatmenit, prikon
funkce (rovnice 4.16) bude kinetika hydrolyméreakce tj. hodnota rychlostni
konstanty. Z tohototd/odu nasledujici modelové vy§g budou pro manici se
hydrolyzani konstantu k. Obrazek 4.3 zn&agje ptibéh hlavnich provoznich
nakladi nadkoncentraci hydrolyzatu prézné hodnoty rychlostnich konstant, od
2 —0,5 hoa.

Ne
4200 |

4150 ¢

4100 +

100 ¢ 1 1 1 15 ©
Obr. 4.3: Zavislost hlavnich provoznich nakladna koncentraci
hydrolyzatu pro #zné hodnoty rychlostnich konstant.
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Nasledujici obrazek 4.4 igdstavuje zavislost optimalni koncentrace na
hodnotach rychlostnich konstant. Hlavni pozornestgraxi bude novana p
pomalé hydrolyze.

opl.c
140}

120

10(}

Obr. 4.4: Zavislost optimalni koncentrace na hodnotach rystmich
konstant:
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Obrazek 4.5 fedstavuje zavislost odpovidajiciho optimalnibasu na
odpovidajicich hodnotach rychlostnich konstant.

opl .cas
2C +

(831

1C ¢

[~
<

. . . I . . . I . . . I . . . | k
0.2 04 0.6 08 10

Obr. 4.5. Zavislost optimalnihocasu na odpovidajicich hodnotach
rychlostnich konstarit.

! grafy byly vytvéeny pomoci programu Wolfram Mathematica 8.0
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4.4 Stanoveni efektivniho difusniho koeficientu

s

Efektivni difusni koeficient je nejdezitéjSim experimentalnim parametrem
pii difusi biostimulatoru do éa rostliny. Pro vypoet efektivniho difusniho
koeficientu bylo pouzito dvou metod.

4.4.1 Crankova metoda

Efektivni difusni koeficient 1ze odhadnout ze sorio n&reni, ¥ kterém se
meéti pokles koncentrace vadledku penetrace biostimulatoru daat rostliny.
Pokles koncentrace je lineéraavisly na druhé odmocrirtasu. Crank navrhl
rovnici popisujici metodu sokpiho nefeni, kterou lze popsat nésledujicim
vztahem:

Cop —Co(7) _ 2 1+Na |Dr
Cop ~Co(®) /m Na \ b?

Co(r) = (4.20)

kde nekonény c¢as je pouzit pro rovnovahu stavu systému. Rovnamazn
koncentraci Ize v tomto okamziku (tj. c®)j vypctitat z nasledujici hmotnostni
bilance sorpniho systému v #fici cele:

CopVo = Co(@)Vy + £Cq(x)V (4.21)

Pro rovnovaznou koncentraci v systému prot@deme odhadnout

Co (oo) = P (422)

Krom¢ toho niZzeme pedpokladat jednoslozkovou difusi, protoze velmi
nizké koncentrace biostimulatoru ve vodném rozt@kere nez 1% w/w) se
obvykle pouzivaji jako biostimulatory pro aplikaczenedélstvi [60].
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4.4.2 Kvazistacionarni metoda
Je popséana nasledujici diferencialni rovnici

Dilc, —¢)iS _dc

=— 1V, 4.23
b a7 Vo (4.23)
kde
Cpo.pocatecni koncentrace biostimulatoru (kg/ms3)
C et hmotnost biostidtoru ve vod (kg/nt)
S, povrch listu3gm
Do tlotl&a listu (m)
LT cas (s)
V 0eerieeeeer s objem vody {m
Integraci rovnice (4.23) ziskame vztah
[P mr=] % (4.24)
o bV, 0Cp—C
Upravou rovnice (4.24) ziskame vztahy (4.25) a@%.2
DIS _\ (4.25)
bV,
D= kblV,
S
(4.26)
Objem zjistime z rovnice (4.27)
V, =b[S (4.27)
m . o - .
Dosazenim vztahulado rovnice (4.27) za Mobdrzime rovnici pro vypset
tlou&’ky listu
b= (4.28)
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4.5 Difuse biostimulatoru rostlinnym télem
4.5.1 Matematicky model v polnich podminkach

Bilkovinné biostimulatory zvySuji imunitni systénulturnich rostlin a tim
snizuji nutnou pdebu chemické ochrany rostlin. VedlejSimcinkem
bilkovinnych biostimulatar je jejich pisobeni jako listové hnojivo. Hlavnimi
pozadavky na biostimulatory jsou jejich dobra vadmepustnost a rychla
penetrace aktivni slozky do jemné struktury rosfiba poZadavky se realizuji
hydrolyzou kolagennihoésta, kterou lze provdt jak v alkalickém tak v
kyselém prosedi za moznosti pouZiti proteolytickych enZymv pripact
alkalické hydrolyzy.

Po chemické strance je kolagenoustd polyelektrolyt slozeny ze 17
zakladnich aminokyselin.iPhydrolyze se &pi peptidickd vazba CO-NH a
vznikaji nizkomolekularni vodo-rozpustné oligomery.

K tomu, aby se projevil ffiznivy &inek biostimulatoru, je ieba, aby
optimalni ¢ast biostimulatoru difundovala do vmtho objemu oSé&bvané
rostliny ve forng¢ zredkného vodného pasku. Absorpce optimalniho mnozstvi
rostlinnym €lem vSak pdebuje utity cas, ktery je zavisly na koncentram
gradientu biostimulatoru, na povrchu a hodnggho efektivniho difusniho
koeficientu. Po tuto dobu musi byt povrchovy filrodtimulatoru v kapalné
fazi, nebd pri rychlém odp&ni vody do okoli se transport biostimulatoru
zastavi v dsledku prakticky nulové hodnoty difusniho koefidiew tuhé fazi.
Dale v gipadt deSt dojde ke smyti povrchového filmu biostimulatordira i
k zastaveni jeho pniku do rostliny. Rychlost vygavani zavisi na
klimatickych a hydrodynamickych podminkach (teplotalativni vihkost
vzduch a rychlost étru), které doprovazeji polni podminky testovanietlené
skute&nosti mohou vysétlit diametralni rozdily @ testovani vlivu
biostimulatofi v polnich a sklenikovych podminkach, kde je &&mM00%
vihkost a zanedbatelné praund vzduchu a tim se petny ¢as pro absorpci
biostimulatoru mnohem lépe dodrzi nez je tomu wiobl podminkach.

K vypracovani odhadu dopamnych podminek pro testovani v polnich
podminkadch byl sestaven zjednoduSeny matematickydemazahrnujici
simultanni difusi biostimulatoru do vhitiho objemu rostliny a jeho odfmavani
do okolniho prosedi (vzduchu).

Predpokladejme tedy povrch listu, ktery je z obowarstpokryty souvislou a
rovnomnernou vrstvou kapaliny (posku), ve které je rozpu&h biostimulator.
Omezime se na jednorogmy model, kde prostorova prémma (x) bude
piedstavovat tlou%u listu. Dale pedpokladejme izotropni vlastnosti listu
vzhledem k vniinimu transportu hmoty, ktery nam umaje aplikovat oso¥
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symetrickou okrajovou podminku. Vasledku odpgovani povrchové vody
bude koncentrace biostimulatoru stoupiamZ bude klesat hodnota efektivniho
difusniho koeficientu. Tento pokles vSak bude eilonian vzéistajicim
koncentranim gradientem na povrchu o&etané rostliny a z tohotoadodu
budeme povazovat hodnotu efektivniho difusniho ikeeftu za konstantni po
dobu existence kapalné faze na povrchu rostliny.

%(x,r)zDgng(x,r), O<x<b 0«<rt (4.29)
oc B
&(o, r)=0 (4.30)
c(b,7) = &, (4.31)
c(x,0)=0 (4.32)
c(0) = Cop (4.33)
0cy __endC
V,(7) P () SD&(b,t) (4.34)
Vo (r)=V,(0)- M (4.35)
_ pM
n T (4.36)
VogCop =Vo(r)eo(r)+ S5 (0,7) (4.37)

Rovnice (4.29) popisuje nestacionarni koncemtrgole biostimulatoru wte
o3etené rostlinyCasow omezena platno$t< t < 7, je dana kritickyntasem,
kdy dojde k odpi#ni vesSkeré povrchové vody a koncentrace biostiimwléve
filmu je rovna jeho hustét V tomto gipadt, jak bylo re¢eno, je hodnota
efektivniho difusniho koeficientu nulova. Rovnicg&30) je oso¥ symetricky
problém, ktery reprezentuje izotropni vlastnosthledem k vnitni difusi
biostimulatoru. Rovnice (4.31) je tgdpoklad dokonalého transportu
biostimulatoru do vnihiho objemu rostlinyg zn&i poréznost rostliny a b je
polovina tlousky casti rostliny. Jefeba konstatovat, Zze hodnota porovitosti se
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muaze liSit s ohledem na okolni podminky (hawlhkost, s¥tlo, polarita
biostimulatoru)[65,66]. Vztahy (4.32) a (4.33) jsquocateini podminky,
koncentrace biostimulatoru uvhitostlinné tkas se rovna nule a koncentrace
biostimulatoru v kapalné vrstvse rovna péateini koncentraci fipraveného
roztoku biostimulatoru . Vztah (4.34) reprezentuje hmotovou bilanci tj.
rychlost akumulace biostimulatoru ¥ld rostliny je rovna difusnimu toku na
povrchu, S udava plochu, (V(1) predstavuje ¢as v zavislosti na objemu
povrchového filmu — tato zavislost je popsana rov(M.35), kdep je relativni
vihkost vzduchu @ je hustota vody, k je hmotnostni gmitel prostupu vody
(voda se odpaje bthem suSeni jen v kapalné vi§tv Termin ¢ znamena
koncentraci nasycené vodni pary, ktera zavisi maigaim tlaku vodni pary,
coz je dano rovnici (4.36), kdg @ parcialni tlak vodni pary v bodu nasyceni,
M zna&i molarni hmotnost vody, R je univerzalni plynovénktanta a T je
absolutni teplota vzduchu, ktera je ekvivalentpidg nasyceni.

Geometrie matematického modelu je shrnuta na obré#k

o

(i i A

V) (povrchovy kapalny film)

R T e WP

Télo rostliny

h&a;b&?&&;_a_-tgéi}fi«dml—?;ﬂ@u

Obr. 4.6: Geometrie matematického modelu difuse biostimulator
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4.5.2 Matematicky model v sklenikovych podminkach

V piipack, Ze je vzduch nasycen vodni parou, drdlgn na pravé stran
rovnice (4.35) se rovna nule a pak je objem powého filmu konstantni.
Vzhledem k tomu, Ze koncentrace biostimulatoruztaku je velmi nizka (0,5%
w/w), pokles objemu biostimulatoru na povrchuigpbené difazi do rostliny
muzeme zanedbat. To rqustavuje idealizovanou situaci penetrace
biostimulatoru. V dsledku toho se stava model linearni. Zde je vyhawést
bezroznérné prongnné v nasledujicich tvarech:

_Dr

_X
X=7 (4.39)
C(X,Fo) = —2 (4.40)
£Co,,
C,(Fo) =0 (4.41)
Op
Na=© (4.42)
St

Proto jsme ziskali bezrozmmé formulace matematického modelu
(4.29) — (4.34) ve forehnésledujici parciélni diferenciélni rovnice:

oC 0°C

e (X FO) =D 5 (X,Fo)  0<X <l 0<Fo<Fo, (4.43)
oC

~—~(0,F0)=0 4.44
x OFO) (4.44)
C({L,Fo)=C, (4.45)
C(X,00=0 (4.46)
C,(0)=1 (4.47)
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NadC,
~ ape (FO=- (1 Fo) (4.48)

Reseni modelu v bezrozmé prominnych se pak vyjadije:

00 - 2
Na +9Na Z cos(X Egs?r)“@x)p( Folg,)
Na+e In _gnNaSin(gn)

n

C(X,Fo) = (4.49)

"“lecos@,) -

Rovnice (4.49) popisuje nestacionarni konceémirgole v éle oSetované
rostliny. Koncentrace v povrchové vrstse néni s¢asem v dsledku difuse a je
dana nésleduijici rovnici:

©,  expFoly;
atée =l L Na+ Na“g,
3

C,(FO) = (4.50)

Z praktického hlediska ma vyznam integgalnsttedni koncentrace
biostimulatoru ve vnihim objemu oSébvané rostliny. Ta je dana nasledujici
rovnici (4.51) v zavislosti na bezrogmémcase s parametrem Na, coZ je gom
objemu povrchové kapalné vrstvy k objemu rostligy v rovnicich (4.49),
(4,50), (4.51) jsou n-ty ken rovnice (4.52).

. - 2
C(Fo)=_ N2 _ong2y SXPCFOLD,) (4.51)
Na+& m1e” + Nag + Na’g?
Nalg,
tan(g,) = - gg (9,>0) (4.52)
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5. EXPERIMENTALNI CAST - ANALYTICKE
METODY

5.1 Stanoveni dusiku TKN (Total Kjehdal Nitrogen)

Pro stanoveni celkového obsahu dusikatych late& pglZzita automaticka
destil&ni jednotka Pro-Nitro 1430 (O. K. SERVIS BioProy.®, pikon
2000W, rozsah gfeni 0,1 — 200 mg dusiku).

Metoda stanoveni dusiku podle Kjehdala se stalase#gbvym oficialre
uznavanym standardem pro stanoveni dusiku ve \gpeleh vzork potravin.
Princip spe@iva v rozkladu zkuSebniho podilu koncentrovanowekgeu sirovou
za [@itomnosti katalyzatdr, pii kterém se organicky dusikgméinuje na siran
amonny. Do vychladlého rozloZzeného produktu &ddppebytek hydroxidu
sodnéhog¢imz se uvolni amoniak. Uvainy amoniak je destilovan dagbytku
kyseliny borité a poté titrovan standardnim roztok&yseliny sirové nebo
chlorovodikové. Obsah dusiku je vyi@dn z mnoZstvi uvomého amoniaku
[61].

Analyzator provadi titraci s kolorimetrickou detékgonibéhu destilace.

Vysledkem je Udaj obsahu dusiku v mg (P2), kteiynldgled® prepasitan na
celkovy obsah dusikatych latek.

% celkového obsahu dusikatych latek byly ¥gny podle vzorce:
% celkového obsahu dusikatych latek = (P&/R)x100

kde P2 ........ obsah dusiku (mg)
n...... navazka vzorku, ktera bylarmnalizovana (mg)
Fonn, fepaitavaci faktor (6,25)

5.2 Stanoveni dusiku Biuretovou reakci

Stanoveni bilkovin Biuretovou reakci je metoda ftlrcha, s fesnosti
stanoveni 0 — 1 mg, nezavisla na aminokyselinovéakeri. V alkalickém
prostedi davaji bilkoviny a peptidy sé&dinatymi iontyc¢ervenofialovy komplex.
Intenzita zbarveni je ¥ma pd@tu peptidovych vazeb a pro jeji ¢eni se
pouZziva absokmi spektrofotometrie [62].
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ZAavislost absorbance na koncentraci dusiku v pygetém objemu vzorku
byla vyhodnocena linearni regresni analyzou, jejiuyiedkem je nésledujici

rovnice:
y = 0,0872x + 0,0089

2R 0,996

o
00

e
~

o
o

o
w

y = 0,0872x + 0,0089

Absorbance
o
D

R?=0,996
0,3
0,2
0,1
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

N [mg]

Obr. 5.1: Kalibracni kfivka obsahu dusiku ve vodném roztoku hydrolyzatu

5.3 Bicinchoninova metoda (BCA metoda)

Metoda vyuZiva kyseliny bicinchoninové (BCA) ke kpefotometrickému
stanoveni celkovych protdinje zaloZzena na alkalické redukcédmatého iontu
na nédny protein a nasledné chelataci édného iontu kyselinou
bicinchoninovou za vznikwerveného zbarveni. Bicinchoninovd metoda je
velmi citlivAd na podminky provedeni: na dod teplo¥ inkubace, na charakteru
proteinu pouZzitého k standardizaci atd.

protein + CUf* . Cu" — BCA Cu" komplex

BCA metoda je mnohem citi§si a gesréjSi nez Biuretova metoda. DalSimi
vyhodami jsou: barva vzniklého komplexu je stabilmiensi citlivost k pracim
prostedkim, je pouzitelna pro Siroké spektrum bilkovin.
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K 100 ul analyzovaného kapalného vzorku séd@ 2000 pul pracovniho
roztoku (smés bicinchoninové kyseliny a 4%-niho siranwdmatého). Po
dukladném promichani se zkumavky vlozi do vodni ¢&ainkubuji se $ 60°C
po dobu 30 minut. Po ochlazeni vziorke obsah zkumavkyglije do kyvety a
meii se absorbance zbarveného roztoku vzorku na fatanps vinové délce
562 nm [63].

ZAavislost absorbance na hmotnosti koncentraci gtpimném objemu vzorku
byla vyhodnocena linearni regresni analyzou, jejiuyiedkem je nasledujici

rovnice:
y =0,9381x + 0,1707

R°=0,9843

1,200

1,000

0,800

y=0,9381x + 0,1707

Absorbance
o
[e)]
o
S

R?=0,9843
0,400
0,200
0,000 T
0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000 1,200

N [mg]

Obr. 5.2: Kalibracni kfivka obsahu dusiku ve vodném roztoku hydrolyzatu

5.4 Stanoveni obsahu popele

Popel byl stanoven gravimetricky po spalovahigb0°C. Kazdé stanoveni
bylo provedeno nejmérttyiikrat [67].
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5.5 Gelova permedni chromatografie

Molarni hmotnost a distribuce molarnich hmotnosty lstanoveny metodou
gelové permemi chromatografie (GPC). Sepama princip této metody je
zaloZzen na hydrodynamickém objemu molekul. Vzorkguj aplikovany do
gelové kolony, ktera je napina nap. polyakrylamidem, dextrany nebo
polysacharidy &astice jsou separovany na schopnosti proniknoytdio gelu,
zatimco jsou vymyvany mobilni fazi [58].

K nangieni dat byl pouzit fistroj PLGPC-50 Rolymer Laboratories,
Church Stretton, Velka Britanievybaveny refraktometrickym a viskozitnim
detektorem.

Obr. 5.3: Gelovy permeéni chromatograf, vyrobce Polymer Laboratories

Byly pouzity kolony TSK GMPWXL Tosoh Bioscience, Stuttgarteideck)

a Ultrahydrogel 250 Waters, Milfort MA spojené do série a éfieni bylo
provedeno f 30 °C. Pfitok mobilni faze byl nastaven 0,8 ml/min a celkova
doba analyzy byla 30 minut. Jako mobilni faze bylifit vodny roztok 0,1M-
NaNG;, 0,2 % NaN a 15% acetonitrilu. Kolona byla kalibrovama pomoci
polysacharidovych pullulanovych standardgPolymer Laboratories, Church
Stretton, Velka Britanje s molarnimi hmotnostmi v rozsahu 667 - 788 000
g/mol.

Vzorky hydrolyzat v pevné fazi byly zvazeny a rozpésy za pokojové
teploty v mobilni fazi, ficemz rozsah koncentraci byl 2,2 — 4,8 mg/ml. Aby
byla zajiSéna naprost&istota, byly vzorky pefiltrovany ges filtr Chromafil
PET — 45/15 MS o velikosti pdr45 um (vyrobce Marchrey —Nagel GmbH &
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Co. KG). V pgipadt vzorki, které byly jiz ve formy roztoku, stdilo pouze
piefiltrovat pres filtr Chromafil a podrobit analyze.

Objem nagikové smyky byl vzdy 100ul a vSechna gfeni byla provedena
dvakrat z dvodu potvrzeni reprodukovatelnosti. N&ena data byla
zpracovana pomoci programu Cirrus GPC Multi Dete8oftware (vyrobce
Polymer Laboratories, Church Stretton, Velka BiignVSechny stedy
molarnich hmotnosti byly teny pomoci univerzalni kalibrace.

Jednotlivé zkratky Ize vyj&d rovnicemi:

s M, - ¢iselny pimér molarni hmotnosti
ZfMi [N; - W

2aNe XN

Mn:

. M, - hmotnostni pimér molarnich hmotnosti

_ *N. [M 2 .
M w :—2100 : : :zlvvi M,
Zl Ni [Mi
kde
M, molarni hmotnostlivédetzce
N et mol tohotoretzce
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5.6 lontové vyménna chromatografie

Pomoci iontog-vyménné chromatografie byla provedena detekce a
kvantifikace vzork. lonexova chromatografie je technikai piz se slozky
vzorku reverzibild@ adsorbuji na ogaé nabité skupiny imobilizované na
casticich nosie. K postupné desorpci jednotlivych slozek, a tiajich
vzajemnému oddeni, dochazi skokovou nebotpgZnou znénou podminek,
vétSinou pH, iontové sily a teploty.

Analyzatory aminokyselin pouZzivaji pro napkvych kolon silé kysely
katex, tvdeny poréznimi a do jisté miry stlelnymi kulickami sf'ovaného a
dodaténé sulfonovaného polystyrenu. Peainterakce mezi zapognnabitymi
sulfoskupinami a kladnnabitymi aminoskupinami aminokyselin je zasadnim
prvkem i jejich céleni na kolos.

Mnozstvi 100 pl hydrolyzatu v davkovacim pufru bylo n#ikhuto do
analyzatoru aminokyselin AAA400 opahého kolonou (3AB,7mm, napléna
ionexem Ostion LG ANG-Ignos, Praha). Vzorky bylydpabeny post-kolonoveé
derivatizaci s ninhydrinem a vyhodnoceny spektiarfodtrickym detektorem
(440 nm pro prolin a 570 nm pro ostatni aminokysgli Aminokyseliny
z kolony vychazely podle programu: 0-5min. pufy 232 min. pufr B 32-44
min. pufr G 44-73 min. pufr D. Teplota kolony byla nastaversa@® °C po
dobu 0-60 min. a 90-102min. na 74 °C v d60-90 min.

Zavislost obsahu uvolmych aminokyselin (B) na débhydrolyzy (t)
v kvasnéné biomase lze vyjéid nasledujici rovnici:

B(t) = Ah (e"t —e™ ) +&

h-I
kde:

=) I ziaobsah uvolanych aminokyselin (g/kg) vase t (h)

Apeeeiiiiiiiiiieiie e, je uwpodni hodnota aminokyselin v proteinu fefd
hydrolyzou (g/kg), ¥ase t=0

o je mira usiovani vazané aminokyseliny do volné,
stanovitelné formy

L, je mira degradaceinokyseliny

R je nahodila zbytkostdyba zfisobend iznymi faktory i

mereni

56



Regresni analyza byla provedena pro modelaci hyzai kiivky pro HCI.
Parametry A, h a | pro konkrétni protein byly odvozeny pounithelinearni
regrese za podminek, zg¢ A 0, h > 0 a b 0 z hodnot nagtenych pro #izné
hydrolyzani ¢asy. Byla pouzita Marquardt-Levenburg metoda apkkad ve
statistickém softwaru Unistat 5.5. Hodnoty obsaled®sanych aminokyselin
pro hydrolyz&ni casy 21, 48 a 144 hodin byly vygtany na zaklagl
odhadnutych paramétr(A,, h a ) a srovnany se skutg nangienymi
hodnotami [59].

57



6. EXPERIMENTALNI M ERENI

6.1 Hydrolyza pivovarské biomasy I.(,piredpokusy”)

Pred samotnym zsitkem hydrolyzénich pokug hledajicich optimalni
hydrolyza&ni dobu a vhodnou koncentraci kyseliny, byly zkoySeuzné
ponery biomasy a hydrolyzaiho ¢inidla, a to 1:100, 1:50, 1:35, 1:25, 1:15,
1:10, 1:5, 1:2, 1:1. Hydrolyza probihal&a p20 °C po dobu 5 hodin. Hodnocena
byla vizual proveditelnost takovéto hydrolyzy, nebedipévorby napek,
moznost jednoduchého odstéan smnesi z hydrolyzéni tuby, relativni
Jtekutost” vzorku po hydrolyze. Cilemidhto ,predpokud” bylo vybrat nejvyssi
akceptovatelny podém biomasy a hydrolyzaiho ¢inidla, se kterym byly
nasledg provadny vSechny dalsi experimenty.

Vysledky ukazaly, Ze poén biomasy a hydrolyzmiho ¢inidla 1:5 je
nejvyssim akceptovatelnym peérem. VysSi testované paény (1:2 a 1:1) jiz po
hydrolyze neposkytovaly stgi, které by byly fijatelné tekuté a odstranitelné
z testovaci tuby; wthto pondra rovrez doslo k tvorb napek.

Nasledovaly experimenty §anymi koncentracemi hydrolyzaiho cinidla
(kyselina mléna) a fiznou dobou hydrolyzy. Vzorky suché biomasy
pivovarskych kvasnic byly podrobeny sérii hydroly.viastni hydrolyze
(120+1°C) byla vyuZzita kyselina miga v fiznych koncentracich (10 %, 5 %,
2,5 % v/v) misobici po #iznécasy (2, 4, 6, 8, 24 a 48 h). Hydrolyza probihala
v 20ml testovacich sklénych uzaviratelnych tubach po ¥gbeéni kysliku
argonem Vv termobloku s nastavitelnou teplotou. ¥¥nihydrolyzat byl
ochlazen a neutralizovan oxidemiatmatym. Celé postupy byly u kazdého typu
hydrolyzatu zopakovany nejméntrikrat. Snmés byla centrifugovana za
laboratorni teploty § 5000X g 1h. Supernatant byl lyofilizovan a lyofilizované
vzorky byly nésled& podrobeny analyzam — gelové perdrdachromatografii,
analyze dusikatych latek a analyze obsahu popelovin

V tabulkdch 2 — 4 jsou uvedeny obsahy dusikatydkkléa popelovin
v lyofilizovanych hydrolyzatech pivovarské bioma@o hydrolyze 10%, 5% a
2,5% kyselinou mignou; lyofilizovan byl supernatant po otstni).
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Tab. 2: Obsah dusikatych latek a popelovin v lyofilizovamywzorcich
supernatantu po hydrolyze 10% kyselinou ¢nt&s (po uvedenou dobu) a
centrifugaci (vyjageno jako pimeér £ snerodatna odchylka)

Doba hydrolyzy Obsah dusikatych latek ~ Obsah popelovin

(h) (hm%) (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 dusikatych latek a popelovin v lyofilizovamywzorcich
supernatantu po hydrolyze 5% kyselinou ¢nldu (po uvedenou dobu) a
centrifugaci (vyjageno jako pimér £ snerodatna odchylka)

Doba hydrolyzy Obsah dusikatych latek Obsah popelovin

(h) (hm%) (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 dusikatych latek a popelovin v lyofilizovamyezorcich
supernatantu po hydrolyze 2,5% kyselinou ¢nt&s (po uvedenou dobu) a
centrifugaci (vyjageno jako pimér = sntrodatna odchylka)

Doba hydrolyzy Obsah dusikatych Obsah popelovin

(h) latek (hmo%b) (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 hydrolyzat pevné fazi, dale zji&né
parametry ¢iselnych a hmotnostnich fetti molarnich hmotnosti, stupe
polydisperzity. Na obrazcich 6.1, 6.2, a 6.3 jsgabrazena graficka znazemi
signah viskozitniho a koncenttaiho detektoru spolu s kalili@imi kiivkami.

Tab. 5: Vzorky hydrolyzat v pevné fazi

Vzorek M, [kg/mol] M, [kg/mol] PD
BIO I. 750 2570 3,4
BIO II. 625 990 1,6
BIO Il 415 500 1,2
BIO V. - - -
BIO VI. - - - F
BIO VII. - - - %
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BIO P.H.III.
BIO P.H.O

BIOU.B. 3

245
405
345

905
1130
1050

3,7
2,8

3,0

* pik odpovidajici proteitim se nepod@do odseparovat od nizkomolekularniho piku
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Obr. 6.1: Signal viskozitniho a koncentir@ho detektoru s ozdanymi piky
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odpovidajici proteifim pro vzorek BIO |. Zarowige uvedena kalibreéni kiivka.
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Obr 6.2: Signal viskozitniho a koncentiigiho detektoru s ozdanymi piky
odpovidajici proteifim pro vzorek BIO. P.H. lll. Zaroxeje uvedena kalibrni
krivka.
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Obr 6.3: Signal viskozitniho a koncentir@ho detektoru s ozdanymi piky
odpovidajici proteifim pro vzorek BIO U. B. 3. Zarovge uvedena kalibréni kfivka.
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V tabulkach 6-12 jsou uvedeny vzorky analyzovaréztoku, dale zjigné
parametry ¢iselnych a hmotnostnich fsthi molarnich hmotnosti, stupe
polydisperzity. Analyzované vzorky obsahuji kv&siou biomasu a kyselinu
mlénou v fiznych pomdrech a viiznych koncentracich. Uvedenéresty
molarnich hmotnosti neni vhodné srovnavat s angtggii Udaji pro vzorky
hydrolyzati dodanych v pevné fazi. Nize uvedeni&dy molarnich hmotnosti
ziskané pomoci univerzalni kalibrace jsou oriémitaa jejich vyznam je
relativni. K tabulkam jsou pifazena grafick4 znazasmi signah viskozitniho a
refraktometrického detektoru obr. 6.4, 6.6, 6.8, 6.10, 6.11. Na obrazcich 6.7
a 6.5 jsou znazo#ny diferencialni a integralni distriboi kiivky.

Tab. 6: Vzorky obsahujici kvastimni biomasu a kyselinu niéou v pongru 1:5
(doba hydrolyzy 2, 4, 6, 8.5, 12 a 24 hodin)

Vzorek M, [kg/mol] M, [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 piku pod moZnosti detekce
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Obr. 6.4: Signal viskozitniho detektoru: piky odpovidajicotpmim jsou
v oblasti retedniho casu 15-19 minut, s rostoucirdasem hydrolyzy dochazi
k posumm piki v vySSimu reteimimucasu, tedy k mensi molarni hmotnosti.
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Obr. 6.5: Diferencialni a integralni distribéni kfivka pro vzorek 2 1:5 4h.

64



Tab. 7: Vzorky obsahujici kvastini biomasu a kyselinu niaou
v porréru 1:10 (doba hydrolyzy @p 2, 4, 6, 8.5, 12 a 24 hodin)

Vzorek M, [kg/mol] M, [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 - - - %

FResponse Rl detector (s

I
1T 1rrr1rrr1rr1r 1111 1711711101111 171717 1T 177171

01 23 4 5 6 7T & 8101 1213 1413 BT 18190 N 2B UE BT HBENAN
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Obr. 6.6: Signal viskozitniho detektoru: piky odpovidajicdtpimnim jsou
v oblasti retedniho casu 15-20 minut, s rostoucirdasem hydrolyzy dochazi
k posumm piki v vy§Simu retemimucasu, tedy k mensi molarni hmotnosti.
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Obr. 6.7: Diferencialni a integralni distribéni kfivka pro vzorek 4 1:10
8.5h.

Tab. 8: Vzorky obsahuijici kvastini biomasu a 5% kyselinu ntiéou

Vzorek M, [kg/mol] M, [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: Signaly viskozitniho a refraktometrického detektopiky
odpovidajici proteidim jsou v oblasti retemiho casu 15-19 minut, s rostoucidtasem
hydrolyzy dochazi k posém piki v vySSimu retemimu casu, tedy k mensi molarni
hmotnosti.

Tab. 9: Vzorky obsahuijici kvastini biomasu a 2,5% kyselinu niléou

Vzorek M, [kg/mol] M, [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
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Obr. 6.9: Signaly viskozitniho a refraktometrického detektopiky
odpovidajici proteifdim jsou v oblasti retemiho casu 15-20 minut, s rostoucidasem
hydrolyzy dochazi k posém piki v vy§8Simu retemimu casu, tedy k mensi molarni
hmotnosti

Tab. 10:Vzorky obsahujici kvastini biomasu a 5% kyselinu ndiéou

Vzorek M, [kg/mol] M, [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: Signaly viskozitniho (DP) a refraktometrického (Bétektoru:
piky odpovidajici protetim jsou v oblasti retemiho ¢asu 15-20 minut, s rostoucim
casem hydrolyzy dochazi k posom piki v vy$Simu retefmimu casu, tedy k mensi
molarni hmotnosti

Tab. 11:Vzorky obsahujici kvastimi biomasu a 10% kyselinu nidlgou

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 19
biomasa_5 10% 11 18 1,6
biomasa_6_10% 12 12 1,6
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Tab. 12: Vzorky obsahujici kvastini biomasu a 10% kyselinu ndlgou

Vzorek M, [kg/mol] My, [kg/mol] PD
biomasa_1 10% 19 46 2,4
biomasa 2 10% 20 42 2,1
biomasa 3 10% 17 31 19
biomasa_4 10% 11 22 2,0
biomasa 5 10% 11 20 19
biomasa_6_10% 12 15 1,2
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Obr. 6.11: Signaly viskozitniho (DP) a refraktometrickéirl)(detektoru:
piky odpovidajici protetim jsou v oblasti retemiho ¢asu 15-20 minut, s rostoucim
casem hydrolyzy dochazi k poson piki: v vySSimu retemimu casu, tedy k mensSi
molarni hmotnosti.
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Z vysledki uvedenych v tabulkach 2 — 4 vyplyva, Ze nejvhggirtestovanou
koncentraci hydrolyzaiho cinidla v pripact kyseliny mli€né je 2,5 % vlv, u
které byly zjifovany (v ramci testovanych podminek) maximalnié&iky
dusikatych latek (az 30 % w/w) a minimalni obsabpeadovin (mén jak 14 %
w/w). Z hlediska hydrolyzmniho ¢asu se jevi jako optimalni (za danych
podminek) 6 — 8hodinnova hydrolyza. DalSi zvySovagoskytuje signifikantni
narist obsahu dusikatych latek ve é&snpo centrifugaci, a to ani zvySime-li
dobu hydrolyzyétyi- ¢i osminasobé
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6.2 Hydrolyza pivovarské biomasy Il. - Analyza aminoky®lin

Nasledujici hydrolyzy byly za#&eny na stanoveni obsahu aminokyselin
v zavislosti na dab hydrolyzy. Kyselina mléna v koncentracich 80%, 40%,
20% (w/w) byla pouzita jako hydrolyzai ¢inidlo spolu s koncentrovanou
kyselinou chlorovodikovou.

Z nangfenych zavislosti byly pomoci nelinearni regrese treesy
hydrolyzani kiivky, z kterych byly vypeéitany gislusné korekéni faktory.

K analyze byl pouzit vzorek vysusené kvasii biomasy, ktery byl poskytnut
pivovarem Zubr. Analyza probihala identicky v 20taktovacich sklemych
tubach, kde bylo navazendegné mnozstvi vzorku a zalito 15 ml kyseliny
chlorovodikové o koncentraci 6 mol/l, dale kyselinml&nou v koncentracich
80%, 40% a 20%. Pro odstesm kysliku ze sklegné vialky byl vzduch
vytésrén probublavanim argonem po dobu 1 minuty. Weaeé a dote
prott‘epané tuby byly umisty do termobloku, kde byly vystaveny teglot
110°C po dobu 1, 3, 6, 9, 12, 18, 21, 24, 48, ®,120 a 144 hodin. Pro
kontrolu a pesrgjSi méreni byl tento postup pro jednotlivé vzorky opakowdn
dewtkrat. Po skoteni hydrolyzy byl vzorek v tubochlazen a kvantitativn
pieveden do odpavaci baky. Po odp#eni vzorku byl obsah roedn
davkovacim pufrem 2,2 do 25ml odmych bagk. Smes byla gefiltrovana
pies mikrofiltr (0,4%um) a nasledd vioZzena v ampulkdch do analyzatoru
aminokyselin a podrobena analyze.

V tabulce 13 jsou znazofmy odhadnuté hodnoty regresnich paratngtio
hydrolyzu HCI pro stanovené aminokyseliny v piveka#r biomase.
K nejwétSimu uvohovani aminokyselin dochazelo mezi 10 a 20 hodinou
hydrolyzy. Z tabulky 13 je patrné, Ze o uvoVvani po 20 hodih hydrolyzy
swedci nizké hodnoty rychlosti uvisbvani f) pro valin, leucin a izoleucin.
VySSi mira ztraty Ij pii kyselé hydrolyze byly zjishy u nestabilnich
aminokyselin threonin, serin a tyrozin. Netypicksalgh hydrolyz&ni kiivky
Vv porovnani s ostatnimi kyselinami vykazuje histidi
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Tab. 13: Hodnoty odhadnutych paramétd, (zjisSttny obsah aminokyselin
v biomase, h (rychlost uvdvani aminokyselin) a | (mira ztraty aminokyselin)

ziskanych nelinearni regresi.

Aminokyseliny Ao h I

Asparagova kyselina 32,2605 1,1116 0,0008
Threonin 17,0823 0,6914 0,0030
Serin 17,7486 1,34141 0,0065
Glutamova 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 nasledujici tabulce 13 jsou vyfitany korel@ni faktory pro jednotlivé

AMK po hydrolyze HCI a 20%, 40%, 80% kyselinou tméu.
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Tab. 14: Korelani faktory pro obsah aminokyselin (podil hodnoty A
z nelinearni regrese a ¥yku chemické analyzy za 24h.)

Korelaé¢ni faktory
Aminokyseliny

I' Hel I' 209%6kys.mléna I 400%6kys.mléna I' 809%6kys.mléina
Asparagova 0,9237 1,7445 20629 57230
kyselina
Threonin 0,9631 18,9088 15,4439 23,6195
Serin 1,0420 12,0771 12,9490 42,5125
Glutamova 09031 27,8692 23,8369 37,9108
kyselina
Prolin 0,9667 12,3150 10,0403 13,3163
Glycin 0,9009 6.5646 6.4023 57833
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 85911 9.2742 9.2973
Tysosin 1,0257 3.6941 10,1801 11,4545
Fenylalanin 0,9223 1,3233 1,7082 2 4180
Histidin 00943 24,5884 20876 3,2106
Lysin 0,8825 16,4423 12,4347 15,9090
Arginin 1,0487 15,2438 16,0020 28,0521

Pro hydrolyzu pivovarské biomasy kyselinou chlomikovou se korekmi

v s

faktory pohybovaly kolem
aminokyseliny leucin a isoleucin — 0,85. Naopakvpg$i korel&ni faktory byly
pozorovany u serinu a argininu — 1,04.

Pro hydrolyzu pivovarské biomasy kyselinou éméu v koncentracich 20%,
40% a 80% byly zjigny pontrné vysoké hodnoty koretaich faktoti ve vSech
koncentracich. Zefit pouzitych koncentraci kyseliny nilge vykazovala
nejvyssi @innost uvohovani aminokyselin 20% kyselina mif&, nicmén
nedochazelo k dosazeni srovnatelnéhaszktt jako u hydrolyzy s pouzitim
HCI. Vypoctené vysoké hodnoty korelaich faktofi nelze prakticky pouzit pro
analytické dely.
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Kontrola spravnosti regresniho modelu pro HCI hytavedena srovnanim
koncentrace aminokyselin z odhadnuty¢ivék s koncentraci chromatograficky
aminokyselin pocignych

stanovenou.

Srovnanim

hodnot

z odhadnutych hydrolyzaich Kivek pro
chromatograficky stanovenou, byl u vSech aminokysékrome leucinu)
zjiSttna akceptovatelna
z hydrolyz&ni kiivky odhadnuté a skute¢ nangiené hodnoty obsahu
aminokyseliny). Pro 48. hodinu nebylo dosazeno gované pesnosti pro
vétSinu aminokyselin. Pro 144. hodinu byla zjif srovnatelna odchylka jako
pro 21. hodinu, krogleucinu a tyrosinu.
V tabulce 14 je vyjaitbn stanoveny obsah aminokyselin a jejich odchytka o
skute&né hodnoty.

odchylka 90-110%

obsahu

21.

(vygea

hodinu s koncentraci

jako  porr

Tab. 15: Obsah uvolanych aminokyselin vyptieny z regresniho modelu pro
21., 48. a 144. hodinu hydrolyzy pomoci HCI a sémins hodnotami skute¢

namerenymi*
Aminokyseliny Doba hydrolyzy a srovnani se skuiné namérenymi hodnotami
21h 48h 144h
Asparagova
kyselina 38,6+ 1,46| 90%*| 38,0+250 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%| 150+1,14 87,00%6,1+0,66 | 1150%
Glutamova
kyselina 38,9+3,33| 100,3% 44,4301 86,80984,4+3,37| 107,2%
Prolin 13,4+0,94| 98,1% 13,4+0,57 97,80%42,8 +0,43| 101,4%
Glycin 15,7 +1,02| 102,7% 19,1+1,35 84,209%45,7+1,43| 101,5%
Alanin 21,0+1,81| 97,1%| 225+048 90,40%48,7+1,94| 107,6%
Valin 19,3+ 1,10/ 103,0% 22,1+0,45 89,70948,8+1,98| 104,5%
Isoleucin 14,8+0,92| 1050% 18,1+0,12 857Q%4,7+1,76| 104,5%
Leucin 231+0,92| 67,2%| 254+0,12 61,109%21,0+1,76| 73,1%
Tyrosin 11,4+1,41| 96,1% 11,0+0,9p 85,60%4,8+1,01 | 1150%
Fenylalanin | 13,4+0,72| 99,6%| 14,5+0,40 91,80943,1+1,25| 100,6%
Histidin 74+0,62 | 104,2% 83+027 90,10%6,5+0,50 | 103,5%
Lysin 250+2,00 97,8% 27,1+056 89,709%22,5+2,30| 106,2%
Arginin 18,9+1,93| 92,9% 19,4+231 88,40%44,7+1,34| 106,9%
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Pribéh zavislosti obsahu jednotlivych aminokyselin nab&ddydrolyzy
znézotiuji obr. 6.12 - 6.26, pro hydrolyzai ¢inidla HCI, 20%, 40% a 80%
kyselinu ml€nou.
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Obr. 6.12: Hydrolyzani kfivka (zavislost obsahu aminokyseliny na dlob
hydrolyzy) pro kyselinu asparagovou.

K nejwtSimu uvohovani kyseliny asparagové pro vSechny pouzité kygel
dochéazelo v rozmezi 10 az 20 hodin. Nppd kyseliny chlorovodikové nastal
klesajici trend po 21 hodinnaopak u kyseliny mé@é pro vSechny koncentrace
dosSlo k rostoucimu trendu.

Tab. 16: Obsah kyseliny asparagove v 21., 48 a 144 kdupdrolyzy

20% 40% 80%
Cas (h) HCI kyselina kyselina kyselina
mlé¢na mlé¢na mlé¢na
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: Hydrolyza'ni kfivka (zavislost obsahu aminokyseliny na &ob
hydrolyzy) pro threonin.

Pti hydrolyze HCI dochazelo k negjtsimu uvohovani threoninu v intervalu
10 az 20 hodin, po 20. hodimydrolyzy né€la kiivka zn&né klesajici trend. #
aplikaci kyseliny mléné dochazelo k pozvolnému ukiol/ani threoninu, po 20.
hodins hydrolyzy n€la mirné rostouci trend.

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

20% 40% 80%
Cas (h) HCI kyselina kyselina kyselina
mlééna mlééna mlééna
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: Hydrolyzani kfivka (zavislost obsahu aminokyseliny na dlob
hydrolyzy) pro serin.

Z grafu 6.14 je patrny rozdil mezi pouzitim HCI gskliny ml€né. Ri
aplikaci HCI dochéazelo k nej{simu uvohovani serinu mezi 10 a 20 hodinou,
poté ma kivka vyrazré klesajici trend. P pouziti tizné koncentrované
kys.ml&né dohazelo k postupnému a pozvolnémuiomdni serinu.

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

20% 40% 80%
Cas (h) HCI kyselina kyselina kyselina
mlééna mlééna mlééna
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: Hydrolyza’ni kifivka (zavislost obsahu aminokyseliny na &ob
hydrolyzy) pro kyselinu glutamovou.

V tomto gipact dochazelo k neptSimu uvohovani kyseliny glutamové mezi
10 a 20 hodinou vifpadt HCI, po 40 hodia hydrolyzy ma kivka mirrg

klesajici trend.

uvolihovani AMK.

Aplikace kyseliny ndléé @inasi velice malé a pozvolné

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

20% 40% 80%
Cas (h) HCI kyselina kyselina kyselina
mlééna mlééna mlééna
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: Hydrolyzani kfivka (zavislost obsahu aminokyseliny na dlob
hydrolyzy) pro prolin.

Pti hydrolyze HCI dochazelo k nejisimu uvohovani prolinu mezi 10 a 20
hodinou. Po tomto intervalutikka ziskava velmi mirny @béh. Ri hydrolyze
v8emi koncentracemi kyselinou mitu se hodnoty uvoémého prolinu
pohybovaly pod 10% hodnoty ziskané hydrolyzou HCI.

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

20% 40% 80%
Cas (h) HCI kyselina kyselina kyselina
mlé¢na mlé¢na mlé¢na
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: Hydrolyza'ni kfivka (zavislost obsahu aminokyseliny na &ob
hydrolyzy) pro glycin.

K nejwtSimu uvohovani glycinu pro HCI dochézelo v intervalu 10 & 2
hodin. Od dosazeni 48. hodiny byl zaznamenam dnkiesajici trend u
hydrolyzani kiivky. Pri aplikaci kyseliny mléné pro vSechny pouzité
koncentrace bylo uvabvani glycinu od p&atku hydrolyzy pozvolné.

Tab. 21: Obsah glycinu v 21., 48 a 144 hodimydrolyzy

20% 40% 80%
Cas (h) HCI kyselina kyselina kyselina
mlééna mlééna mlééna
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: Hydrolyzani kfivka (zavislost obsahu aminokyseliny na @ob
hydrolyzy) pro alanin.

V tomto @ipact dochazelo k neptSimu uvohovani alaninu v intervalu mezi
10 a 20 hodinou hydrolyzy pro HCI. Pro vSechny lemtace kyseliny miié
byla rychlost uvatovani alaninu imo ung€rna dok hydrolyzy a po celou dobu
meéla hydrolyz&ni kiivka prudce rostouci trend. Ve srovnani s ostatiiMK
je z grafu patrny rozdil vdinnosti pouzité kyseliny méneé.

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

20% 40% 80%
Cas (h) HCI kyselina kyselina kyselina
mlé¢na mlé¢na mlé¢na
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: Hydrolyza’ni kfivka (zavislost obsahu aminokyseliny na &ob
hydrolyzy) pro valin.

Pri aplikaci kyseliny mléné dochazelo k pozvolnému usiovani valinu. Po
20. hodi m¢la hydrolyz&ni kiivka rostouci trend. Vipad HCIl dochazelo
k nejwtSimu uvohovani valinu po 20. hod# Hydrolyzani kiivka mgla po
dosazeni 48. hodiny hydrolyzy stagnujici, po 126dite mirr¢ klesajici
charakter.

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

20% 40% 80%
Cas (h) HCI kyselina kyselina kyselina
mlé¢na mlé¢na mlé¢na
21 100,00% 5,30% 5,86% 512%
48 100,00% 7,40% 8,58% 7,08%
144 100,00% 19,73% 29,81% 20,44%

83



N
o

H
[ee]
[
[
[
|
|

u [ ]
|
16 2 l ] ]
14 ! [ | I [ |
.= u
13, 12 i [ mile HCI
210 @lle MIK20
e
g I 4 lle MIK40
S 8 .. Alle MIK80
¢ W N
1
- , & b
2 Y
0 ‘7 N
0 20 40 60 80 100 120 140 160

¢as (h)

Obr. 6.20: Hydrolyza’ni kiivka (zavislost obsahu aminokyseliny na @ob
hydrolyzy) pro isoleucin.

Aplikace kyseliny mléné Finasi pozvolné uvdbvani isoleucinu. # pouziti
HCI dochazelo k neptSimu uvohovani AMK kolem 20. hodiny hydrolyzy, po
40. hodi hydrolyzy n¢la kiivka stagnujici charakter a po 120. hadmirne
klesajici charakter.

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

20% 40% 80%
Cas (h) HCI kyselina kyselina kyselina
mlééna mlééna mlééna
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: Hydrolyza’ni kfivka (zavislost obsahu aminokyseliny na &ob
hydrolyzy) pro leucin.

Pti pouziti HCI dochazelo neftSimu uvohovani AMK kolem 20. hodiny
hydrolyzy. Po 20. hodih hydrolyzy ngla hydrolyz&ni kiivka stagnujici
charakter. R pouziti kyseliny mléné vykazovaly hydrolyzai kiivky rostouci
trend jiz od poatku hydrolyzy.

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

20% 40% 80%
Cas (h) HCI kyselina kyselina kyselina
mlé¢na mlé¢na mlé¢na
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: Hydrolyza’ni kifivka (zavislost obsahu aminokyseliny na @ob
hydrolyzy) pro tyrosin.

Aplikace kyseliny mliéné @inasi pozvolné uvdébvani tyrosinu, s rostoucim
trendem. K nejgtSimu uvohovani tyrozinu dochazelofiphydrolyze pomoci
HCIl atypicky jiz v prvnich hodinach hydrolyzy. Pooshzeni 20. hodiny
hydrolyzy m& hydrolyzéni kiivka vyrazré klesajici trend.

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

20% 40% 80%
Cas (h) HCI kyselina kyselina kyselina
mlééna mlééna mlééna
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: Hydrolyza’ni kfivka (zavislost obsahu aminokyseliny na &ob
hydrolyzy) pro fenylalanin.

Z grafu jasg vyplyva, ze aplikace kyseliny md@é je pondrné U¢inna (i
uvolovani fenylalaninu. K neftSimu uvohovani fenylalaninu dochazi pro
vSechny pouzité koncentrace do 20. hodiny hydrolyzy

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

20% 40% 80%

Cas (h) HCI kyselina kyselina kyselina

mlé¢na mlé¢na mlé¢na
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: Hydrolyza’ni kfivka (zavislost obsahu aminokyseliny na &ob
hydrolyzy) pro histidin.

Z grafu je patrny rozdil, plynouci z pouziti HCI kyseliny mi&né. Ri
aplikaci HCI dochéazelo k nejts§imu uvohovani histidinu v intervalu hydrolyzy
10 az 20 hodin. i hydrolyze 80%-ni kyselinou miéou po 144 hodiobsah
histidinu nebyl zjistn.

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

20% 40% 80%
Cas (h) HCI kyselina kyselina kyselina
mlé¢na mlé¢na mlé¢na
21 100,00% 4,32% 29,88% 33,31%
48 100,00% 517% 37,45% 30,01%
144 100,00% 44,69% 41,78% 0,00%
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Obr. 6.25: Hydrolyza’ni kfivka (zavislost obsahu aminokyseliny na &ob
hydrolyzy) pro lysin.

K nejvétSimu uvohovani lysinu v pipact hydrolyzy HCI dochazelo
v intervalu 10 az 20 hodin, od 40. hodiny hydrolymga Kivka mirré klesajici
trend. V gipact kyseliny ml€né dochazelo k postupnému waani AMK a
hydrolyzani kiivka ma mirg rostouci trend.

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

20% 40% 80%
Cas (h) HCI kyselina kyselina kyselina
mlééna mlééna mlééna
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%

89



25

[ |
o
1K = "
[ m
[ ]
L g = § ¢
415 . B
2 } - BArg HC
2 u #Arg MIK20
e
3 [ | a Arg MIK40
S 10
° l AArg MIK80
5
A
S S S S
y A AN ‘ t ‘ A
0
0 20 40 60 80 100 120 140 160
¢as (h)

Obr. 6.26: Hydrolyza’ni kiivka (zavislost obsahu aminokyseliny na @ob
hydrolyzy) pro arginin.

Aplikace kyseliny mléné pinasSi velice malé a pozvolné usiovani
argininu. Ri aplikaci HCl dochazelo k nejtSimu uvohovani argininu
v intervalu 10 az 20 hodin. Od 40. hodiny hydrolya@ hydrolyzani kiivka pro
HCI mirrg klesajici trend.

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

20% 40% 80%
Cas (h) HCI kyselina kyselina kyselina
mlé¢na mlé¢na mlé¢na
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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Zawrem lzefici, Ze u sledovanych 15 aminokyselin (asparagoxselina,
threonin, serin, glutamova kyselina, prolin, glycialanin, valin, isoleucin,
leucin, fenylalanin, tyrosin, histidin, lyzin a @m@q) dochazelo $ hydrolyze
HCI k nejwtSimu uvohovani v intervalu mezi 10-20 hodinou. Vysoké hognot
uvolovani h byly zjiStny u tyrosinu a histidinu, naopak nizké hodnoty
uvolovani byly zjis&¢ny u valinu, leucin a isoleucinu. Miru degradace K&l
jeji ztraty vyjaduje parametil. Pongrné vysoké hodnoty byly pozorovany u
threoninu, serinu a tyrosinu.

Srovnanim koncentrace aminokyselin z odhadnutytikek s koncentraci
chromatograficky stanovenou byla provedena kontsgeavnosti regresniho
modelu pro HCI. U vSech AMK byla zji&§ta akceptovatelna odchylka 90-100%
pro 21 hodinu, pro 48 hodinu nebylo dosazeno poZaséné pesnosti a pro
144 hodinu (kroré tyrosinu a leucinu) byla zji&ha akceptovatelna odchylka
90-100%.

Tabulka 14 pedstavuje fehled korelanich faktofi pro HCI a pro kyselinu
mlénou v koncentracich 80%, 40%, 20%. Pro HCI byl ct@n nejvysSi
korelani faktor u serinu, tyrosinu a argininu. Naopak nmepSi koreléni
faktory vykazovaly leucin a isoleucin. Kyselina #mé ve vSech koncentracich
vykazovala velmi vysoké koralai faktory, které jsou dany povahou kyseliny a
jeji ponmerné nizkou disociani konstantou. Z toho plyne jeji nizkgigek pi
uvolovani AMK z proteiii a nelze pouZzit jeji korelai faktory pro objektivni
zhodnoceni vysledku.
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6.3 Hydrolyza kolagenovych stivek

Po navazeni 25g kolagenovychstk, se divka nastihala na malé kousky a
vlozila do izotermniho reaktoru. Keristkim se pidalo 250 ml destilované vody
a pH bylo upravenoifdavkem 35 ml N-butylaminu na poZadovanou hodnotu
pH 8-9. Reaktor se nastavil na pozadovanou tepltwbsah se zal
promichavat fdelovym michadlem. Oty htidelového michadla byly
nastaveny na 600 @&k za minutu. Okamzitpo dosazeni poZzadované teploty
se do pipravené srési pridal enzym Alcalase Po utitych ¢asovych intervalech
se z reaktoru vzdy odebiralo 30 ml hydrolyzaturkieyl nasleds zfiltrovan.
Urcity podil kapalné faze byl pouzit pro Biuretovukei z které byl ziskaniry
roztok pro stanoveni obsahu dusiku, tzn., Ze byktolo podroben
fotometrickému réfeni pro zjis¢ni absorbance a poté byl stanoven obsah dusiku
dle kalibra&ni kiivky. Celkem byly promsteny ¥ vzorky proti slepému pokusu a
z nangienych absorbanci byl vypiddn aritmeticky pkmer.

Pro stanoveni kalibtai kiivky byl pouzit suchy hydrolyzat komari produkt
HYKOL E, kde byl stanoven obsah dusiku dle Biurgtoetody.

Pfi vyhodnoceni nagtenych dat jsem vychazela z rovnice kinetiky prvniho
fadu, tj. ze zavislosti rychlosti reakce na konamitnezreagované bilkoviny.
Tuto zavislost popisuje nasledujici diferenciatninice

ac (6.1)

Separaci progmnych a integraci (v mezich c(0)=0 a)e@) ziskame rovnici

a 6.2
[ oc =-In(c, -c); =k r (6-2)
0Ch —C
Pro vyhodnoceni rychlostni konstantyizeme rovnici zjednodusit
In—Sn =k (6.3)
c,—C

n

kde prakticky pisuzujeme ghodnotu narérenou i nejdelSi dob trvani
hydrolyzy, c je koncentracedaser.
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Casovy pfibéh je ukézan v tabulce 31 a obrazek 6.2&dptavuje zavislost
koncentrace dusiku riase.

Tab. 31:Casovy pfibéh hydrolyzy kolagenniho materialdi peplo® 65°C

a T [min] En In—n
C,—C c,—C
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 - -

Casovy pribéh hydrolyzy kolagenniho materialu pfi 65C

4000
= L 2
3 N
~ *
2 3000 - .
4 .
©
3 S
£ 2000 -
o S
(8]
c
o
X
1000 - .
0 T T T 1
0 50 100 150 200
t (min)
Obr. 6.27: Hydrolyzani kivka kolagenniho materidlu - zavislost

koncentrace dusiku nase
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Nasledujici obrazek vyhodnocuje zavislostifirgzgeného logaritmu
bezroznérné koncentrace n&ase a slouzi ke stanoveni rychlostni konstanty
hydrolyzy kolagenniho materialu.

34 Zavislost pfirozeného logaritmu na ¢ase hydrolyzy
kolagenniho materialu pfi 65C
2,5 A .

In((c./(coc))
o

Rovnice linearni regrese

0,5 A y =0,0143x + 0,1043
R2=0,8518
0 T T T 1
0 50 100 150 200

t (min)
Obr. 6.28: Zavislost girozeného logaritmu bezrozmmé koncentrace na

case

Linearni regresni analyzou byla zi$a rychlostni konstanta k= 0,0143 fhin
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6.4 Stanoveni efektivniho difusniho koeficientu

Pro nandieni experimentalnich dat byl pouzit kokwrhydrolyzat, vyrobeny
enzymatickou hydrolyzou dechromaci postruzin poskiyt spolénosti
STOSPOL ValaSské Mai#éi. Pripraveny hydrolyzat, ktery dale slouZil, jako
model biostimulatoru byl analyzovan pro obsah atyselin a pimérnou
molekulovou hmotnost. Tyto Udaje jsou nezbytné pwdhad kvality
biostimulatoru a jeho transportnich vlastnosti.

Stanoveni jednotlivych parameéfisou popsany v analytickych metodach.

Pramérnd molekulova hmotnost byla zjga 18 200g/ml a index
polydisperzity byl roven 12,1.

Navzdory tomu, Ze molekulovd hmotnost biostimulatig pongrné vysoka,
index polydisperzity ukazuje, Zeftipraveny biostimulator obsahuje Siroké
spektrum makromolekul, které se vyznaniisi délkoutetzce (tj. distribuce
molarnich hmotnosti neni jednotna). Proteinovéthigatory obvykle obsahuji
velké zlomky makromolekul a oligomer stejré jako volné aminokyseliny,
avSak stéle neni jasné, ktetfast nese pozadované vlastnosti biostimulatoru.
Z tohoto divodu je gipraveny hydrolyzat vhodny pro zkoumani transpatini
parametit biostimulatoru.

Cast experimetitbyla realizovana pomoci navrzené difusni cely @B8).

Obr 6.29: Difusni cela

Po upevrini prepazky v difusni cele byl do jedné komory nalitdbimulator
a do druhé komory destilovana voda. Oba roztoky hgllity ve stejnéntase a
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od tohoto okamziku se ¢&fil cas difuse biostimulatoru. Koncentrace
biostimulatoru byla rrena Biuretovou a Bicinchoninovou metodou, odebranim
piesného mnozstvi vzorku z komory najpié vodou.
Vynesenimin|c,/(c, — c)]oproti ¢asu jsem ziskalarfku, z jejiz smrnice jsem
zjistila rychlostni konstantu, ktera je nezbytnao pstanoveni difusniho
koeficientu pomoci kvazistacionarni metody. Parayngtdnotlivych pokug a
odhadnuté difusni koeficienty jsou popsany v tab@2.

Tab. 32: Odhadnuté difusni koeficienty

Metoda
stanoveni
koncentrace
biostimulatoru

Piepazka V[m¥ S[m] b[m] khodJ D[m2.s7]

Fig;z I,cvr”" 10 30.10° 1,410 0,0151 Biuretova metoda  1,17.f0
Fig;‘;iérm 10* 30.10° 1,410 0,0004 Biuretova metoda 3,10.1%
F‘r')t;";‘) I,ér”" 10° 30.10° 1,410' 0,002 Biuretova metoda 1,56.1%
Fig;z I,cvr”" 10* 30.10 1,4.10° 00012 BCAmetoda  9,33.18
Fig;z I,cvr”" 10° 3010° 14.10° 0002  BCAmetoda  1,56.19
L\;rsl'% 10* 30.10* 4,510* 2.10° Biuretova metoda  5.10
Kaéltg:‘o"y 10 30.10° 0,13.1C° 3.10° Biuretova metoda 2,22.79
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Obr. 6.30: Zavislost koncentrace biostimulatoru rase pes pepazku
kaStanovy list
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Obr. 6.31: Zavislost koncentrace biostimulatoru rase pes pepazku
filtracni papir
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Nasledovaly experimenty pofenim fepkovych lisk (Brassica napus
var.napu$ do biostimulatoru v erlenmayerdbaice.

Cerstw utezané listy byly porieny do roztoku biostimulatoru o koncentraci
7,7% (w/w), gicemZ namokove&islo bylo rovno 1,5. Rmérna tlouska listi
byla meiena posuvnym giidlem, jeji hodnota byla 0,45mm. \fgdepsanych
casovych intervalech bylo odebirandegné mnozstvi vzorku, koncentrace
biostimulatoru byla zjifovana Biuretovou metodou. N&fené koncentrace
byly vyneseny oproti druhé odmocgigasu a vyhodnoceny linearni regresi.
Celkova absorpce biostimulatoru se pak rovna pakiesotnosti biostimulatoru
v roztoku a efektivni difusni koeficient Ize odhadhz Crankovi rovnice (4.22).

_ Gp—G(D) _ 2 1+NaF
CO(T)_CO,,-CO(OO) Jm Na Vb*’

kde ¢, (o) vyjadituje rovnovaznou koncentraci roztoku biostimulatoru.

Koncentrace biostimulatoru [1]

0 O ' L L 1 L ' s L L L L L 1

s s s | s s s s s s
10 20 30 40 50 60
Druha odmocnina €asu [min'm}

Obr. 6.32: Zavislost koncentrace biostimulatoru na druhé odmmccasu?
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Pomoci Crankovi rovnice byl odhadnut efektivni difiikoeficient 9,1. 13
m/s. Tato hodnota efektivniho difusniho koeficienadpovida Gddim
zverejrénych v [64], nicméd hodnota nakteného koeficientu je velmi nizka a
odpovida hodnet kutikularnino difusniho koeficientu (ktery je n&si
v prostedi listu). Toto potvrzujefipdpoklad v [65], Ze mira penetrace zavisi na
velikosti pronikajici molekuly. Jeréba poznamenat, Ze vybrand analyticka
metoda nerozliSuje meztiznymi délkami molekul, vyptiena hodnota je pak
pramérny koeficient mezi vSemi peptidy ve sledovan@&sim
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7.APLIKACE NAVRZENEHO MATEMATICKEHO
MODELU

Efektivni difusni koeficient je zakladnim prvkenvnzeného modelu, protoze
uréuje mnozstvi biostimulatoru schopného zasahnounrdkmista listu jiz ped
dosazenim poZadovanéliasu. To umoiuje zvolit optimalni podminky pro
aplikaci biostimulatoru (tj. optimalni teplota, Wibst, rychlost ¥tru).
Navrhovany model bere v avahu rozped# (nap. voda), odpsovani
z roztoku biostimulatoru a jeho simultanni difusi tistu. Model ukazuje, Ze
klimatické podminky maji vliv na fyzikalni podstatansportu procesem zmy
koncentragniho gradientufizenim pgijmu biostimulatoru do éa rostliny. Ke
zkoumani tohoto jevu byly porovnaryyii rizné simulace, jejichZz parametry
jsou uvedeny v tabulce 33:

Tab. 33: Vstupni parametry pro simuladtipnu biostimulatoru do&ta rostliny

Parametry Jednotka l. . 1. V.
Na [1] 1 1 1 1
D [m?.sY] 9,1.10™ 9,1.10" 9,1.10" 9,1.10"
d [%] 100 30 91 91
T [°C] 25 30 12 12
U [m.s?] 0,0 7,5 0,2 13,5
£ [1] 0,5 0,5 0,5 0,5
b [m] 10* 107 10* 10*
Cop [kg.m?3| 10 10 10 10
8 [m] 5.10° 5.10° 5.10° 5.10°
Ev [1] 532 980 66 536

Prvni situace (ozkana 1.) popisuje idealni podminky skleniku. Relaitiv
vihkost je 100%, takZze nedochazi k Zadnému fm@ai a difusni proces ma
dostatekéasu k dosazeni rovnovahy. Vyvoj simulovaného peaeoncentraci
biostimulatoru uvnitlistu je znadzorén na obrazku 7.1.
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Obr. 7.1: Simulace |. Vyvoj koncentfaiho pole biostimulatoru uvrit
listu.?

Prihledna rovina zobrazena na obrazku (uwnistpod povrchovou vrstvou
kde X=1) predstavuje vnihi okraj pokozky listu. Z obrazku je patrne, ze
koncentrace v povrchové vrstilistu klesa Wase a prakticky konstantni
koncentrace biostimulatoru je dosazeno v ramciheelistu, kdyz bezrozamny
¢as dosahne jednotky £FL).

Zcela jina situace je znaza@ma v druhém fipadt (ozn&ena I1.). Podminky
jsou vybrany tak, aby odpovidaly horkému letnimu dieplota je vysoka, nizka
vihkost vzduchu a vitr je dost&te silny (k pohybu malychatvi¢ek, odpovida
Beaufortovucislu - 4). Nasledujici obrazek 7.2 ukazuje, Zeogitsi proces je
ukonten velmi rychle (hodnotaFje nizSi nez 0,0014) a prakticky zadny
biostimulator nedosahne viitho objemu lidi.
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Obr. 7.2: Simulace Il. Vyvoj koncenitaiho pole biostimulatoru uvrit
listu.?

Nicmére koncentrace biostimulatoru se zvySuje v povrchogég, zejména,
kdy dochazi k ukateni doby, kdy jeho hodnota stoupa velmi rychle.tdgav
je zpisoben odp@vanim, které v tomtoifpact postupuje mnohem rychleji nez
difuse biostimulatoru. Vysledkem je zvySovani kamcace biostimulatoru
v povrchoveé vrst¥, urychli se pijem, protoze rozdil v koncentracichrep
hranici listu je hnaci silou tohoto procesu.

Model jas® nadhodnocuje difusni rychlosti koncentrovanéhgtimaulatoru
kratce ged ukorenim doby, protoze vyuziva tpmérnych hodnot difusnich
koeficienti. K ukonteni procesu dochazi, kdyz se vSechna vodaiodpa

V tomto okamZziku nastava otazka, zda biostimulat@chazejici pod
pokozkou by mohl ovlivnit rostlinu. Domnivam se, jgeto nepravépodobné,
protoze biostimulator uvritpokozky je schopny proniknout daleko higjib
pokud se vSechna rozpoédia na povrchu odga Kronmg toho je propustnost
pokozky zavisla na vlhkosti vzduchu, ktery dalezsje hodnotu efektivniho
difusniho koeficientu.

Tyto Gvahy vedou k zavedenigonérné integralni koncentrace biostimulatoru
pod pokozkou, které je definovano
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b-6

c(r) = f c(t,x)dx
x=0
kdes je tloug’ka pokozky. Zde je podstatny rozdil mezi integr&lmcentraci

vypotenou jen pod pokozkoyc(r)) a celkovou integralni koncentraci

definovanou
b

Crot (T) = f c(t,x)dx

Na nasledujicim obrazku 7.3 je porovnan vyvoj ohléchto integralnich
pramer.

0.30
— 0.25 P
S I i
]
T
3 H |
B 0.20 - P
2
=] i |
Q
O
8
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Bezrozmémy c¢as Fo [1] x 10°

Obr. 7.3: Rozdil mezi integralni koncentraci biostimulatorunitr listu
zahrnujici pokozku, tak i bez pokoZky.

2 grafy byly vytveeny pomoci programu MatLab R2007b.
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Graf ukazuje, Ze v ramci druhé situace (Gem& 1l.) je pouze zanedbatelné
mnozstvi biostimulatoru schopné proniknout pod g#ko Z tohoto dvodu
(¢(x)), mnoZstvi bude pouzito pro posouzeni celkowéné koncentrace
biostimulatoru uvnitlistu. Proto v druhé situaci (oztené 1), celkové mnozstvi
biostimulatoru schopné zasahnout aktivni mistylirgstie pongrné mensi.

DalSi situace (ozrgana lll.) souvisi siedchozi situaci. Letni den je v druhé
situaci (ozn&end Il.) horky, avSak v noci teplota klesa a td@spbi, Ze se
relativni vihkost vyrazé zvySi. Neexistuje prakticky Zadny vitr, a proto
odpd@ovani parametru Ev je nizké. Parametr Ev je definowasledujicim
vztahem:

, = K@psb
pD

Pokud zane foukat silny vitr (Beaufortovéislo-6), hodnota parametru Ev se
zmeni. Situace je simulovana w#vrtém gipad (ozn&eném 1V.). VSechny
Ctyfi simulace jsou shrnuty v tabulce (34).

Tab. 34: Integralni koncentrace biostimulatoru pod pokozgon vSechnygtyrti

simulace
Simulace Integralni koncentrace[1]
I 0,309
Il 0,008
Il 0,614
\% 0,190

Celkova urové penetrace biostimulatorutre byt velmi nizka, pokud nejsou
vhodné klimatické podminky, jak jsem popsala v érgimulaci (ozné&né I1.).
Lze vypaitat, Ze aplikace biostimulatoru byéla byt opakovana fiblizné
39krat k dosazeni stejné penetrace jako ripgok skleniku (simulace 1.).
Nicmére pokud dochazi k pomalému odpeani, koncentrace biostimulatoru
v roztoku se neustéle zvySuje, coz podporuje jeladiovani do listu. Konégna
integralni koncentrace v takoveérrigacd (simulace 1ll.) nize dokonce fgkonat
urovei v pripadt skleniku. Na druhou stranufipvhodné vihkosti mize byt
odpdaovani urychleno ndiklad wtrem (uvedeno v simulaci IV) tak, Ze celkova
arovei penetrace je snizena (cca 2/3) v porovnani sdatimee skleniku.
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8. HLAVNI VYSLEDKY PRACE

Za hlavni vysledky své prace povazuji, Ze se ftmdayrobit hydrolyzaty,
které jsou uplatnitelnéipdevsim jako dopky stravy nebo jako podpny €k
onkologicky nemocnych pacignt Bilkovinné hydrolyzaty lze také vyuZzit
v obdobi rekonvalescence, po Urazech, ptbuéalergii¢i zvySeni imunity, f
poruchach traveni apod. Vyrobené hydrolyzaty makiétspecifické vyuZziti
v zenedélstvi pri ochrarg kulturnich rostlin jako induktory rezistence.

Pri vyrobé hydrolyzati byla otestovana kyselina niléa jako hydrolyzeéni
¢inidlo, ktera neni &n¢ pouzivanym hydrolyzaim cinidlem. Podélo se
stanovit vhodnou koncentraci, kterd poskytovaka Ipydrolyzach nejvyssi
vytéZky dusikatych latek (az 30%hm.) a minimalni obsphgelovin (méa jak
14%hm.). Z hlediska hydrolyZaiho ¢asu se ukazala jako optimalni 6-8
hodinova hydrolyza. Tento stanoveny hydrotyracas odpovida minimu
hlavnich provoznich naklad pricemz ty jsou definovany jako stet naklad
na elektrickou energii pohonu michadla hydrotydho reaktoru a naklady na
spotebu topné pary pro koncentradged&nych hydrolyzal na poZadovanou
koncentraci.

Byly porovnany hydrolyzéni kiivky pro jednotlivé aminokyseliny pro
kyselinou mlénou a chlorovodikovou. Vysledky ukazaly, Ze hydraly
kyselinou mlénou vykazuje po 144. hodirhydrolyzy &innost kolem 20% ve
srovnani s kyselinou chlorovodikovou. Byla proveaekontrola spravnosti
regresniho modelu pro HCIL. Pro 21. hodinu hydrolybyla zjiS€na
akceptovatelnd odchylka pro vSechny aminokyselingoa90-110%. V 48.
hodine hydrolyzy nebylo dosazeno pozZadovandesposti pro #sSinu
aminokyselin. Pro 144. hodinu hydrolyzy byla akosptelna odchylka zji§ha
témei u vSech aminokyselin krohteucinu a tyrosinu.

Na zaklad hydrolyza&nich Kivek byly vypaiteny korel&ni faktory pro 21.
hodinu hydrolyzy a byly sledovany ztraty vznikl&hem kyselé hydrolyzy. Pro
hydrolyzu HCI se korelmi faktory pohybovaly v okoli intervalu 1,00. Nejgi
faktory vykazovaly aminokyseliny leucin a isoleucin0,85. Naopak nejvyssi
korelani faktory byly pozorovany u serinu a argininu 04L, Pro hydrolyzu
kyselinou mlénou v koncentracich 20%, 40% a 80% byly #j$t pongrné
vysoké hodnoty koretmich faktofi ve vSech koncentracich, které jsou dany
povahou kyseliny a jeji po¥me nizkou disociaéni konstantou. Z toho plyne jeji
nizky &inek @i uvolhovani AMK z proteii a nelze pouzit jeji korelai
faktory pro objektivni zhodnoceni vysledku.

U sledovanych 15 aminokyselin (asparagova kyselitmeonin, serin,
glutamova kyselina, prolin, glycin, alanin, valispleucin, leucin, fenylalanin,
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tyrosin, histidin, lyzin a arginin) dochazeldi ghydrolyze HCI k nejetSimu
uvoliovani v intervalu mezi 10-20 hodinou. Vysoké hognotoliovanih byly
zjisteny u tyrosinu a histidinu, naopak nizké hodnotylagwani byly zjis&ény u
valinu, leucin a isoleucinu. Miru degradace AMK i jztraty vyjaduje
parametrl. Pongrné vysoké hodnoty byly pozorovany u threoninu, serau
tyrozinu.

Hodnoty vypd@tenych efektivnich difusnich koeficigntsou velmi nizké,
avSak se tyto vysledkyi@dpokladaly, protoZe bilkoviny biostimulatoru se
skladaji z dlouhych makromolekul, které difundugimi pomalu.

Navrzeny matematicky model je zaloZzen na mechandifuse a v pipact
praktické aplikace ip oSetovani kulturnich rostlin bere v Gvahu odpeaani
vody v zavislosti na klimatickych podminkach.

Navrhovany model fi#ze vys¥tlit rozdily mezi laboratornimi zkouskami a
polnimi zkouSkami. Na zakladprovedenych simutaich vypd@ta v pripac
aplikace biostimulatoru navrhuji nasledujici dopemi:

» Biostimulator je vhodné pouZzit, kdy vihkost vzducjeublizko bodu
nasyceni, ndjklad po desti, brzy ran¢i vecer, zejména kdyz pada
rosa.

* NejlepSich vysledk je dosaZzenoipbez\&tii.

» ZvySovani tlougky vrstvy a péateini koncentrace biostimulatoru vede
k urychleni difuse biostimulatoru do it struktury rostlinnéhceta.

* Vysok& porovitost list podporuje difusi vzhledem k vyS$Si hod#ot
efektivniho difusniho koeficientu.

106



9. PRINOS PRO VEDU A PRAXI

Diserta&ni prace ukazala, Ze vhodna kombinadémpho a nefimého
modelovani ma velky vyznam i v oborech, kde matakgatpopis specifickych
procesi neni lis tradicni. Konkrétré se jednalo o uggny popis hydrolyzy
bilkovinné masy kinetikou prvnihdadu vzhledem ke koncentraci zbylého
podilu v reakni snesi.

Matematicko-statistické zpracovani experimentalndelt bylo pouZito pro
stanoveni paraméirkinetické rovnice hydrolyzy. Byla navrZzena oridimia
aparatura pro #teni difusnich koeficiefit hydrolyzovanych slozek do viit
struktury rostlinnéhcéta.

Na zaklad owvérenych moddl experimentalnimi daty, se vypracoval model
pro tfizeni hydrolyzaniho reaktoru, kdy cilova funkce zahrnuje jak pagtgn
technologické (nasada reaktorujkpn elektromotoru, teplosinna vyménna
plocha), tak i kinetické (rychlostni konstantag¢g@eni koncentrace biomasy) a
ekonomické (cena elektrické energie a tepelné a)erg

Zvlastni gipad matematického modelovani byl updstnpro stanoveni
optimalnich podminek ipoSeteni kulturnich rostlin vodnym roztokem
hydrolyzatu. Matematicky model zahrnuje nejen madrmus difuse, ale svymi
okrajovymi podminkami bere v Gvahu klimatické podkyi.

Podrobny popis uvedeného matematického modelu @darv v publikaci
Protein Biostimulant Foliar Uptake Modeling: The patt of Climatic
Conditions ktery byl gijat do mezinarodniho impaktovanéh&asopisu
American Institute of Chemical Engineers (AIChEh¢z jsem spoluautorem a
je uveden v filoze. Déle je matematické modelovani podano phdikaci
Biostimulator diffusion into plant tissue péasopis Heat and Mass Transfer.
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10. ZAV ER

Uvodni teoretickaéast diserténi prace zpracovava literarni studii zgemnou
na zpracovani vedlejSich prodaktotravindského pimyslu, které mohou byt
vyznamnym zdrojem bilkovin. Vysledné hydrolyzaty splatiuji nejen ve
vyZivé clovéka, ale také v ze#dglstvi jako biostimulatory. ReSerSe byla
smefovana pedevsSim na 8peni bilkovinné molekuly a sledovani vlastnosti
vzniklych produki. Byl popsan postup hydrolyz a analyza experimeitatat.

Pro stanoveni optimalni reak doby hydrolyzy jsem vychazela z popisu
kinetiky hydrolyzy biomasy prvnihaadu, ktera byla zahrnuta do cilové
optimalizani funkce.

Ke stanoveni odhadu efektivniho difusniho koefittiebyl pouzit vztah
uvedeny v Cranka¥monografii Mathematics of diffusion [60] a zardavsem
pouzila kvazistacionarni model. Vzhledem k velmizkyin hodnotam
efektivnich difusnich koeficiefif byly ok metody kompatibilni. Byl navrzen
specialni matematicky model a jeho aplikace bylavedena realnymi
zkouSkami oSéeni rostlin v polnich i sklenikovych podminkach.

Ke stanoveni jednotlivych sloZzek v reéakch sndsich jsem pouZila
nasledujicich specialnich metod:

» Molarni hmotnost a distribuce molarnich hmotnostly bstanoveny
metodou gelové permé&ai chromatografie.

e lontow vymeénnou chromatografii byl v automatickém analyzatoru
AAA stanoven obsah aminokyselin.

» BCA metoda, ktera vyuziva kyseliny bicinchoninobgla pouzita pro
spektrofotometrické stanoveni koncentrace prétein

V experimentalnicasti disertani prace byly zkouSeny hydrolyzy kvasmé
biomasy s vybranymi hydrolyzaimi c¢inidly. Byl nalezen optimalnicas
hydrolyzy a vhodna koncentrace hydrol§aéno cinidla, u kterych byly
zjistovany maximalni vygiZzky dusikatych latek a minimalni obsahy popelovin.

Na zéklad hydrolyz d¥ma mhiznymi kyselinami byly sestaveny kinetické
hydrolyzani kiivky pro vznik jednotlivych aminokyselin a d¢en vliv pouZzité
kyseliny na uvalovani aminokyselin z bilkovinné matrice. Z ngemych
hydrolyza&nich Kivek byly vypditeny Kkorel&ni faktory pro sledované
aminokyseliny a pouzité kyseliny.

Pro zkoumani transportnich jewa odhad efektivniho difusniho koeficientu
bylo pouZito speciathnavrzené difusni cely. Difuse byla zkouSeresprybrané
piepazky a koncentrace biostimulatoru byla tgi&na Biuretovou a
Bicinchoninovou metodou.
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Vysledky mé prace jsou také s@sti grantovych 0kél Ministerstva
pramyslu a obchodu(FI-IM5/195) a Ministerstva zewuélstvi (QH72117.
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Bigstimmlanrs are substances whick promote plant me tobolion and are ablé o increase vields of various crops. Howsver,
their efficiensy at field can be gffcted by climatc conditions, A novel marke marical madel based on difusion transpors
mechanism i3 proposed o predics the hiostirudas wtake of different climatic conditions. The main inpir moded porameer
is experimentally meanwred effrctve diffusion coefficient of e hiostimulans, The model v appliod 10 o Mostimslanr
prepared from leather watte by ¢nswnatic kydrofysis. Simulatons show thar dlimatic conditions have slpnificans inpact on
Bioarimulans peneration and Sould nor be neglected in boatimudans applicarion amsd furthe r researck . The g essed mod el
i able © explain observed diferences berween Irhoratory and fiedd Mostimlont (nvestigadons, o well ay drow
recommendationy for protein hiostimulans applicasion, The model also ghows thar the theoretion] ooy of chemical
emgineering can be used for aptimization of biootimulant peformance © 2011 American Ingitute of (hemical Engmeers
ARCKE J, O0r: O00-000, 20 |

Kevwordy: ostinmelant. diffuvion, profeis hydrolysare, fliar uptake, mathematicoal modeling

Introduction

The e “bosmmule ™ o “bostenulsor ™ waally refers
b 2 subance which is able o promode growth of plants o
© enfance their metsbolian," Fven fough bistmalins
me comminly applied in small quantiles, they an shle ©
ncrme phat nlemace © abitic e, improve nitargen
wie cfficioncy,” indwe defense nosponoes” snd slw rmalse
wields of various crops® As 2 meaull. blosbmmlasts can lower
e amomind of necemary minees] ferglizes through mom -
ficden mulrest @ilieston amd L also decreass
ot of the production snd eavimnmentsl polletion ceused
by extennive lenilines wt‘.tmu Their recenl nvesigs
son wam, thevelor, motivaked by the effon © develp an
enviroementally fiendly sysem which b able o produce
qmlity crop with competitive viekls and ensure plant bealth
even in dness condilions 2

Cmtrﬂ.htuﬂi‘h-ﬂmkaﬂﬂﬂst.hl
s b i il =

@ X1 Amarces Insee of Chemsl Enpinsemn

AICHE Journal

Biostemubias ae gemerally dividad o fuee groups:
hami sbitanoe, wawvend emots and ameno sod-contsin.
jmg prodocts” The led groop mchides protein bydrolyastes
which ase repared by bydrslyss of 2 suitshle pratein sub-
strate, = comsoguently thee bydrolyaks can be comid-
ered “nsursl biostmulas ' Obviomly, he efficiency of
different hydeolysates |5 lnfluenced by the choice of the pro-
lerin substrale and by the specific conditions of the bydrolyds
procodure and musdt e, Sus, sesed individeally, Several
anwles on Gis e appeated moendy, Buand & al® and
Schiavon ol al* frund tha procin Ipdmlysates were able 1o
improve  comventional ferilisr efficioncy. Apose o al'
concluded that a miture of peplides and sugsn devived
froan plant cell walle induon) defonie mochaniins b e
oot oaly in phns, but also o culwred skin cells, which
makes @ iderediog & 8 potential cosnwceutioal. Positive
effects on metabolic sysem were reportad by
Kaulmann ¢t al.” snd overall improvement of plant bealih
and crop yiells wer neviewed n e article by Maini® In
addition, prowin bydrolyaks can aso be prepanad from
byprodects of leater aned food industry, which makes their

a0 Vel 0, Na, # 1
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production nlereating sl from Se economscal and waste
immgemeni paints of view®

However, wisle resslin obtained in a highly contmlled sed
ropeatshle Ishordory envirmmend are promidng, perfioes-
ance of bcdimulants n e Geld conditiony may be inoon-
clusive,'! Unfortanately, feld and lsbomwry conditions =
well 5 the entie ¢xpenments] deagn differ in many speck
which may coatribute (0 this phesomonon. Nevertheles,
scconfing o the avalshle biodimmlant investigations, one
can conclude that bodieulads ate sysiomsc agenis. As
aich ey mud penetrale inlo the phol body anl resch
active aites 10 affect the plast, Henow, thelr wcoesaful peme-
traton o the plail Ssae b necesary condition for & seli-
ahle Wosgmubem efficiency ovalustion Mowover, I the
uptshe of the Bostmulid can be sisewed and the crucial
fackss of Bds proces evalmied, it is possible to gptimlze i
ponctralion and Gas, onhance e biodimident cfficiency
and, comequently, lower the overall costs, The importaece
of thas sk i« well moomised nameoly i he sea of peai-
clde sclence In which the wenobiatics uplake has been sted-
ed for the past docsdes” Sioce bostinulasts se ususlly
fohardy appliod, we will desl with #us oate of upske.
Foliar uptake h“ﬂyndﬂmmn'ﬁm
which & b pencirale the lef Gisse 10 mach s active site m
e plant body must diffuse Sirough the loal prime barbe—
the cuticle® The cuticle of higher plarts is componed of Bp-
ophilic subdance—cmionls wanes and the polymers cutin
and cutine ™ Diffedon sods s hydrophobic barke &
consderad 10 be the wanspori-limiting sep dusing the whole
i proces of a substanoe applied o the kal sar-
face™" That & the nemwm why masy dedes of folisr
uptake are focmed meinly on nvestipton md modeling of
cuticular penetragon,

Varios matenaties] model of foliar pptske were pro-
poad |0 the IRerstore (0g. se "%, and for modt of
tem nsuls of her valldaion were abo presented. The
maperity of wigpedted models ane basod cither on the modifi-
catbon of the Fick's liws of diffuskon'"" or
empitical md wmimmpiticsl expressions'>'* Even thosgh
pretictions of empitically based models ste usually well cor-
relstad with the expesiments] dats {eg.. see™), their use &
lmeed © fie yooilc mosuoment cmditons, [n addidon,
the published models were mosly dedgned for peneiraton
of lipophilic compounds, which makes their application for
the modeling of protess hydmlyae foiar upake problem-
sl because these profeln compounds sre inainly mixtures of
polar snd jonic molecules of varios fengfin. (The bimitiom-
lant conabas of wnall molecules of free smine acids as well
a1 hrger molecoles—enainly oligopepide and 8 small frac-
ton of loag praeina ) To be mose specilfic, the quessonshle
feamsre of the alorementionesd ciad models bes mainly in
thew sammption tha small skl mainly lpophilic molecdes
may ueneialy sonws Se plan cticle abo afwr the woben
(whah camies e active ngreden) hes evaporsoed. OF
ooutse, fuis ssamenption should be valld sinoe S cuticle con-
dits of bydmphobic makensls when lpophilic abalsnes
can be solubilived, However, usng e s apmoach for
hydrophiic amd high-molecnlyr protein biostmulanes uptsie
modeling doos nol seem spproprise, Mone precisely, teo
penstration of te active ingredies should be soumed sfier
the solvent comploke evaporation. This h & dtrongly
spporied by the work of Schitnherr o 2l """ who observed
mmﬂwm"udnldun"-.h:m

] DD 10 aic
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For the sske of completenss, wo ropon that also very
complex models wene published. which sssame diffened
romtes. of wptake (nod only Foliar)'® However, mch models
usually need masy inpal paramelen and monsover, sunie of
them are abko difficult (o mesure. The feuulis prodiciad by
such midels with some of the precise npul dats unevailable
may differ by several odens of magnitude from the experni-
mentally measured uptske ™

The objective of our stidy Is o develnp & mathematical

iyl The malel # bl o the chemical engineoring
apmoach, maw tander of Be bodimula o the plas
tisaee is modeled acconding o the imown moachaniams of the
physicsl procesees nvalved (Fek's e and evapomion
modeling).

This work whows thal the (omtical wols of chemical
engneerng are of valee nol auly s the mes of bicgimml
production msell (e, m e engimeering sl proces deugn
of the hydmlysh maction), but abo in the application of the
final prodiect & Beld conditioens, Our slm is © abslain qualies-
tive ssslt (hasest on sound physical prscipled, which help
us o undertand bow e weather muy nflvence the comples
proceis of biostimolsel penetradon into the plan e, The
model enables o 1 define the optiena] climatic conditiom to
maximize the biostimalant apake snd, consequently, maxi-
mize s posiive effect and minimze cots of the sppbcs-
tion. Momower, the model can explain why the porfonmance
of vanous bWespmubes of feld condtion my Sucmie
withouw any apparen cai.

U ptake mathematical modd

Biostimulant s supposcd to entes the innes valume of the
plant mainky throagh the lerves, les us, there fore, concentmie
on e modeling of this route, Conuider $e sufface of 8 leaf
covensl (from both ddes) by & waket solution of the Iosti-
muleed. The tledvess of Se leaf s considernd wnifomm,
much snaller (han the other two dimemions, This alows us
0 come to one-dimessiotial (-0 setting where e space
varahle denotes the hickiess of e lesl. Even twough the
soluton of = sctive ingredient i in Eradtice often spplied
in i (o ol deopless on the ksl soface, the asumgtion of
a Hm fommalion & joaifed by svessl [acts: A siindby
aproach s used for modeling of cuthoular penewation by
&0 enie compound, '™ and the model wis satisfacionly able
Lo guaniistively prafict esperimeatlly mesured uptike
fron dnoplets, ie, from e foiedos @ffsion salem
Momover, the applicd solofion sually contams sorfactums
which enhance deoplel yread ava and, themfone, it bs paoai-
hle o cbesin sl thn suriace flm.'® In addifion, cermain
microoryanics which were olserved afer repeated foliar
application of metrients can contribule o norsed wetabil-
ity of e beaf amface™ which can alin rewilt in 8 formation
of s sarface film We fanher ssaume that the leaf s bodnopic
wo thal aivymmetry can be exploied, Both sides of the laaf
{upper and lower) are sizumed (0 shiord the biostimualant in
the came way, All these ssnption: neglect wme detalls of
the complex process of bistimubol spake, severtheless
they allow w to captare the posaiblo discropancy befween

W1 Val, L No, @ AHTE Jouwrnsl
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=g

Figure 1. Scheme of leal geometry used in the uptake
mided.

bborgory s el couditins, and ako o estinsle ihe
inpact of weather on e process withoo! inedermg with
ofer faciors

Let os denote b by the thicknes of the leaf, g imde-

space varable x stand for the disance Trom
e center of the leafl (a2 = 0 15 & the conder, £ = bon
the ujped auface, and r = —b o6 the Jower surface, e
Figure 1) The thine vadasble b denoted by =,

Concentrstion of the bicstmulant inide the leat oz, 1) &
then a functim of space and tme. On the swrface of the
kal, twere 15 3 layer of e boaboulet solution of e wol-
wme ¥y, Let us dennte by eyt the concenmtion of the ho-
bmulant bn s layer and lel s soppee that the solution &
lmogeneous, thus, Oy 15 & fmedon of tme only. Funtser-
e, il is necessary W acoound for the possible evaporation
of water from the solubon, which decne s the valume Vg,
anad, thereby pessibly incressing fw comcentralion &,

Lt us first model the concentration of the bioginmla in
e solution layer. Two processrs sol one agamsl te ofer.
Fist, the concemration docneases due i the infiliration of
the bdoatimnlant e the inder apace of e leal, Socoml, the
concenlaton inceasss doe oo the evaporation of the water
fron the solution By balancing the mass mgle) of te boai-
mnilant in the layer doring an miimteshmal tme dr we oblan

mg (14 dt) = myl2) — SD3e (b, 1 de {1

The lasi ferm in the equation sands for the decrese of
the mas die (o penetration mio the leaf, Here, § denodes the
srface of the leal, and [ the effective diffosdon coefficiont,
In Eq, 1, evapomation is noel presnt since it is only water
which evaporaies Wating Eq. 1 in temns of concentmaton,
we gl

Volt+ delegls +de) = Valtlegle) — S elb, £)de
which, afier tsking the Hmit g — 0 resuhs in the balance
expuation

B|Valelesle)] = —SD ek, 1) N

The inittal comcentration of de biotimalant e 0) is equal
B known coneentration of prepaned biostimubnt solation g,
The vohime of the aiface layer decresses due i evapods-
tonn The evaporaied amount of waler can be estimated by
plysically-besed relstionahip (Dahion’s equation) m which the

AIChE Journal AL Vel (M), N
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tramferred amoun is directly proportioml to te diffeence
between actual waler-vapor pressane in the st and sdursied
WaET vapr [resum p, with e propenimaliy comuami & (ie.,
mass-tramfer cocfficlen ). Ssuwmted waler-vapor pressue of
priite water 15 used (st the e nperatine of alr), the effect of Bo-
atimulent on waker-vapar [resanne poois, s, omited, 1T oalbr
relstive humidity is emysloved incead of water-vapor procaine,
e whole surface-layer volmne function can be expressed

Vote) = o) - L= 0,

&}
whene p 15 the denaty of the water, and @ nelative hunidity of
the air. Since the panial presone of satrsled wakr vapar p,is
& function of temperaie, we shall we the empirical e latos
published by Tetens™ which offors very pood interpolstiom of
real experiments] dats in tempersbure range convendent for our
sirrntlation

4}

iy
=611 up(n.z‘a' ""12)

T—36&

We furnher presume et masstravafer coefficient & is a
fumction of wind speed only. Alihough the evaporation i
Influenced sla by mdiation and, mone specifically, it is a
ioces of ahmnlnesis heat snd mass transfer, modets Bm-
ed 10 massransfer only are sble o calkubie e evapo-
raled amouni sdequately ™' Moreover, the experimental
evaporalion raiés may significanily fuciuste even in the
tighly controlled labsraory expeiments,™ md, s, more
complicated mass-wransfer coeffictant function does not mao-
easarily incresse the sccuracy of the model As a nesull, we
employ formula (5) presented by Rohwer™ which is based
odi lafpe experinental das obmined at differeil imessig
altes, Mok thal we do nod include the expression which cor-
rects the influence of shitele on e process

AL = ple+ bt =

whenz g and hare cosffidents of hnsar wind function, and {7 11
the wind gwed. Bpustion 3 makes seme for ¢ << £, where 2,
atands for the “ieminal tme”™ when all the waker evaporaig s
Al the terminal Hme, the pricess of uptake inde the leal
lemninates, In modeling of the docrease of the surface layer
volwme (Eqg, 30, anly the decrsang volume of dwe solvent
{waler) & iaken o account (Le, the decresse of the valume
of the Mnatimulant iself 15 negleced), This amplification &
Justified by e low-initial Mostimulant concetration {usally
in the arder of 107" wiw), and the Tact that the dependence of
diffusion coefficient on conoentration is ne gected,

Indale the leaf, the concentration obeys the mokoular dif-
fusion exquation

B,e(r,1) = De(x,7) )

for Q) = x < band 0 < ¢ < 1 with the symmetry bowndary
el thom

el rj=0 e

The boundary comdition on the sofsce of e kad &
expresgad by

clb. 1) = aan(1) iR}

DM 1M 2 aie 3
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Riosrimulant quaniifcation

Biurel methid was emploved for estimation of bistima-
lamt concentmaton, AL fint, Biumt reagen wa prepanad by
disolving of 9 2 of sdivm tantrake tetrshydme, 3
g of copper sulfse peashydme asd 5 g of potadum iodide
in 400 ml. of 02 M sodium hydrmuide solition Fsally, the
sobution was dilsed 1o the volume of 1 lier with the (02 M
sodbun hvdrookde solation. A ostirmulend sample of voheme
083 ml was peciposed wilh 3 M richlomacelic acid s
contrifuged at 3000 g, for 10 min. The sepometml s
discended snd 3 ml of biueet resgent wac added 1o e pre-
cipiste, Obtained solution s beft in dak for 30 min, sd
wa then diloed with demiseralized water © e final wel-
wme of 10 ml. The solithm shworbance agsind the blank
smple was mesarad o 346 om with Helios alpha LV-vi
spectmaneker (ThermoFidwr Sclenftic, Walthen MA, USA),
The quantification of samples wes done scconfing o the cal-
hrstion curve measired with propaned biodbmmlant sohitiom
of known concominathons,

Effective diffusion cocfficienr ¢ slimation

Freshly oo off lesves of ropessed (Bnwsra sopus war,
migeas ) were Imemersad o 770 (wfw) biostemulant solwthon,
The soaking number was egual to 1.5, and the aversge thick-
e snednannl with & calliper wan 045 mm, Samples of the
solution were ke a1 prescribed Bme btervals, and the ko
dimmlad coment was quantifed by the blumet method
dezcribed carlier. The mesuned concentrations were plogad
ajpabnat squane ool of Gme and el with loear regneashon,
The tiota} Erotiervulant aptale |8 agual to the decrease of bio-
dimmlait smownst | the whetion sl the offadtive diffuson
coefliciont can be then estemsiod (rom the lines fudbicmon

dwﬂhulﬂuwhﬂm “Sorrpion
ap=calt) 21 1+Na

medod by Crant™
o —cola) R Na ﬁ a3

whese colocl denoles equilibeinm concentration of biitima-
Lt soluton.

Model solation

The proposed matsematical model s 2 pamicolar case of &
e & wider class of modek comsdered (we eg.™)
whese the authors prove the exmience and emgueness of 3
mbutioni, Hene, weo ednd cunalves o8 tumeriosl solution
of the model. We wse a2 dmple folte @fference method,
whese e socond derivative with mapect 10 Be ypeoe van-
able 14 d by e second-onber cemtral diff eeace
and the tme derivative b spprogimated by a forward differ-
ence. The mesuking sumencal whome & o expboll oo,
wihich makes it very emy to Imploment, The discretizaton
hast b0 meet the welklnown requiroment of M0 < 1/24%" in
onder 10 be wishle. Here &Fo denctes e dinemionles time
dcretiemion dep, md denoes N e dmemionk s pace

The comgtation proccads o follows: Fime, e boundsry
conddtiom (10} and (11) are et Next, one time wap of the
diffudos provess |3 perfommed updating the values of the
bistmmubn comceniralion feld Then fe fux of the Iiosi-
mulend scovoss the lesl purfsce 1 wwd to updsw the concen-
traion of te bivatimulant in the sirfae laver, These s
deps are npeated i 3 dme loop unll the terming thne w

ANCHE Jomrnal M1 Vel 00, S 0
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Tabsle 1. Prepared Bostimuland Amine Acid Compasition

Coent (% wiw = 513)

6T+ (d
L7 = (L
W (02
LRI
1A.AT + (.27
e (R
IS = (50
LS & (1
L <+ (05
L =
(&7 & 003
L6 =+ 0.7
1AT & (il
LA O
109 = (16
020 & (L
LT < (U

Amisn and

FRIs FIANVERSTRONY

reached (thus ¢ = 1,0 S e Appendin for & paodo-code
of the algoritim.

Fromn the mathematical pobnt of wiew, system of Egs, 9-
14 reprosents & constandand model becsuse it consss of 8
{ tandard) partial differantial equation whow bowday con-
dition i governed by an ondinary differctisl equation. Stmd-
snl seftware packages for somencal sdution of PDEs are
mod adapied 10 solving such eysiens, we, themfoee, dovel-
oped 2 simple routine in the Matl 3™ environment 10 wive
the proflem.

Aesults and Discussion

Prepared model biestimebnl was chancenzsd by i
amino acid ocompouBon and averge mobecular welght
Thes datn sne mvesary for e estimstion of bioatmnle)
wﬁmiummmh Amnd ackd oomgoriton

in Table 1. the messumd weliihl-sverage molec-
d- welght wae 18 20 gimol, and the polydapersity index
was egial 1o 121, Desplée the moloculs waght & quile
high, ®e polydispersiy index whows that the preped model
blosgmulam consiss of wile range of maromelcules with
significamly dffeen chan lengihe ie, the biosmndet
mokeular welght disribution k& s wmform, Sinoe proben
biosgmulasts pusslly contsis fractions of lage macmomole-
cules and oligomen s well as feo amine scids, and it s
#lill ol clear whach fraction carmes the desred bicstimmled
propenios, tha propanad hydeolysste b aitahle for investigs-
tion of aversge Bostimalant Senpon persmeaten.

The elfective diffusion coeffichent was edbmawd from the
mullylhiy“th compaed from the expresdon
{15 10 be 91007 m¥s. Fgue 2 dows e moasmed ex-
ponmental dats smed for the diffusion cocfficen edurnion
according to Eg 15, The calcalaad value cosmesponds i data
publishod elewhen'”. owever, e messwad coelficient &
low and comppond 1o the mpored value o the effective
cuthouler dilfusis coe et (which s the lowest ome n the
leaf esvimmment). This findag confinna our inita] sump-
ton since the rate of ponetrstion s dependont on the sl of
the penctrating molecale,™ and, thus, lage hiogimuley
mokeoules should dffme slowly, 1t should be soled Sl the
selected snalyticsl method does not distagush between -
feen lengite of mokale, the cakoulsbed value bs, them-
fore, an aversge coeflicent among all peptides in the imvesti-
gaked mistare, This & convendant Tor our purpose of upake
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Fgure 2. Measursd bostimulant uptake wsed for
sftective diffusion cosfficient &stmation

Besimuiant cmeenration was cslesiaied sorording the
Epreson (15,

dmuybton becsuse viteslly all the prolein compounds of
e ostmulent are teken lndo scovant. The ef factive diffu-
sy coalfichend i3 & comentme of e model, Sace it doks-
manes the snound of blodimulat capable of reaching the
active s of the kal before the teminal tme & reached.
This, in tum. efsbles ué 10 seboct optimal comditions for Lhe
bastimolint spplicgtiim (e, oplimal temperaiuse, midty,
wind spocd.

The proposed gpiske model tshes intr acooant solvens
fle., waler) evapotation from blostmmlest solation sd (&
amulmmeos diffesion o the all Most experimentsl snd-
i conponteaie on e effoct of climate conditions oa the
plant bioksygical neponde (iz. stomala opening or closing,
cuticle permeahility, el The mode]l presasiod here shows
thai chimutic cmdibonm also sffast te physcal asture of the
s -trampon peoceds by changiog the concenvralion gra
dienis driving the splske of the bosfmubnl nio (e plas
ey, We have companad lowr different soenaris in osder
Bvestimie this physical effoct. The ngol misselos wosd
fi the sinmlation s semmarced in Table 1

The fimt stmaten— maked F— dewnbses comditiom of
= jdeal greenhoine, The relstve bamidiay is 100% = e
mo evaporation oovuns, Che difesiken process has enough tine
® reach an egquilibriom, The evolution of the smulsted bio-
wimilel concentmation Geld inckde ®e el (s capured n
Fgure 3, The irmsparent plane shown in the fmage iplaced

Tabde 2. Inpui Paramelers of Biotlmalan Uplake
i taka L am

Mrsmas  Lna I 1l il w

Na 1 1 ] 1 1

o et S snae™ eaar™ e

. 100 0 81 ]

T | B 0 12 ”

n‘ fma=t) b 15 0l 18
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Figure 3. Scenario I: Evohstion of the blostimulant con-
centration field inside the leaf.
The worticsl plase wperseols Sur bobbem of e bl ol
cle. [Coler can be viewsd m the snline isue.
which in el sbie st wil eyonlinelibrary.com. |

bemath $e sarface layer whome X = 1) regresents (he imar
boundery of the cuscle. As can be s, the conoeminion in
thee i Lace bayer of the el decraases i Gme and practically
commimnl hioslimuled comentmtion i reached indide the
'A;Mlle leafl whon e dmoniioalos sme meaches e unily
iFe=I1L

A complately differont siluation was dmulsied in oo
IL The empersie s hgh, ar mmadity bw, s the wind
s sirong encagh © move small brasches (cormsponds 1o
Beaul'ort nombser 4p—the condition we sehootad 10 makch &
hot summer day, The caloulaed concentration field is shown
I Figure 4, The fgane shows thal the uptake process ks ter-
minstad very guickly (the vale of Foy is as low = 00014),
and practically no Bostmalug reaches e nner wlome of
the lesl {benesth e cuticle), However, the coticenirston of
biostimean in e cutick sfae byer baoomes very high,
exgecially clow (o e (ermination tine whese s value rock-
els up. This phenommenon s camed by evaparation which, In

e A1) et e ke LT |
Figure 4. Scenario Ik Evolubion of the biostimulant con-
oot rtion fiebd i nelde the leal,
The werticsl plane reprns e hottom of the leaf culi-

qle. [Coler igure can be viewal o e snline e,
wihich is avsllable 81 wilryonliaelihmery com. |
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Figure 5. Difference between the integral biostmulant
concentration inside the leal including and

excluding the cuticle.

this case, provesds moch fder than the hostimulet diffu-
don. As g sl e biostemulast concentmton b the sar-
face film ircresses which spoeds ap the uptale becaise the
diffrence i comontriom acroes the leal boundary (s the
ditving fone of the gpiske process. Nevertheless, dne biosti-
wmlet present oo the leal surface st the lerminaton teme
ke the fonn of of 3 slid ssidee which connct Disgher dal-
fuse. The model cleardy overstimaes e diffusion e of
highly cscentrsied Hostimolan shonly belme the tennine-
fiom thme, because | wes an sverage value of elfoctive diffu-
dion oo flicien and eminse when all e weer ne svapo-
raled. Theselore, we conpectune thal caly hostimuled pees-
ent benesth the cuticle shoold be comsklerd capable of
affecting e plant, it is improbable that biostemglas (rapped
within the cuticle s shle o penetesie ferther balow when all
the solvent o she heal surfae hes evapornied In addigon,
cuticle pesmeability inell b ale dopendst on sie humsd-
ity,"* which funher decreases the diffssion coefficient. It &
COMEETION 1 e peng ralion of wubstanoes ini keaves by
medods el guntfy only thee molecules thar penewsie
halow the cuticle (0. soe """} These conslderations bad
us W e e sversge imegmal Maosmuland concentraton
henesth the cuticle s & comenient inesun of hosgmulan
amunt capable of saching actwe sies of a plani. Ths
ity ba defised by

i
At = f eft, x)ile {b6)
-

wheee § i the thockneis of the coticl. Thene s asbsangal
dif ference etween wtegal conceatmtion calculied wsder
the cutiche only {Ht¥, and the tolal istegral concentraton
idetined by

falt)= [ cfrxlde

I—.,

Figure 3 compares the evolution of both these integral
averages. The Ggure meveak e in wope of Scenario I
only & neglighle amount of hodiowlest & able 10 pererae

ANRE Jowrmal 2m1 Vil 00 N, 0

below the cuticke (cf. Fgure 4). Therefore 7 £}, the guanioy
will be used for asseming the 1ol ef fective comcontestion of
e biodtimolad inclde the leall This, o Scenario I, the
total smoont of bioitieslant capsble of maching the ative
aies of & plant & wbasniially snaller fon in Sconsrin L

The next Sconanio U1, s relatad W the previous ooe, The
summesy day o scenerio I s bt bt in the night. the tom-
pormune falls down which causes e nelaltive homsdity o
incresse sienificantdy (s cakulied sccuralely by moans of
exprosiios ), There is practically mo wind aod, oooe-
quently, e evaporstion parsmeter Ev bs low. However. if
wind dars w0 How vigirously (Besufori nember &), the
parameter Ev is clanged sobaamially— sch dustion &
smulsted = swemario IV, All fowr slmulstions ane sasmin-
fwed in Tabe 3. e msuls s exprossed in tormm of the
fiial integeal Bostmubinl concentraliones baneath the cuticle
The overall kvel of proctration of the Modimulant o the
plant can be very low if the chmatic conditions ane nol suits-
hle, as presentod by Somario 1. i can be cakoulaiod that the
bicssmulac wiould have W be tepesied sppmoxi-
mately 39 times © reach the wane level of penetration as in
the grenhouse caie | Scemrnio 1), However, when dow eap-
oraton acoun, the biosimdant concontestion in the eluton
seadly meresses which romotes its diffusion into the leal
The final integral concentration in such & case (Sconario [
can even mrpas the grembowe cane level On the ol
hand, even &l 3 suinble humadity level evaporaton can be
sccelorated, o.g. by wind (Scemares IV) e that e overall
level of penetraion & redeced (2 26) compared © the
proembdus st ke,

The simmlstiors pesformed by meas of the  sgpested
madel show o consldershle mmpact of climatic condisions on
the process of proteln biostiulint uptake This & in agnee-
ment with publahed neuhs™ Thew nsuln sdvocse for a
study of the pasmeter sensilivity of the model in onder to
avew the mfluesce of e respoctive pasmeters on e bio-
stimula diffusion more deeply, especially from the point of
view of the physical procewses nwlval The dimesiombes
formualslion of Se dorementonsd model introdoed i
pantcularly witsble for his snalyss becmiie it medncs the
duiantity of parsmeters & the unalled possible numbser in &
physically reasnable way. The basic npal dats used for the
parsmeler sondidvity study se mmmarined in Table 4, mly
one paraneter o 8 Hme we varied i the smulstioes in the
following de ription,

Lt us fiesi comcemtrale on the effect of the relstive st
humadity. The relstive air bumidity (eclsely the mtlo of
the scmal to the saturaied waler vapor pressuse in the air) is
one of the driving forces of waker evaporalon lram e hio-
climalant sluton v inflence oo the upble rooess &
shown in Figure 6. As discussed eardier, lower relative
bumidity promotes the hydrolysste uplake due W0 the
inireame of s comcenwation in the surfacy soluion. How-
evar, the positive effect of (hic phetomesm bas £

Tahle 3, Calcolsted Final Imtegral Biostimulan

o Cume entrat on beneath the Culk ke
Seamar Iraegral coscemmnen 1]
I [P L]
n ams
m nnid
™ L8 1]
Published on behall of the AIChE DOH b 1N i T
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Table 4. Basic lnpul Parameters of Bistimulani Uptake
Simulstion wsed Por Parsostor Sensltivlly Study

Pyramas Ine Ve
Na 1 1
n |-:1 .!"] g™
» =] LU
T ra "
(0] =) T
" 1] s
N =4 ; W=
g ([ i
g “1:] 50
Er i} FE

o v v e 100 humidiny bevel and decroses rapicdly
with falling kewls of relstive bumidity, becase lower levels
of humidity cause e lemmination me © (of the solvent com-
plee cvapomtion) (o bacome shoner so tha lea Boctmulan
s the chance i0 penatrate indo the keal. Forevample, e aue
rondiing meladive bumidity of B0YG ensores a stmiler effed =
= apphoation st kdea] groenhowse contitiom. |1 can, erefon,
be recommmended fe the selative husmdity 1s kept as bgh =
poaible during te bostmola applicaton, Furtermon,
high-relative humidiy ala mfurnllupn:ltdﬁilyﬂ
ke aves to ponetraling athsianoes.

Lot wi v dead with the model sensitivity to fwe dmen-
oo puramler By which emtangles (among other parame-
en) the nam-drander ooeflichend (dependent on wind spead)
and the ratho of the rehive diffusion coefficient 1o he leal
Srickneni. In practice, the valoe of Ev may vary over several
onders of magniinde, spacially due o the diffusion ooeffi-
canl sl mass-trassfer coefMicien. Figure 7 shows thal the
walie of Ev sdhould be Emp below the onder of 100 10 ensume
comparsble effect B the gembouse 1009 humidity cae.
The so-called sosking number N hss 5 smilar effect 1o Ev.
It dewmnines the dickness of the biodlmulet byer mlatve
o e vohomve of the lesl. B is obwviow thel Secker byes
(with comespondingly higher Na) comains & higher smoun
of biostenulent asd provide bager dme for the diffudlon
proces which nesalis in an iscremed finad integral concen-

Meraeramsiee £y

Figure 7. Influence of the parametsr Ev on the biost-
mudant upt ke,
The miegrsl hiomamylsm onneanrstion henesf e oull
il i b,

trafion ender the cutick. Howevar, the thicinos of the ur-
face solation Layer & larpely detennined by ofber appbcation
parameten (e, cosnenes of the spray, soltion usface
temion) and can. s, be infleeoed 0 & lmided exiont
only,

l:.:ulpunnly In ot it parameter divoussed. This parsm-
ter detemmines he sirface fracson which & scomsible for
the Woatimulas inokecules, and ako the volune Tmcton of
ihe loaf where biostmulant diffudion may ke plae. Figure
# presents the mole of this parsmeter. I s, thes, advants-
gem to increase the leal poroally o maximize e biostanu-
lam uptalie, The mface poromity (sell s iaflienced by slo-
mutal oponing, which can considershly & focr the wptake g
ceu™ (by changlng the & vale) & almeady discussed = the
Uptske mathesmaticsl misde] soction. However, stomatel -
ebrstion can abo he enhanoond by the application of & mitshle
sarfactant ™ O the other hand, the e of sfactanis simul-
taneomly decreacs the piaviically achievable maxiemal thak-
e of e bicaiimilant solition layer. ™ thoy decressng the

] [T] [T] [T} --_‘:;I 1] [T [T e 0} ET (3 =] -—u‘ u._:—. =3 ] A
Figure & Influence of the sir relative humidity on the  Figure & Influsnce of the leaf porosity on the bloatimu-
biostimulant uptake. lant uptados.
The integral hines mulent ¢oncentnathon henesth the cuti- The inlegeal hiosimuak ation henrath the cuti-
de & shown cle s shown.
X IHH W10 Y aic Publihed on behall of the AN hE A1l Vol L, Ne. 0 ALCRE Jowrnal
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valee of Na. If s possible @ aseom the change in & md
Na cansed by  sarf actant, the presentod model can be used
dechde whether the effect of the st is positive o nol.

Condusions

The proposed uptake made] is baed on Effision mechs-
nhm and tskos N0 acoound waker evaparates acconding o
knowm physical relatons, The mode] and il saumptions ze
appropise for folisr aptake dmdaton o bydophidic sd
higher molsr mess substanoes, such = protein hydmolyastes
The effective diffudon coefcient i the majpe openineatsl
mputl parsmeter, which delermines the rate of sabsismce peoe-
o dnto the keal, The model b szitable o tota] upake eai-
mason for brosd rang of inkial condithes and il & sko shle
W e e influence of clematlc condtions. The resuls s
in pood gualitative agmeemen wﬂ.r.ﬂ:hulql&ﬂp-l-
memal ivedigaions jeg. e UMY dey comfim the
dectinve mole of weater on e uptake of the lguid boutise-
lant, snd $soy confirm that e uptaloe proceeds = the onder of
daye In e [eratune, ™" the suthon wsnlly sudy e of fx
of chmatic conditions on plit binlogical respanses (imata
opesing of closing, cuticle pemeshility, e However, our
mode] shows that il is secesiary fo take nlo acovunt ako the
impacy of climsic conditions o shiote physos) proceses
involved daring the upaake (evaporstion rie ). From car poin
of viow, Sis prosonts an isenesting contribsmion o under-
sanaling the process of bicatmulant Tols uptake

The mosdel siemilation highlighted the climatc conditiom
have dindican on bistenulel pescttation wich
should ot be overlooked I thelr spplication snd reseach,
For example, the overall apiake can b spprocimasly 40
Umes lower 3l esuiable dmatic comfitions compared ©
e rcommeidible omd The saggoded mode], tus, may
explain the obsarved discemncy between Ishiorstory and
el biostiomilant investigations. B can also diaw nocormums-
dations for protein biostimulent spplicsinn o arder to mai-
e i penialin and y s pabtive effect

1. High-humadity kevels barpely incresse the iotsl uptske,
while very kw-bumidity lesde 1 lemamalion of the wihole
process and limwts the ioal sohievable upiske I b ihere-
fore, sdvastapesus (o apply the Bodimwlamt when the asir
humidity & nesr the pobt of alursos—eg | aler oo,
carly in the moming, ad m the eveming (especially when
dew falls). High bmidity i thes, inevitable for notshle bio-
aimmlang effect

2 Wind impedos the uptake. bod results ane achieved
tiems wero wind velocities (Beaufon number L

3 An iocresse in biostoulant layer thickness amd iniial
bicstimulenl concentration lesd (o higher toml aptake

4. High-leal porosity wvalms feg. caused by slomats
opening} pomote the diffedon On the other hand the
wthon |0 inoormse the ponodity should nol wgmificantly o fecl
the biostinmlang bayer thickness,

This aticle shows thatl the theonotical ook of choinical
engmeeting are of valee tof otly = e arex of HosSmulan
prodec ton ielf, but sl in the spplicstion of the Bnal prod-
wot o fedd condition This appeoach aiempts 1o describe
and understand e mechanduns enderlying the Wosimulan
ptakir process.
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& = leaf porcmiy, 1

Fa = demas weles mme, |

§ = lines wind fuscton coeMoen, ma” ' B
b = hewwr wmd foscbon coeficend, P!

@ = i relatve Ssdiny, 1
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= Wl denairy, kym

§ = marface of e jead, m®

o= EmE,

£y = wermmal eme of aislion,

T = empermae., K

U = wind wpeed, ma~

Vo = tissmuls swlace sobtem volsse, 0’

¥ = mpace vanabée m

N = dimesonies gaoe vausle. |
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Abstract Tannng and food mdustry generate significant amount of protein waste wluch can be
utihized 1 agniculture. Very perspective application of these by-products 1n agriculture 1s theur
chemical transformanon into "biostimulators” which are substances able 1o enhance the immune
svstem of cultrvated crops and promote plant metabolism. These substances must penetrate into
the plant tissue to take any action. However, the time of penetration is limited since the
brostimulator must remarn m the hqud state. The mathemancal model based on diffusion
mechamsm 15 presented. With the use of the effecnve diffusion coefficient of the prepared specific

protein hydrolysate, this model helps us to estimate the time necessary for the uptake of the
minimal active amount of the hrostimulator.
Kevwords: mass transfer, diffusion, mathematical modeling of transport

processes, simulation

Introduction

Tanning and food industry produce significant amount of waste protein material.
In the food industry. protein waste is generated during a large number of
processes. In the tanning industry, most of this material comes from the process in
which raw hide is transformed into leather [1]. Fortunately. this waste can be
treated as valuable raw material in various industries from which agriculture
belongs to the most perspective ones [2], Nowadays. a promising raw stock is
collagen protein waste generated by food mndustry during production of sausage
casings. so called collagen paste. It 1s obtained by alkaline processing of beef
caleimine (limed collagen splits) with lime wash. After deliming. pure collagen
paste is extracted into an “infinite” cylinder. The batch that does not meet the
preliminary mechanical tests is the desired raw stock — waste collagen paste
designated for further processing into high quality products, Its value lies in the
fact that it consists of practically pure collagen with minimum ash content (less

than 0.5% on the free moisture base).

Very perspective application of collagen paste and similar protein wastes in
agriculture 1s their chemical transformation nto "biostimulators” (or
"biostimulants"). Protein biostimulators enhance the immune system of cultivated
crops and thus reduce the need of chemucal plant protection agents: they also

promote plant metabolic processes [3] and proved to increase the yields of

5
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agriculture crops [4]. A favourable side effect of protein biostimulators is their

action as leaf fertilizers.

From the biostimulator research done so far seems to be evident that a
biostimulator must penetrate into the plant tissue to take any action [3]. From this
knowledge follow the main requirements for biostimulators: good solubility in
water (or other selected solvent in general) and fast penetration of the active
component into the plant fine inner structure. Both requirements are fulfilled via
collagen paste hydrolysis, which can be carried out in both acid and alkaline

conditions with the use of proteolytic enzymes in the latter case.

To achieve the maximal positive effect of a biostimulator it is necessary that an
optimal amount of the biostimulator penetrates into the treated plant inner volume
from the diluted aqueous spray applied on the plant surface. Absorption of the
optimal amount by the plant body. however, requires some time. which depends
on the biostimulator's concentration gradient on the surface and the value of its
effective diffusion coefficient. This idea of biostimulator uptake mechanism was
confirmed e.g. by Forster et al [5] who experimentally observed that xenobiotics
(in general) uptake by plants is a diffusion process driven by the compound
concentration on the plant surface: the uptake then can be regulated by this way.
Other important empiric evidence is that as long as the penetration is in progress.
the surface film of the biostimulator must be in the liquid state. because if there is
quick water evaporation. the transport of the biostimulator ceases due to
practically zero value of the effective diffusion coefficient in the solid state. The
speed of evaporation depends on climatic and hydrodynamic conditions such as
temperature. relative air humidity and wind speed. Other climatic factor necessary
to be taken into account is rain - if rain occurs. the surface biostimulator film 1s

washed away and its positive effect will be completely eliminated.

To estimate suitable conditions for spraying in the field. we have worked out a
mathematical model which includes simultancous diffusion of a biostimulator into
the plant inner volume and mass transport into the surroundings (air). Since high
humidity supports the biostimulator uptake [6]. the model 15 solved for the

conditions ideal for penetration. i.e. at 100% relative humidity. The influence of

3
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application parameters on the biostimulator uptake is studied at these ideal

conditions and general conclusions are dravm.

Biostimulator Diffusion Model

Let us assume a plant surface covered on both sides with a continuous and even
layer of liquid containing a dissolved biostimulator. We limit ourselves to a one-
dimension model where the spatial variable (x) will represent the thickness of the
respective plant part. Further. let us assume isotropic properties of the treated
plant in relation to the inner mass transport. which enables us to apply an axially
symmetric boundary condition for our proposed model. Due to the surface water
evaporation. the concentration of the biostimulator ¢y will rise and consequently.
the value of the effective diffusion coefficient D at the boundary (i.e. plant
surface) will decrease. This decrease however will be eliminated by the increasing
coneentration gradient on the treated plant surface and therefore we will consider
the value of the effective diffusion coefficient constant during the existence of the
liquid phase on the plant surface. In other words. this assumption is valid solely
for the mass transport from the surface (the boundary of the model) into the plant
tissue, the effective diffusion coefficient in the plant tissue is therefore kept
constant 1 all cases with no regard to the state of the biostimulator surface laver.

&'
7(x.1) O<x<b O<r<ry, (1)

i{_\'. r)=D—
ar éx

gi(ﬂ.r)=0 )

cb.t)=8c, (3)
c(x.0)=0 (4)

co(0)=cy, (5)
Ir},{r}iL:(r)=-SD%(b.r} (6)

ke, (1—@)iS

70(r) =Vp(0) - ™
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Equation (1) describes a non-stationary concentration field of the biostimulator in
the treated plant body. The time validity of the model is limited to the moment
when time t reaches the critical time 7, when all surface water has evaporated and
the biostimulator concentration equals its density. In this case. as said before. the
value of the effective diffusion coefficient is zero. Equation (2) is condition of an
axial symmetry which represents isotropic properties of the plant tissue in relation
to the biostimulator inner diffusion. Equation (3) expresses the assumption of a
perfect transport of the biostumulator into the plant inner volume. & stands for the
plant porosity and b 1s the half thickness of the plant part where the diffusion
proceeds. However, we should note that the porosity value may vary in relation to
the surrounding conditions (e.g. humidity, light, biostimulator polarity) [7]. [8].
Equations (4) and (5) are the initial conditions, the concentration of the
biostimulator inside the plant tissue ¢ 1s equal to zero and the biostimulator
concentration in the liquid layer is equal to the initial concentration of the
prepared biostimulator solution ¢gp. Equation (6) represents mass balance. i.¢. the
speed of the biostimulator accumulation in the plant body is equal to the diffusion
flow on the surface. S denotes the surface area. V(1) represents the time
dependency of the surface film volume — this dependence is described by (7).
where @ is the relative air humidity and p is the density of water. k is the mass-
transfer coefficient of water (only water evaporates during liquid layer drying).
The term ¢, stands for the concentration of saturated water vapor which depends
on the partial pressure of water vapor: this is given by (8) where p, is the partial
pressure of water vapor at the point of saturation. M stands for the molar mass of
water. R is the universal gas constant and T is the absolute air temperature which
1s equivalent to the saturation temperature. The geometry of the mathematical

model 1s summarized in Fig. 1.

Fig.1

In the case when air is saturated with water vapor. the second term of the right
side in equation (7) equals zero and then the surface film volume is constant.
Since biostimulator concentration in the solution is very low (approx. 0.5 % w/w)

the decrease of the biostimulant surface volume caused by the biostimulator

5
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diffusion into the plant can be neglected. This represents an idealized situation of
the biostimulator penetration. As a result. the model becomes linear. Here 1t 15
advantageous to introduce dimensionless variables for the solution of the model.

The following dimensionless variables were used:

Fo= ‘;‘:;. (@)
.

X=2. (10)

C(X.Fo)= (an
Op
C,(Fo) =—2, (12)
fup
Na= —V°F0). (13)

The dimensionless variables help us to obtain the dimensionless formulation of

the mathematical model (1) — (6) in the form of the following partial differential

equations:
ac (.-'i.'.Fo):DQ(X.Fo] 0<X<l O<Fo<Fo, (14)
cFo X~

ac
— (O-Fo)=0 (15)

C(1.Fo)=C, (16)
C(xX.0=0 (17
Co(0)=1  (18)

Na éC, éc
——(Fo)=——(1L.Fo 19
£ éfo( ) c‘*X( ) (9)

The solution of the model expressed by dimensionless variables is then:

6
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cos(X - g,)-exp(—Fo-g})
gsin(g, )

C(X, Fo)=—218 +2Nay

Na+é¢& = |

(20)

scos(g,) - - g,Nasin(g, )

Equation (20) describes a non-stationary concentration field in the treated plant
body. The concentration in the surface layer changes with time as a result of the

diffusion process and is given by the following equation:

N > exp(—Fo-g>
Cy(Fo) = = +2Nan(—g:'), (21)
Na+ts ;{6‘+ Ng +—=8 a8,
£

From the practical point of view it 1s important to work with the integral mean
concentration of the biostimulator in the treated plant inner volume. The integral
mean concentration and its dependence on the dimensionless time Fo is given by
equation (22) with parameter Na. which stands for the ratio of the surface liquid
layer volume to the volume of the plant (see (13)). This dimensionless parameter
1s sometimes called "soaking number”. The term g, in equations (20). (21) and

(22) represents the n-th root of equation (23).

Tray=-20a —E.Nh:i xp(Fog,)
Na+¢ ,,=1g'+Nas+Nrr2g; :
Na-
tan(g,)=-——=2  (g,>0)  (23)

The most important experimental parameter in the biostimulator diffusion model
described above is the value of the effective diffusion coefficient. It can be
estimated from the sorption type of measurement. in which the decrease of
concentration caused by biostimulator penetration into plant is measured. The
decrease in concentration is linearly dependent on the square root of time. Crank

[9] suggested the following description of the sorption method of measurement

€y, —ColT 2 N
Cc(r)=°l’—°(]=_l+_a D_; (24)
Cop —Co(=2) Jr Na b
where the infinite time is used for the equilibrium (and thus time independent)
state of the system. The equilibrium concentration at this time (i.e. cp(0)) can be

calculated from the following mass balance of the sorption system measuring cell:

eo,Vo = Co()Wy + 8co(=)V. (25)
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We may therefore estimate the steady-state concentration in the system as

AT,
ey, Na

2 (26)
&

Na +

cy(=0) =

Moreover. we may assume one-component diffusion. because very low
biostimulator concentration in aqueous solutions (less than 1% w/w) 1s usually

used for biostimulator application in the agriculture.

Experimental

A commercial protein hydrolysate obtained from enzymatic hydrolysis of chrome
tanned waste was provided by the STOSPOL company (Valadské Mezifi¢i, Czech
Republic). This material was used as a model biostimulator. Its dry matter was
determined by drying to constant weight at 103 °C and a set of solutions with
different biostimulator concentrations was prepared. Common Biuret method was
used for quantification of protein content in the solution. Then. fresh leaves with
petioles with sealed ends were immersed mto a biostimulator solution of known
concentration. The actual concentration of the solution was measured periodically
and the effective diffusion coefficient was estimated from the obtained data
according to (24) — i.e. the concentrations were plotted against the square root of
time and from the slope of linear regression the diffusion coefficient was

calculated.

Results and Discussion

The effective diffusion coefficient was estimated by the above described method.
The measured dependency of biostimulator dimensionless concentration

{according to (24)) on the square root of time 1s depicted in Fig, 2.
Fig.2

It should be emphasized that this measurement is a rough estimation of the actual
diffusion coefficient value. The diffusivity of the biostimulator itself is influenced
by the plant response to air humidity. light and many other factors [7]. However. a
model that takes into account only the substance diffusivity is simple and can

describe the uptake process both qualitatively and quantitatively [10]. In addition,

8
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Fig. 2 also sufficiently confirms the assumption of diffusion linearity which is
necessary for legitimate effective diffusion coefficient estumation according to
24 the linear regression correlation coefficient is 0.87, The computed value of
the effective diffusion coefficient is 1-10™* m’/s. This value is quite low:
nevertheless, such result was presumed since the protein biostimulator consists
predominantly of long macromolecules which diffuse slowly: also the
experiments done by Schénherr et al [11] showed that the rate of compound
penetration into plant tissue i1s dependent on the compound molecular weight. The

measured effective diffusion coefficient was used in further simulations,

Humidity in greenhouses is often near the point of saturation which ensures
sufficient time for penetration of slow-diffusing long macromolecules of protein
biostimulators. The dimensionless concentration field and its evolution in time are

depicted in Fig. 3.
Fig. 3

The biostimulator concentration on the leaf surface (= 1) is controlled by the
boundary condition (16). As can be expected. the concentration is high in the
beginning of the process and decreases in time towards the lower equilibrium
concentration. Fig. 3 reveals that nearly constant biostimulator concentration in
the entire leaf is achieved beyond dimensionless time Fo value 1. If the thickness
of the penetrated plant tissue is 0.5 mm (thus b = 0.25 mm) and the
biostimulator's diffusion coefficient is of the above measured value, one can
easily calculate that the surface biostimulator layer must remain in a liquid state
nearly two months in order to obtain constant biostimulator concentration in the
tissue. On the other hand. the hydrolysate contains also smaller molecules with
lower diffusion coefficient which can diffuse at substantially higher rate. In case
their diffusion coefficient is approximately 1-107" m?/s. the time sufficient for the
achievement of the constant concentration is "only” 174 hours. Let us note that the
uptake of small organic molecules usually takes few days [10. 6]. In the light of
these facts the presented results seem to be very reasonable. It should also be
noted that the concentration profile is in reality influenced also by the

biostimulator transport into other parts of the plant [8]. Nevertheless. estimation

9
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of the time necessary for penetration of the minimal active amount of
biostimulator is of major importance in praxis. The presented model calculates the
rate of biostimulator penetration and with its help the above mentioned practical

time can be estimated.

It is useful to express the overall amount of biostimulator which has penetrated
through the plant surface in terms of integral mean concentration given by
equation (22). The resultant integral mean concentration is dependent on the so-
called soaking number (parameter Na) and the leaf porosity e. The dependency of
integral mean concentration on the dimensionless time Fo at various levels of

parameter Na is depicted in Fig. 4.

Fig.4

As can be seen. the uptake rate is higher at higher values of soaking number and
the resultant equilibrium biostimulator concentration in the plant tissue shows
similar behavior. i.. it is higher at higher Na values. From the practical point of
view. higher values of Na parameter ensure faster biostimulator penetration into
the plant tissue and thus faster uptake of the minimal active amount of the
biostimulator even at the same level of initial concentration. On the other hand,
the maximum value of Na 1s controlled by the biostimulator solution surface
tension and the angle of the plant part which both limit the achievable thickness of

the liquid layer on the plant tissue surface.

Other parameter that significantly affects the uptake process is the plant porosity
(including porosity of its surface). Fig. 5 illustrates the influence of porosity £ on

the biostimulator penetration.

Fig.5

Since the biostimulator concentration in the plant tissue 1s expressed in a
dimensionless way. we must be aware that in this case the actual concentration ¢
1s the product of £. the initial concentration cgp and the dimensionless
concentration. As a result. higher dimensionless concentration achieved at lower

10
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porosity means that the real concentration ¢ is lower at lower plant porosity. In
this sense, Fig. 5 confirms that higher value of £ enables the penetration of larger
amount of biostimulator into the plant. However, any controlled change of the
plant porosity is a difficult and complex task. The diameter of the plant surface
pores ("stomata’) 1s sensitive to light. humidity and other factors as was stated
above. These factors can be partially controlled in greenhouses but not in the
field. Nevertheless. the permeability of the pores can be influenced by reduction
of the solution swrface tension. e.g. by utilization of surfactants [12]. This action
increases the £ parameter of the model but simultaneously decreases the maximum
achievable Na. thus the optimal level of surfactant concentration must be found.
This task can be solved with the help of the presented mathematical model of the

uptake process.

The biostimulator concentration in the surface liquid layer decreases due to its
penetration into the plant tissue. Fig. 6 shows the evolution of this process and its

dependency on parameter Na.

Fig.6

As can be seen. the equilibrivm concentration is higher at higher values of Na and
consequently larger amount of biostimulater remains in the surface liquid layer in
the equilibrium. The consumption of unused (inactive) biostimulator present in
the surface layer therefore increases with increasing Na values: on the other hand
the penetrated amount of the biostimulator 15 inereased when thicker biostimulator
solution is applied on the plant surface (see Fig. 4). The most rational way 1s thus
to apply biostimulator solution at such Na values which ensure penetration of the
minimal active amount. For example. in case the minimal active amount
corresponds to the mean integral concentration 0.5. the Na 0.6 1s sufficient for
achievement of this required concentration. In addition. if we need to inerease the
penetration rate, we can also apply thicker amount of biostimulator solution. In
the same example as above. if we further increase Na to 0.8. the dimensionless
time Fo necessary for the achievement of the required concentration is lower than
0.4 compared to time Fo larger than 0.5 at Na equal to 0.6. Converted to hours, in

case of our biostimulator this difference makes approximately 170 h.

11
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Conclusions

A mathematical model based on the diffusion mechanism is presented. The model
enables us to estimate the time necessary for penetration of a minimal effective
amount of biostimulator into the plant body. To ensure that the diffusion process
takes place. the biostimulator surface layer must be in the liquid phase. In reality,
these conditions are fulfilled when the relative air humidity is close to saturated
state — for example. this corresponds to biostimulator curing in greenhouses or
immediately after rain in the field conditions. In lower air humidity values. it is

inevitable to repeat biostimulator application in order to obtain the desired results.

The simulations showed that the use of a thicker biostimulator surface solution
layer increases the rate of the uptake and thus shortens the time necessary for
penetration of the minimal active amount. On the other hand. larger unused
biostimulator residue remains in the surface layer. making the costs of such

application higher.

List of symbols

Symbol Description Ut
¢ Biosumulator concentration in the plant tissue [kg'm’]
T Time [s]
x Coordinate [m]
D Effecnive diffusion coefficient m the plant body [m?'s]
b Half thickness of plant body [m]
T Cntical tume at which all water has evaporated [s]
Concentranon of biostimulator in the surface 3
<o . [kg/m’]
hquid layer
Initial concentration of prepared biostimulant s
Cop [kg/m?]
solution
Ve Volume of the surface haqmd layer [m’]
3 Plant body surface [m’]

Mass-transfer coefficient of water from the _
k o ) [m's]
biostimulant solution to the air

Co Concentration of saturated water vapor in the air [kg.-’msi
P Water density [kg/m’]
Pn Partial pressure of saturared water vapor [Pa]
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M Melar mass [kg/kmol]
Universal gas constant [T/{kmol K)]
Temperature X]
Fo Dimensionless time [11
X Dimensienless coordinate [11

Dimensionless biostimulator concentration in the o
C 1
plant tissue

Dimensienless brostimulator concentration 1n the
<y o [11
liquid surface layer

5 Porosity [1]
Na Dimensienless "soalang number” [1]
£ n-th root of equation (17) [1]

Dimensionless mean integral concentration of

0|

(1l

biostimulator in the plant tissue

Other symbols are explained directly in the text.
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Fig. 1 Geometry of the biostimulater diffusion mathematical model

Fig. 2 Diffusion coefficient measurement

Fig. 3 Evolution of biestimulator concentration field in the plant tissue

Fig. 4 Dependency of integral mean biostimulator concentration in the plant on Vo
Fig. 5 Dependency of mntegral mean biostimulator concentration 1 the plant on &

Fig. 6 Dependency of biostumulator concentration m the surface liquid laver on Na
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Geometry of the biostimulator diffusion mathematical model
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Biostimulator concentration in the solution [1]
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cl

Evolution of biostimulator concentration field in the plant tissue
174x174mm (300 % 300 DPI)
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