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Casteéna mikrobialni denitrifikace
pFi zvySené teploté

PARTIAL MICROBIAL DENITRIFICATION AT ELEVATED TEMPERATURE

Btaszczyk llona — Politechnika todzka, Wydziat Biotechnologii i Nauk o Zywnosci, L6dz, Polsko

Denitrifikace znamena pfeménu dusi¢nanu ¢i dusitanu na
plynné oxidy, jako je oxid dusnaty (NO) a oxid dusny (N,O),
které 1ze dile redukovat na molekularni dusik (N,) (1, 2).

Celkovi denitrifikace je definovana jako redukce dusi¢nant
(dusitan) na molekuldrni dusik (3). Proces probihd za piisné
anaerobnich podminek. Caste¢nd denitrifikace zahrnuje redukci
dusi¢nanu na dusitan nebo na amoniak a probihd za relativné
anaerobnich podminek, tj. za pfitomnosti malého mnoZstvi
kysliku (4).

Schopnost provadét denitrifikaci ma mnoho raznych druht
bakteril a nékterych hub. Jsou pfitomny v pidnich mikroor-
ganismech, z nichZ bakterie Bacillus sp. a Pseudomonas sp.
jsou nejvetsi skupinou. Denitrifikdtory jsou vétsinou fakultativni
anaeroby, které mohou béhem dychini pouzivat NO;~ misto
kysliku jako akceptor elektront, aby se vyrovnaly s prostfedim
s nizkym obsahem kysliku nebo anaerobnimi podminkami (5).

P1i postupné redukci NO;™ na N, jsou enzymy katalyzujicimi
reakce nitratreduktaza, dusitanreduktiza, oxid dusnaty reduk-
taza, oxid dusny reduktiza (2). KdyZ jsou denitrifikacni bakterie
v anaerobnich podminkach, reduktizy jsou dereprimovany za
40 minut az 3 hodiny (1).

Bylo zjisténo, Ze za Gcelem syntézy nitratreduktizy je vhod-
né&jsi postupné vycerpani molekularniho kysliku nebo poskytnuti
urcitého malého mnoZstvi kysliku na konstantni Grovni spiSe nez
rychly pfechod do anaerobnich podminek (1). Pfi provadéni
experimentu v davkovych podminkich dojde k postupnému
vycerpani molekuldrniho kysliku v prostredi.

Rychlost procesu denitrifikace je tzce zdvisld na hodnoté
pH prostiedi, modelového nebo skute¢ného, ve kterém jsou
denitrifikdtory pfitomny. Rychlost tohoto procesu se zvysuje se
zvy§ujici se hodnotou pH mezi 7,00 a 8,00 (6). Obecné plati,
Ze jak snizeni hodnoty pH prostredi, tak zvySeni koncentrace O,
v ném, vede ke sniZzeni rychlosti celkové denitrifikace (1).

Literdrni prameny ukazuji na vyznamnou teplotni zavislost
rychlosti denitrifikace ve studiich provddénych s pudou. Maxi-
mdlni rychlosti procesu denitrifikace bylo dosaZzeno v teplotnim
rozsahu 60-75 °C (7). Z piehledu literatury pfitom vyplyvi,
ze vliv zvysené teploty z 50 na 70 °C na prubéh denitrifikace
byl prozkouman mnohem méné nez vliv nizsi teploty od 10 do
35 °C. Horraus A KrausHorer (8) navic ukazali, ze dany kmen mtiZe
vyjadfovat raznou schopnost redukovat dusi¢nany na dusitany
v zavislosti na teploté.

Proces denitrifikace probiha v Siroké Skadle prostiedi, ktera
hosti mikroorganismy schopné redukovat dusi¢nany nebo dusi-
tany (9). Proces denitrifikace muZe nastat béhem skladovani
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a zpracovani potravin, coZ je v literatufe uvadéno méné Casto.
Napiiklad NaBrzyski T L. (10) zjistili zvySeni obsahu dusitant
z 0,41 mgkg™ na 108,80 mg-kg™ po 24 hodinich skladovani
Cerstvé mrkvové Stavy pii 18—20 °C. Autoii (10) také ukazali,
Ze teplota v rozmezi 70—75 °C vedla k inaktivaci enzymu redu-
kujicich dusi¢nany a enzymu odpovédnych za dalsi premény
dusitant.

K mikrobidlni pfeméné dusi¢nanu na dusitan muze dojit
také pri vyrobé cukru z cukrové fepy a zejména pii procesu
extrakce sacharosy. Pfitomnost dusitanu v surové §taveé ziskané
extrakci sacharosy z cukrové fepy neni zadouci. Dusitan mutze
reagovat s oxidem sifi¢itym za vzniku kyseliny imidodisulfo-
nové (11), kterd reakci s draslikem vytvafi téZko rozpustnou
sul — imidodisulfonit draselny (12). Tato sloucenina maZze zhorsit
kvalitu hotového produktu, protoze mutze kokrystalizovat, coz
vyznamné zvySuje mnozstvi popela. Dusitany mohou prechizet
do vedlejsich produkti procesu vyroby cukru, jako je melasa,
kterd se pouzivd v krmnych produktech a pfi destilaci.

Proces extrakce sacharosy z fizku se provadi pfi zvysSené
teploté, a proto je rozumné studovat vliv tepelné tpravy na mikro-
floru piirozené se vyskytujici na povrchu cukrové fepy. Zdrojem
mikroorganismi vstupujicich do procesu extrakce na povrchu
cukrové fepy je puda, ve které rostla.
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Obr. 1. Pocet termofilnich bakterii ve smési inkubované pii 60° C

smichdna se sterilni destilovanou vodou v hmotnost-

Pocet termofilnich bakterif

nim pomeéru 2 : 3. Pro kazdy jednotlivy experiment byly
piipraveny Ctyfi vzorky: dva jako referencni vzorky
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a dva vlastni vzorky. Vzorky byly poté inkuboviny
pii 50 °C, 60 °C nebo 70 °C za statickych podminek.
Tepelna inkubace smési byla providéna s omezenym
mnozstvim kysliku.

Referenc¢ni vzorky byly inkubovany po dobu jedné
hodiny, zatimco vlastni vzorky byly inkubovany po
dobu ¢tyf hodin pfi nastavené teploté. Po stanovené
dobé tepelné inkubace byla smés ochlazena a poté z ni
byla slita §tdva. Surova §tiva ziskana v laboratornich
podminkach byla podrobena mikrobiologickému
rozboru stanovenim poctu termofilnich bakterii,
hodnoty pH a obsahu dusitanu.

Pro stanoveni celkového poctu termofilnich bak-
terii byly pouzity dva typy mikrobiologickych médii:
Cameronuv agar (médium ¢. 1) a zivny agar (médium
¢. 2). Cameronovo médium sestdvalo z peptonu K,

Dobré rozpozndni vlivu zvySené teploty pouzivané pfii
zpracovani potravin na termofilni mikroorganismy obyvajici
zpracované rostlinné suroviny, napf. v kontextu jejich schopnosti
preménit dusi¢nany na dusitany, je zikladem pro rozhodovani
o opatfenich inhibovat jejich nepfiznivou aktivitu.

Mikrobidlni denitrifikace probihajici pfi extrakci sacharosy
z cukrové fepy ji negativné ovliviiuje. Na druhou stranu vsak 1ze vliv
Caste¢né denitrifikace vyuZzit pro hodnoceni mikrobiologického
stavu obsahu extraktoru. V procesu vyroby cukru mutze byt obsah
dusitantl v surové $tavé odebrané z extraktoru za pramyslovych
podminek jednim z parametr zvolenych pro fizeni extrakéniho
procesu v souvislosti s mikrobidlni aktivitou. Obsah dusitanti
0,001-0,002 % je povazovan za pfiznak vyznamné kontaminace
surové §tavy v extraktoru (13).

V literatufe chybi popis korelace mezi mikrobidlnim stavem
prostiedi obsahujiciho pfirozenou mikrofléru sidlici na povrchu
cukrové fepy a obsahem dusitani vyplyvajicim z mikrobidlni
redukce dusi¢nant pii zvysené teploté. Vysledky laboratornich
analyz budou z hlediska této korelace uzitecné mimo jiné pro
interpretaci tdajli o obsahu dusitant v surové $tavé, odebrané
pii extrakci sacharosy v prumyslovych podminkach.

Na zakladé literarni reSerse bylo zjisténo, Ze studie zabyvajici
se Castecnou denitrifikaci za zvySené teploty, provadéné mikro-
organismy obyvajicimi rostlinné suroviny pro vyrobu potravin,
jsou ve vyrazné mensiné. Mikrofléra pfitomna na povrchu cuk-
rové fepy, uréené ke zpracovani, ma vyznamny vliv na zpasob
provadeéni jednotlivych fazi technologického procesu a na kvalitu
vyrobeného cukru. Data ziskand béhem laboratornich studii
mohou pfispét k optimalizaci podminek jednotkového procesu.

Cilem laboratorni studie bylo zjistit mikrobidlni Gc¢innost
pfemény dusi¢nanu na dusitan, pfi zvysené teploté v rozmezi
50-70 °C, v dusledku aktivity termofilnich mikroorganismu
pochazejicich z povrchu cukrové fepy.

Materidl a metody
Vyzkumny materidl sestaval z cukrové fepy sklizené z pole

ve stfednim Polsku, ktera byla poté skladovana v chladirenskych
podminkach pii 6 °C. Pro testovani byla surovina rozdrcena a poté
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glukosy, bromokresolpurpuru a agaru. Zivné agarové
médium naproti tomu obsahovalo: pepton, masovy
extrakt, agar. Test sestdval z kvantitativni kultivace za pouziti
Kochovy plotnové metody. Misky (plotny) byly inkubovany po
dobu 48 h pii 55 °C. Experimentilni vysledky byly uvedeny jako
jednotky tvorici kolonie (CFU) na mililitr analyzovaného média.
Obsah dusitant v odebrané surové §tivé byl stanoven
pomoci Griess-Romijova ¢inidla sestdvajictho z a-naftylaminu,
kyseliny sulfanilové a kyseliny vinné. Na zdkladé zbarveni
stavy v piitomnosti Cinidla Griess-Romija byl obsah dusitana
odecten z tabulky pfilozené k analytické metodé (14). Nejnizsi
obsah dusitand, ktery 1ze stanovit pomoci ¢inidla Griess-Romija,
je 0,16 mg-I"'. Metoda umoZiiuje velmi rychle ziskat vysledek
obsahu dusitant, ale tuto hodnotu lze urcit pouze piiblizné.

Vysledky a diskuse

Laboratorni studie diskutované v tomto ¢lanku i vlastni pro-
cesni faze, jako je extrakce sacharosy z cukrové fepy, zahrnuji
aktivitu smési mikroorganismi s raznym stupném citlivosti na
tepelné podminky. Mikroorganismy pfitomné v médiu pfipraveném
v laboratornich podminkach byly vystaveny riznym teplotim
v rozmezi 50-70 °C. Na zikladé morfologickych charakteristik
kolonii péstovanych na mikrobiologickém médiu bylo zjisténo,
Ze prevladajici termofilni mikrofléra pifitomna v pfipravené smeési
a schopna rastu na pouzitém médiu se méni spolu se zménou
teploty pouzité pro inkubaci. Termofilni mikroorganismy patiici
k raznym druhtim, jako jsou produkujici nebo neprodukujici
kyseliny, se mnoZi ve studovaném teplotnim rozsahu. V zavislosti
na mikroflofe, kterd ve smési dominuje, se méni zjistitelné ucinky
jejich aktivit, jako jsou pfemény dusi¢nan. V pramyslovych
podminkdch je médium také vystaveno Casoveé proménlivé teploté,
aby se znovu zahfdlo na optimdlni teplotu pro konkrétni fizi
procesu, a poté se na této teploté udrzuje po urcitou dobu.

Do smeési byly vneseny termofilni bakterie spolu s tkani
drcené cukrové fepy. Pocate¢ni mnozstvi termofilnich bakterii
pfitomnych v testovaném prostiedi a péstovanych na pouzitém
mikrobiologickém médiu se pohybovalo od 5,20 x 10" CFU-ml™
do 3,27 x 10* CFU-ml™. Pocatetni hodnota pH pfipravené smési
byla v rozmezi 6,40 - 6,49, po Ctythodinové tepelné regulaci
pak 6,47-6,25.
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Po 240 minutdch inkubace (50 -70 °C) smési

Obr. 2. Pocet termofilnich bakterii ve smési inkubované pri 50°C

v experimentilnich laboratornich podminkach se téméf
vzdy v rizné mife zvysil pocet termofilnich bakterii.
Uchovavani smési nafezané fepy s destilovanou vodou
umoznilo mnoZeni pudnich termofilnich bakterii,
zvlasté intenzivné pii 50-60 °C. Vysledky ndrastu
jejich poctu jsou uvedeny na obr. 1. az 3.

Kdyz byla smés nakrajené cukrové fepy a destilo-
vané vody tepelné inkubovana pfi 60 °C, doslo k vyraz-
nému narastu poctu termofilnich bakterii bez ohledu
na pouzité mikrobidlni médium, Camerontv nebo
zivny agar. Pro teplotu 60 °C byl experiment tfikrat
opakovin. Pocet termofilnich bakterii pfitomnych
v testovaném systému (smési) po 4h inkubaci pfi 60 °C
se pohyboval od 2,38 x 10 do 1,9 x 10° CFU-ml™.

V kone¢ném bodé méfeni pro 60 °C byl v Zivném
agaru vzdy nalezen vyssi pocet termofilnich bakterii
schopnych rustu nez v Cameronové agaru (obr. 1.).
Mezi vSemi analyzovanymi variantami byly nejvyssi
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hladiny termofilnich bakterii ziskiny v misté ko-
ne¢ného méfeni pravé pro 60 °C a se Zivnym agarem
(obr. 1. az 3.). Pocet termofilnich bakterii rostoucich

Obr. 3. Pocet termofilnich bakterii ve smési inkubované pri 70°C

na Zivném agaru byl 1,62—1,90 x 10> CFU-ml™. Pii
hodnoceni mikrobidlniho stavu prostfedi na pfitomnost
termofilnich bakterii, zejména v procesu extrakce
sacharosy z cukrové fepy, je rozumné pouZit razna
rastovd média, jako je Cameron a Zivny agar.

Pocet bakterii ziskany ve studii (60 °C) ukazuje na
koexistenci termofilnich mikroorganismu pfitomnych
ve smési drcené cukrové fepy a destilované vody.
Na zdkladé vyhodnoceni morfologie péstovanych
kolonii lze usoudit, Ze mikroorganismy péstované
v ruznych médiich (Camerontv ¢i zivny agar) pred-
stavovaly rizné druhy. Rozdily mezi vyrostlymi kolo-
niemi vyplyvajici z pouZziti raznych mikrobiologickych
médii, ale zdroven jejich morfologickd homogenita
na dané misce, byly zvlasté patrné u vzorku vyoc-
kovanych po delsi inkubaci smési pfi 60 a 70 °C.
Obecné byla pro tyto tepelné podminky pozorovina
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jasnd dominance termofilnich bakterii dvou druht
v populaci studovaného prostredi, které se mnozily
soucasné.

Pii stanoveni celkového poctu termofilnich bakterii v potra-
vindch se ¢asto pouzivda Cameronovo médium. Na zakladé
ziskanych vysledku 1ze usoudit, Zze v nékterych pfipadech je
rozumné hodnotit mikrobidlni stav prostfedi z hlediska poctu
termofilnich bakterii pomoci mikrobiologickych médii razného
chemického sloZeni. To umoziuje 1épe rozpoznat mikrobiolo-
gicky stav suroviny, meziproduktu nebo hotového vyrobku pii
zpracovani potravin. Na podporu tohoto tvrzeni 1ze zvIasté uvést
dvé replikace provedené pro 60 °C, tj. druhé a tfeti (obr. 1.).
Rozdil v poctu termofilnich bakterii v kone¢ném bodé méfeni
dosdhl mezi pouzitymi mikrobidlnimi médii téméf jednoho
fadu. Pocet termofilnich bakterii ve smési po Ctyfech hodinich
inkubace byl 2,38 x 10* CFU-ml™" v médiu Cameron a 1,90 X
10° CFU-ml™ v Zivném agaru (opakovani 2).

Autofi publikaci se zabyvaji identifikaci mikroorganismu
kolonizujicich cukr jako hotovy produkt a vedlejsimi produkty
vzniklymi pfi jeho vyrobé, jako jsou vyslazené fizky a melasa (15)
a také identifikaci mikroorganismut izolovanych ze surové

[

$tavy (10). Ze surové stavy bylo izolovino mnoho kmenu bakterii

LCaR 141, . 2, unor 2025

patficich do rodu Bacillus, véetné Lysinibacillus sphaericus,
Geobacillus thermode-nitrificans (16) a Bacillus coagulans,
Geobacillus stearothermophilus (8). Chybi vSak Gdaje o inter-
akcich mezi termofilnimi mikroorganismy za zvysenych teplot
pii extrakci sacharosy z cukrové fepy.

V piipadé studii provadénych pii 60 °C bylo dusledkem
vyznamné zmény v poctu termofilnich bakterii dramatické
zvySeni koncentrace dusitanu ve smési na Grovné v rozmezi
asi 32—82 mg1". Takto vysoky obsah dusitant byl ziskdn za
prumyslovych podminek. EMersTORFER ET AL. (17) uvedli obsah
dusitanu asi 70 mg-1™ ve §tavé z vafiku pii provadéni extrakce
bez dezinfekéniho prostfedku.

Akumulace dusitan(i v prostiedi na Grovnich 32—-82 mg-1™
muze naznacovat zvyseni poctu termofilnich bakterii o dva az tfi
fidy. Zadny dusitan nebyl zaznamenan ve slepych vzorcich na
zakladé barvy §tavy v pfitomnosti ¢inidla Griess-Romija. Vysoka
koncentrace dusitant ve smési ziskané pii 60 °C byla nejvétsim
zvySenim mnozstvi téchto iontu, které bylo béhem popsanych
experimentl zaznamendno. Narust poctu termofilnich bakterii
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v rozmezi dvou az tif fadd tedy miZze mit za ndsledek vyrazné
zvySeni obsahu dusitanu.

Snizeni inkubacni teploty na 50 °C mélo vyznamny vliv na
zménu prubéhu mikrobidlni ¢aste¢né denitrifikace probihajici
ve studovaném systému (smési). KdyZz byla smés tepelné
inkubovina pfi 50 °C tak pocet termofilnich bakterii v misté
kone¢ného méfeni vzrostl nejméné o dva fidy, ve srovnani
s pocatecni Urovni, bez ohledu na pouzité mikrobiologické
médium (obr. 2.). Pfi inkubaci smési pii 50 °C po dobu Ctyf
hodin se pocet termofilnich bakterii nikdy nezvysil o tii fady,
jako kdyZ byla smés tepelné inkubovana pfi 60 °C.

Udrzovani smési pfi 50 °C vedlo k vyznamné zméné v poctu
termofilnich bakterii. AvSak pii této nejnizsi teploté pouzité ve
studii, navzdory vyznamnému zvySeni poctu termofilnich bakterii,
kdyz byla smés udrzovana, smés nevykazovala tak vyznamny
nartst koncentrace dusitan® jako pfi tepelné inkubaci pfi 60 °C.
Koncentrace dusitant v testovacim médiu vzrostla pouze na
hodnotu asi 1,62 mg-1™" po Ctyfech hodindch inkubace. V Zidném
z analyzovanych piipadl nebyl v misté¢ pocite¢niho méfeni
zaznamenan zadny dusitan. Vyrazné zvyseni poctu termofilnich
bakterii ve smési drcené cukrové fepy s destilovanou vodou,
pfi tepelné regulaci na 50 °C, proto mélo za nasledek prakticky
zanedbatelnou zménu jejiho obsahu dusitanu.

Vezmeme-li v tvahu konecné body méfeni pro 50 a 60 °C,
rozdil v obsahu dusitant ve smési byl kolosdlni. PouZiti nizsi teploty
vedlo k inhibici pfemény dusi¢nanu na dusitan provadéné termo-
filnimi ptdnimi bakteriemi pfitomnymi v testované smési. Vizualni
hodnoceni kolonii vyrostlych v médiu Cameron, naockovanych
ze vzorkll po prodlouzené tepelné inkubaci (50 °C), odhalilo
narust jinych mikroorganismii ve srovnani s plotnami nasazenymi
po inkubaci smési pfi 60 °C. Byly provedeny dva nepfimé testy
na mnozstvi dusitant, zatimco smés byla udrzovana pii zvysené
teploté. V mezitestech stanovené mnozstvi dusitanti nepfesahlo
konec¢nou ziskanou hodnotu dusitant. Na zdkladé vysledkl
mezitestQ lze vyloudit vyskyt totalni denitrifikace béhem inku-
bace smési. Denitrifika¢ni aktivita pudnich termofilnich bakterii
byla uzce zavisld na teploté. Béhem inkubace smési pfi 50 °C
s omezenym mnozstvim kysliku doslo k proliferaci zejména
mikroorganismu nevykazujici schopnost provadét ¢aste¢nou
denitrifikaci.

Na zédkladée ziskanych vysledkli poctu termofilnich bakterii
a obsahu dusitanti ve smési po jeji dlouhodobé inkubaci lze
usoudit, Ze hodnoceni mikrobiologického stavu obsahu extrak-
toru pfi procesu extrakce sacharosy z cukrové fepy nelze
zaloZit pouze na kontrole jediného parametru vyplyvajictho
z biochemické aktivity mikroorganism, kterym je dusitan. S pfi-
hlédnutim k obsahu dusitant je dokonce mozné ucinit mylny
zavér o mikrobiologickém stavu obsahu extraktoru, protoze
stanoveni malého mnoZstvi dusitanti nemusi nutné znamenat
konstantni pocet termofilnich bakterii. Uroveri koncentrace
dusitant navic ukazuje na aktivitu termofilnich denitrifikdtora
v prubéhu extrakéniho procesu, nejen v samotném extraktoru.
V pramyslové praxi zavisi obsah dusitanti v surové $tavé na
aktivité denitrifikdtort za danych podminek, obsahu téchto iontt
v fizcich a ve vode z lisu buniciny piivaidéné do extraktoru. Nizsi
inkubacni teplota pouZitd pro testovanou smés muze souviset
s podminkami konkrétni faze vlastniho technologického procesu,
napf. ohfev prostfedi na optimalni teplotu, sniZeni teploty mezi
jednotlivymi fizemi nebo prostoje v procesu.

Nejvyssi teplota pouzitd ve studii k inkubaci nakrijené
cukrové fepy s destilovanou vodou byla 70 °C. Pokus s inkubaci
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smeési pii 70 °C byl opakovan tfikrit (obr. 3.). Pii této teploté
v zidném piipadé nedosihl ndrast poctu termofilnich bakterii
fadu jednoho fiadu. Ojedinéle se vyskytly i pfipady, kdy pii
delsi inkubaci smési pfipravené z drcené cukrové fepy a des-
tilované vody zustal pocet termofilnich bakterii prakticky ne-
zménén. Napiiklad pocet termofilnich bakterii byl zpocatku
1,26 x 10> CFU-ml™ (70 °C, opakovini 1, Zivny agar) nebo
9,38 x 10" CFU-ml™ (70 °C, opakovini 2, CameronQv agar).
Po 240 min tepelné inkubace smési byly stanoveny podobné
pocty termofilnich bakterii na 2,33 x 10* CFU-ml™" a 2,06 x 10
CFU-ml™. Pouziti vy$$i teploty evidentné sniZilo proliferaci ter-
mofilnich bakterii z povrchu cukrové fepy. Zména obsahu
dusitant béhem inkubac¢niho procesu smési byla opét mala.
Po ctyfech hodiniach inkubace byly stanoveny koncentrace
dusitanti v rozmezi 0,33—1,66 mg-1™.

Pii procesu extrakce sacharosy z kvalitni cukrové fepy
v extraktoru se obvykle pouZziva teplota blizkd 70 °C. Teplota
pii provadéni extrakéniho procesu muize byt snizena v pfipadé
zpracovani fepy zhorSené kvality. Na zdklad¢ ziskanych vysledk
lze usoudit, ze v piipadé teplomilnych bakterii pochazejicich
piimo z pudy teplota 70 °C inhibuje jejich mnoZeni.

Pii analyze korelace mezi poctem termofilnich bakterii
a obsahem dusitana ve smési je nutné vzit v Gvahu dostupnost
molekuliarniho kysliku, jehoZ nedostatek je jednim z faktort
urcujicich vyskyt ¢aste¢né denitrifikace. Za podminek omezeného
molekularniho kysliku pfi 50 a 70 °C doslo k inhibici mikrobidlni
Castecné denitrifikace provadéné ptidnimi termofilnimi bakteriemi.

Zaveér

Na zdkladé experimentt doslo k vyznamnému narastu
poctu termofilnich bakterii (o dva az tfi fady), pfitomnych ve
smési drcené cukrové fepy s destilovanou vodou, po ¢tyfech
hodinach inkubace pfi teploté 50—-60 °C s pouzitim dvou
rustovych médii (Cameronuv agar nebo zivny agar). S ohledem
na cely testovany teplotni rozsah (50—70 °C) pfevySoval pocet
termofilnich bakterii v misté kone¢ného méfeni v rizné mife
prevysoval puvodni pocet. Obecné plati, Ze teplota 70 °C inhibuje
proliferaci termofilnich bakterii z povrchu cukrové fepy.

Optimdlni teplota pro mnozeni termofilnich bakterii je
v $ir§im rozmezi (50—60 °C) neZ optimilni teplota (60 °C) pro
pfeménu dusi¢nanu na dusitan v prostiedi s omezenym mnoz-
stvim kysliku.

Vyrazné zvyseni poctu termofilnich mikroorganismu pii 50 °C
neovlivnilo zvySeni koncentrace dusitan(i v testovaném prostiedi.
Ucinnost mikrobidlni pfemény dusi¢nanu na dusitan zavisf na
zvySené hodnoté teploty. Studie zjistila, Ze optimdlni teplota
pro uskute¢néni vyse uvedené transformace je 60 °C. Teplota
o 10 °C nizsi nebo vyssi zptsobila inhibici redukce dusi¢nant.
Pokud je teplota v extraktoru 70 °C, a to je doporucena teplota,
muze byt inhibovdna pfeména dusi¢nanti na dusitany, ke které
dochizi v dsledku mikroorganismu pfichazejicich pfimo z pudy.

Byla zjisténa existence symbi6zy mezi riznymi druhy ptdnich
termofilnich bakterii ve smési drcené cukrové fepy a destilované
vody, udrzované pfi zvySené teploté a rostouci na Cameronové
nebo zivném agaru.

Vysledky korela¢ni analyzy mezi mikrobidlnim stavem tes-
tovaného prostfedi a obsahem dusitant v ném jsou uZzite¢né pro
ovéfeni implementacnich parametra procesu extrakce sacharosy
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a mnozstvim dusitan(, pfitomnych v surové stave.
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Souhrn

Cilem laboratorni studie bylo zjistit mikrobidlni G¢innost pfemény
dusi¢nanu na dusitan, pfi zvySené teploté v rozmezi 50—70 °C,
v dusledku aktivity termofilnich mikroorganismu pochazejicich
z povrchu cukrové fepy.

Za podminek omezeného molekulirniho kysliku pfi 50 a 70 °C
dochizi k inhibici mikrobidlni ¢4ste¢né denitrifikace, provadéné
pudnimi termofilnimi bakteriemi. Optimalni teplota pro mnozeni
termofilnich bakterii je v §irSim rozmezi (50—060 °C) neZ je optimalni
teplota (60 °C) pro pfeménu dusi¢nanu na dusitan v prostiedi
s omezenym mnozstvim kysliku. Na zdkladé ziskanych vysledka
lze usoudit, Ze u teplomilnych bakterii pochdzejicich pfimo z pudy
teplota 70 °C brzdi jejich mnoZeni.

Byla zjisténa existence symbidzy mezi ruznymi druhy padnich
termofilnich bakterii ve smési drcené cukrové fepy a destilované
vody, udrzované pii zvySené teploté, rostouci na Cameronové
nebo zivném agaru. Pii hodnoceni mikrobidlniho stavu prostiedi
na piitomnost termofilnich bakterii, zejména v procesu extrakce
sacharosy z cukrové fepy, je rozumné pouzit riznd ristova média,
jako je Cameronovo a zivné médium.

Klicova slova: mikrobialni denitrifikace, termofilni bakterie, extrakce
sacharosy.
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Blaszczyk l.: Partial Microbial Denitrification at Elevated
Temperature

The aim of the laboratory study was to determine the microbial
efficiency of the conversion of nitrate (V) to nitrate (IID) at elevated
temperature ranging from 50 to 70 °C as a result of the activity of
thermophilic microorganisms derived from the surface of sugar beet.
Under conditions of limited molecular oxygen at 50 and 70 °C,
inhibition of microbial partial denitrification occurs caused by
soil-derived thermophilic bacteria. The optimal temperature for
the proliferation of thermophilic bacteria is within a wider range
(50—60 °C) than the optimal temperature (60 °C) for the conversion
of nitrate (V) to nitrate (IID in an oxygen-limited environment. Based
on the results obtained, it can be concluded that in the case of ther-
mophilic bacteria originating directly from the soil, the temperature
of 70 °C inhibits their proliferation.

Symbiosis was found to exist between different species of soil-
derived thermophilic bacteria in a mixture of shredded sugar beet
and distilled water maintained at elevated temperature growing on
Cameron or broth agar. When evaluating the microbial state of the
environment for the presence of thermophilic bacteria, especially in
the process of sucrose extraction from sugar beet, it is reasonable
to use different growth media, such as Cameron and broth media.

Key words: microbial denitrification, thermophilic bacteria, sucrose extraction.
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