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UvoDn

Prezentovany ¢linok nadviizuje na nasc predosié akii-
vity v oblasti mlicénej fermenticic publikované v minu-
Iych Cislach ndsho casopisu [16,17]. Odviedy boli z tejlo
problematiky zverejnené viaceré price, zamerané na
hl'adanie novych produkénych kmefiov [1-3], $tidium
nicktorych biochemickych vplyvov na proces [4-8]a vyvoj

579 663

progresivaych izolacnych postupov (osobitne clektro-
dialyzy), ktoré umoZiiuji niclen kontinualizovar proces
za sucasncho vyrazného zlepSenia jeho ckonomickych
parametrov, ale sicasne aj izolovat vysoko Cisty produkt
[9-14]. NaSc vyskumné aktivity sa 1ykali jednak proble-
matiky clekirodialyzy ako moZnosti scparicic a puri-
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fikicic kyscliny mliccnej [15], zlepSovania parametrov
vyvijancj fermentdcie, ako aj Stidia procesu vo viicSich
fermenta¢nych objemoch.

Obsahom lejto price si vysledky optimalizicic
procesnych podmicnok, zloZenia pody a objemu inokula. Si
v nej i poznatky o moZnostiach separicic kyseliny mlic¢nej.

2. MATERIAL
2.1 Bakterialny producent

Bol pouZity izolit identifikovany ako Bacillus coagu-
lans [16]. Kmen je uloZeny v Ceskoslovenskej zbicrke
mikroorganizmov v Bme pod ¢islom CCM 4318 (dostupny
len pre majitela). Udrziavany bol na tckutej MRS pade
s pridavkom CaCOj3 pri 4 °C a preoc¢kovivany v dvojme-
sacnych intervaloch.

2.2 Kultivaéné média

MRS médium (g1™"): peptén 10, kvasnicny extrakt 5,
sacharéza 20, Tween 80 1 ml, K;HPO; 2, trihydrit octanu
sodného 5, citran aménny 2, MgS04.7H,0 0,2,
MnS04.4H;0 0,05. Po rozpusteni vietkych zloZick bolo
pH upravené na 54 a pﬁdd bola sterilizovana beZnym
sposobom v auloklive (20 min pri 121 °C).

Produk¢nad péda (g.I° ": sacharéza 80, kvasni¢ny auto-
lyzat 15, KH2PO4 1, (NH4)2SO4 1, MgS04.7H20 0,2,
MnSO4.4HgO 0,05, FcSO.;.'IHgO 0,01. Sterilizovani bola
rovnako ako MRS médium.

2.3 Chemikaiilie

Peptén pre bakicriologiu a kvasnicny autolyzit boli od
Imuny Sari¥ské Michalany, kvasniény extrakt od
holandskej firmy Gist-Brocades, Ostion KS-2 zo Spolku
pre chemicku a hutni vyrobu v Usli nad Labem, Lewatit
od nemeckého koncernu Bayer. Leading a termindtor pre
izotachoforcticki analyzu dodal Ustav ridiockologic
a vyuZitia jadrovej techniky v KoSiciach. Granulované
aktivne uhlie Dezorex HYS-N pochidzalo zo Slovenskych
lu¢obnych zivodov v Hniisti. Ostatné chemikalie v Cistote
p-a. boli od firmy Lachema Brno.

2.4 Pristroje

Inokulum bolo pripravované v termostate BT 120
(Laboratorni pfistroje Praha)

Laboratérne fermentac¢né experimenty boli realizované
vo fermentore LF-2 (Vyvojové dilny CSAV Praha)s ull\n-
vymobjemom 5 Ia plnenim 21, frekvencia oticok 220 min’!

v 20 1 fermentore SLF-20 (JZD SluSovice, CR) s ]Ldnym
lurbmov?'m micSadlom a spodnym pohonom, oticky
150 min™, plnenie 10 1.

Slvrlprcvad/kovu pokusy sme realizovali v 100 |
fermentore BL-100 (Biolafitte, Framuzsko) ktory bol
vybaveny tromi turbinovymi micsadlami, oticky 80 min h
plncnic 70 1 a 1500 1 fermentore (VUChZ Bruo)
s vnidtornym pricmerom 800 mm, tromi turbinovymi
micsadlami, oticky boli 102 min™', pIncnie 900 1.

Analyzy fermenta¢nych médii boli uskuto¢nené
na izotachoforctickom analyzitore ZKI-02 (Ustav

ridiockoldgic a vyuZitia jadrovej techniky, SpiSska Novi
Ves).

Mikrobiologické pozorovania boli realizované pomo-
cou mikroskopu Laboval 4 (Zciss Jena).

3. METODY
3.1. Fermentacné€ experimenty

Rast biomasy bol sledovany denzitometricky pri 650
nm, inokulum pre laboratorny fermentor sme ziskali
statickou kultiviciou v MRS pdde s 2 % hm. CaCO; pri
50 °C. Samotné laboratérne fermenta¢né experimenty boli
vedené podla [17].

3.2 Analytické metody

Sacharéza bola stanovovand upravenou metédou podra
Luffa-Schoorla [17].

Kysclina mlicéna a ostatné produkty charakicru orga-
nickych kyselinboli stanovované izotachoforeticky [20]. Ako
vodiaci elektrolyt bola pouZiti komer¢ne doddvania zmes HCI
a e-aminokapronovej kyseliny s pridavkom 0,1 %
metylhydroxycelulézy, pH = 4-5) zakoncujicim clektro-
lytom bola zmes kyscliny kaprénovej a histidinu (pH =4 - 5).

3.3 Odfarbovanie média

M¢édium laboratdmej teploty pretekalo cez kolénu
naplnend nosicom Dezorex HYS-N rychlosfou 1 objem
média na 1 objem uhlia za hodinu. Po zahlteni sa nosic
regencroval 4%-nym roztokom NaOH pri 90 °C aktivécia
1% H2S0; pri 50 °C.

3.4 Purifikacia ionexami

Bola robend v kolénovom usporiadani procesu
rychlostou 1 objem média na 1 objem ionexu za hodinu.
Regenericia sa robila 10% HCl v mnoZstve 2 objemy
kyscliny na 1 objem katexu (OSTION KS-2), resp. 10 obje-
mov 4% NaOH na 1 objem anexu (Lewatit) pri 60 °C.

3.5 Mikrofiltracia

Laboratérna mikrofiltricia prebichala na laboratérnych
moduloch vyrobenych vo VU LIKO s membrianami PL-
20 pri tlaku 0,3 MPa a teplote 22 °C. Vicsic fermenta¢né
objemy boli spracované na zariadeni LAB-UNIT
dinskej firmy DDS s membrinami PL-20. Ostatné
procesné podmicnky boli rovnaké ako u laboratérnych
cxperimentov.

3.6 Elektrodialyza

Mensic objemy boli spracované na japonskom zaria-
deni CS-O (Asahi Glass Co.) s membrinami RALEX
(MEGA, Striz pod Ralskem) pre vidSic objemy bolo
pouzité¢ zariadenic EDVARD-0-5 (MEGA, Straz pod
Ralskem). Procesné podmicenky boli menené v zivislosti
od pozadovaného produktu (sol' alcbo voI'nd kysclina),
v pripade paralelnej konverzie soli na vol'ni kysclinu bola
ako protién pouzivand HiPOy [15].
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4. VYSLEDKY A DISKUSIA
4.1 Optimalizicia podmienok a zloZenia pody

Fermentaéné podmicnky boli optimalizované u para-
metrov, ktoré s z literatliry znime ako najviac
ovplyviujiice mliccnu fermentdciu, tj. teplota (T), pH
a koncentracia asimilovateI'ného dusika (N). Bola pouZitd
mctodika plinovanych experimentov s vyuZitim grécko-
latinsk¢ho Stvorca [ 22]. Teplota bola posudzovani v rozsa-
hu 48 az 55 °C, pH od 4,8 do 6,5 a koncentricia
kvasni¢ného autolyzitu sa pohybovala od 10 do 20 g.I'.
Vhodnost'testovanych siborov podmicnok bola vyhodno-
covand podla dosiahnutej pricmernej réchlosti produkcic
kyscliny mlic¢nej (V), konverzie substritu na produkt (K)
a obsahu zvySkovych cukrov (RS). Pre matematické
vyhodnotenie bol pouZity sicin priemerncj rychlosti
produkcic a konverzie substritu, 1j. dvoch hodnét, kiorych
velkost je priamo dmernd kvalite procesu. Schéma uspo-
riadania grécko-latinského Stvorca a dosiahnuté vysledky
st v tab. 1.

Tab. 1. Usporiadanie experimentov podla grécko-latinského
stvorca a dosiahnuté vysledky pri hl'adani optimdinych
hodnét fermentdcie

T=48 RS=12,0 | T=48 RS=1,0 | T=48 RS=0,9
pli=5.9 K=738 | pli=62 K=930 [ pll=65 K=888
N=10 V=064 [N=20 V=158 [N=1S V=165
V.K=472 V.K=1469 VK=146,5
T=52  RS=9 | T=52 RS=13.0 | T=52 RS=0.6
pli=5,9  K=825 | pll=62 K=766 | pll=65 K=93.8
N=15 V=098 |N=10 V=066 |N=20 V=150
V.K=80,9 V.K=50,6 V.K=140,6
T=55 RS=19.4 | T=55 RS=0,6 | T=55 RS=13,0
pli=5,9  K=788 | pll=62 K=87.5 | pll=6,5 k=835
N=20 V=095 [N=15 V=171 [N=10  Vv=143
V.K=749 V.K=1494 V.K=119.4

T - teplota [°C]; N - kvasr;iénj autolyzat [g.I"']; RS - redukujlce
(zvyskové) sacharidy [g.I"']; K = konverzi? sutistra'tu na produkt
[%]; V = priemerna rychlost produkcie [g.I” . h™']

Z vysledkov je zrejmé, Ze testované parametre maji
v zvolenom rozsahu vyrazny vplyv na [crmenticiu.
Zretelnd je najmi nepriazniva hodnota pH 5,9, ¢o je
vysvetliteI'né tym, Ze pri takto nizkej hodnote je eSte rela-
tivne velkd cast’ vyprodukovanej kyseliny mlicénej
v médiu vo volnej, a teda nedisociovanej forme,
nisledkom ¢oho je schopnd difundovat spit do bunky
a ovplyviiovar tak d'alSiu tvorbu produkiu. Z pohladu
testovanych koncentricii dusikového zdroja je zrejmé, 7c
10 g.1"" je este nedostatocnd koncentricia a 20 g1 v pripa-
de ostatnych nepriaznivych hodnét fermenticiu nezlepsi.
Z testovanych teplét sa ako najmencej vhodni pre proces
javi byr 52 °C. Objektivnejiie hodnotenie tohto siboru
vysledkov bolo robené Statisticky, vvpoctom prispevkov
hladin jednotlivych testovanych parametrov [18]. Z tohto
vypoctu vyplynulo, Z¢ najvyhodncjiic pH je v intervale
6,2 az 6,5, koncentricia dusikového zdroja medzi 15 az

20 g.I"" a teplota 48 alebo 55 °C. VzhI'adom na vypocitani
chybu +- 15% bolo potrebné braf do wivahy aj fakt, Z¢ na
vysledky mali zrejme vplyv interakcie nicktorych para-
mctrov. Preto na ticto poznatky nadviazal faktorovy pokus,
ktory umoZnil zistit vplyv intcrakeii na proces. Uspo-
riadanic faktorového pokusu je zrejmé z tabulky 2.

Tab. 2. Fakiorovy pokus pre stanovenie interakcii parametrov
mliecnej fermentdcie s kmeriom B.coagulans CCM 4318

pll 6.2 6.5
7 48°C 55°C 48°C 55°C
N 15 20 15 20 15 20 15 20
RS 253 1,10 | 057 050 | 094 1,00 053 085
v 1,23 158 | 1,71 194 | 1,65 190 | 1,77 1,71
K 679 330|875 1019| 988 975 | 975 875
V.K | 838 1469|1494 1977|1465 1855|1728 146,6

N = konc. l‘vasniéného autolyzatu [g.I'],RS = konc. zvyé'(ovjtf‘h
cukrov [g.1"'],V = rychlost produkcie kyseliny mlienej [g.” . h™'],
K = konverzia substratu na produkt [%)]

Statistickym vyhodnotenim tohto siboru vysledkov
[18,22] bolo zistené, Ze medzi parametrami je aktuilna
jedind Statisticky vyznamnd intcrakcia medzi hodnotami
pHa teploty. Ich optimélne hodnoty maji teda pre pricbch
fermenticic osobitny vyznam.

Uvedené zivery boli konfrontované metédou linedrnej
regresnej analyzy a empirickej rovnice tvaru:

Y=AT+BT*+CpH+DpH’+ EN+F.N2+ G

Vysledkom bolo zistenie, Ze optimilna hodnota pH je
6,5, koncentricia kvasniéného autolyzitu 18,5 g1 a teplo-
ta 55 °C. MoZno teda konStatovat, Ze obe metédy poskytli
prakticky rovnaké vysledky. Preto sme v dalSom pracovali
v horeuvedenych podmicnkach, autolyzit bol z dovodu
malcho Statistického rozdiclu medzi pozitivnym vplyvom
15 a 18,6 g1 divkovany v niZicj koncentricii.

4.2 Minimalizicia zloZenia produkéného média

Po stanoveni zikladnych optimdlnych fermentaénych
podmicnok smce sa pokisili zjednoduSit' produkéné
médium tak, aby bolo ¢o najchudobnejSie na minerilne soli
a umoZznilo tak jednoduchostou svojho zloZenia o naje-
fektivnejSiu izoliciu produkiu clektrodialyzou [15].
Pristup, ktory sme zvolili, vychidzal jednak z litcrarnych
poznatkov o moZnosti vyncchania Fe?* z fermentaéného
mddia,akoajzosnahy nevnisat do pody Ziadne nepotrebné
iény, akymi si v povodnom zloZeni pody najmi SO3-
z (NH4)2 SOjalebo K* 2 KH2PO,. Preto sme z pody FeSOy
vyncchali dplne, (NH):SOs a KH:PO4 nahradili
s (NH4):HPO4 a ostainé zlozky minimalizovali. PouZili
sme pri tom sysiém plinovan¢ho experimentu podla
Roscnbrocka [18]. Trojkrokovou optimaliziciou, v kiorej
kazdy krok pozostival zo Styroch experimentov bolo
stanovené nové zloZenie produkénej pody (vid' tab.3).
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Tab. 3. Pévodnd produkénd poda a jej zloZenie (g/l) po opti-
malizdcii metédou podla Rosenbrocka

ZloZka Povodné zloZenic Nové zloZenie
sachardza 80 80
kvasni¢ny autol. 15 15
KILPO, 1 -
(NI,):SO, 1 )
(NII,),1PO, - 0,75
MgSO,.711.0 0.2 0,05
MnSO,411,0 0,05 0,04
FeSO,.711,0 0,01 -

PouZivanic pody takéhoto zloZenia prinieslo micrne
zvyScnie konverzic substritu, aviak za cenu poklesu prie-
merncej produkénej rychlosti. Hodnota rozdiclov (vid’
tab.4) naznacuje, Zc d'alSou optimaliziciou [19] by bolo
mozné zloZenic pody o procesné paramectre vylepsir.
Rezervy moZno v tomto smere vidiel najmi v detailnejscj
analyze vplyvu hladiny anorganického fosfitu na rast
biomasy a tym aj produktivitu procesu.

Tab. 4. Koncentrdcia zvyskovych cukrov [RS]. konverzia

substrdtu na produkt [K] a priemernd rychlost’

produkcie kyseliny mliecnej [V] vo fermentdcii pred
optimalizdciou zloZenia produkénej pody a po nej

RS [g.I"] K[%] Vig!".n']
povodné zloZenie L1 92,5 1,72
nové zloZenie 06 93,4 1,35

4.3 Vplyv objemu inokula

Bakicridlna mlicéna fermenticia je typickd tym, Ze
produkcia je Ciasto¢ne spojend s rastom biomasy, t.j. pre
optimdlnu produkciu je nutné udrZat’ bunky aspoii pri mini-
milnom raste. Z tohto dévodu sme pre d’alSiv optimaliziciu
procesu povaZovali za uZito¢né zistit'vplyv objemu inokula
na rychlost’ produkcie, vytaZnost procesu a stupeit
konverzic substritu na produkit.

Ziskané vysledky s v tabulke 5.

Tab. 5. Vplyv objemu inokula na priebeh mliecnej fermentdcie

Objeminokula [%] | RS [gl] K[%) Vigl'.n']
5 11 93,5 1,78

10 1.4 87,5 131

15 - 26 75,1 1,18

Legenda - vid tabulka 4.

Z vysledkov je zrejmé, Ze so vzraslajicim objemom
inokula sa zhorSovali vSctky sledované parametre. Potvrdi-
lo sa teda, Z¢ produkcia je CiastoCne spojend s rastom,
pretoZze ¢im menSic inokulum bolo pouZité, tym lepsic
rastové podmienky boli navodené a tym lepSic vysledky
boli dosiahnuté. Naopak, ¢im bol objem inokula vicsi, tym

kratSic trvali rastové podmicnky a efcktivnostprocesu bola
niZSia. Nicktoré d’alSic experimenty (vysledky ncuvidza-
me) ukizali, Ze zniZovanic objemu inokula pod 5% obj. u
nemd prakticky vyznam a clcktivnost’ procesu sa uZ
nezlepiuje, naopak, dochidza k predlzovaniu lag (izy. Ako
sa ukazalo pri testoch vo viéSich [ermentanych objemoch,
dochidza tu vplyvom lepSich hydrodynamickych podmic-
nok k urychleniu rastu, preto je predpoklad, Ze¢ i tu treba
povaZovat objem inokula 5% za vhodny; mensi by mohol
podstaine predlZit’ lag [dzu, vidSi je nevhodny vzhladom
k uZ i tak rychlemu rastu bunick. Z technickych i ckono-
mickych dévodov viak ncbolo moZné exakine tento vplyv
na trovni Stvrtprevidzky otestovat. Preto sme vo vicetkych
d’alSich experimentoch pouZivali objem inokula do 5%.

Cclkove moZno konStatoval, Z¢ uvedcenou opti-
maliziciou sa zlepSila vyuZitcInost'substritu zo 75a%80 %
na 93 az 95 %, pri skriteni ¢asu [ermentéicic z cca 60 na 40
aZ45 hodin. Pricbch fermenticic v laboratérnom fermento-
re po oplimalizicii podmicnok, objemu inokula a zloZenia
pody je na obrdzku 1. Analyza [ermenta¢nych produktov
dokizala, Ze proces bol homofermentativny.

KM A RS
(g-T" 50)9.171)
-—a o8| 0—o0
60 | 41,8460
4 41,2440
20 + 0,64 20

L il e
20 40 60 t (h)

Obr.1. Spotreba sacharézy (RS), pradukcia kyseliny mliecnej

(KM) a rast biomasy (Agso) pocas mliecnej fermenticie
na sacharézovom minerdlnom médiu s kmesiom B.coagu-
lans CCM 4318 po optimalizdcii zdkladnych procesnych
parametrov.
Proces prebichal v laboratérnom fermentore objemu 5 |
plncnom na 2 |, pri teplote 55 °C, pll bolo udrZiavané
NdO” na 6.5, koncentricia kvasni¢ného autolyzitu
15g. I , otacky micSadla 220 min”

4.4 Scale-up procesu

Po zikladnej optimalizicii procesu sme pristipili k
jeho testovaniu vo vidSich fermentaénych objemoch. Na
laboratérny 2-litrovy fermentor nadviazali experimenty
v 20-litrovom, 100-litrovom a 1500-litrovom fermentore.

Pricbeh fermenticic v 20-litrovom fermentore je na
obrdzku 2. V porovnani s vedenim predoslého procesu
A rovnaky'ch v laboratériu optimalnych podmicnkach
doslo k nncrncmu zhorSeniu rychlosti produkcic (na
1,57 g1 . hh), ako aj konverzic sachar6zy na kysclinu
mlic¢nu (na 87.8%). Ticto vysledky mohli byt ovplyvnené
najmi skutocnostou, Z¢ vzhl'adom na zmenené hydro-
dynamické pomery vo fermentore doslo k podstatne
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rychlcjSiemu ndrastu biomasy, ktory nebol sprevidzany
adckvitnou produkciou kyscliny mlicénej.

) = 0
- A“% RS
(g.1"™") (g.17")
[ . &40 o
60 41,5460
w 41,04 %0
20 -10.5 20
1 1 r
20 450 60 t (h)

Obr.2. Priebeh mliecnej fermenticie s kmeriom B.coagulans
CCM 1318 v 20-litrovom fermentore naplnenom na objem
10 L Procesné podmienky sii uvedené v texte pri obr.1,
otdcky miesadla boli 150 min™.

ViiiSia pozorost’ bola venovani $tddiu procesu vo
fermentore objemu 100 1. Prvy experiment bol urobeny
prostou analégiou laboratérnych podmicnok. Ukizalo sa,
Ze i vtomto pripade doSlo k v¥razne rychlejSicmu nirastu
biomasy, pocas ktor¢ho nedoslo k adekvitne zrychlencj
produkcii. Dévodom takéhoto ndrastu si aj tu pravde-
podobne lepSic hydrodynamické podmicnky viicSicho
fermentora vhodnejSicho pre kultiviciu mlicénych bakié-
rii. RozloZenim dusikového zdroja do dvoch divok (prva
bola sucastou pédy pri inokulicii, druhd bola pridana
v staciondmej fdze rastu bunick, v 19, hodinc), sa dosiahla
len 0 milo vysSia konverzia (76,4 oproti 72,1 %) za rovna-
ky ¢as, vdaka Comu micrne stipla pricmema rychlost
produkcic (20,93 na 1,02 g1, h'"). Pridavkom dusikového
zdroja na pociatku staciondrnej fizy (obr.3) sa dosiahol
rovnomerncjsi pricbeh rastovej i produkéncej krivky, avSak
za cenu predlZenia doby fermenticic zo 60 na cca 70 hodin,

RS
(g.r'1)

o—0
60

40

20

20 ‘40

; 60 t (h)

Priebeh mliecnej fermentdcie v 100-litrovom fermentore
plnenom na 70 1.

Procesné podmicnky si uvedené v texte pri obr.1, rozdicl
bol len v otickach micsadla (80 min'l) a rozdeleni divko-
vania kvasnicncho autolyzitu. Dobu jeho pridavku pocas
procesu oznacuje Sipka.

Obr.3.

ale pri udrZani pricmernej produkénej rychlosti
(0,94 g1 . h). Laboratéme hodnoty sa dosiahnut’ nepo-
darilo.

Ani experiment v 1500-litrovom fermentore nepri-
nicsol zmenu. Naprick rozloZeniu pridévania dusikového
zdroja do troch divok (vid’ obr.4) bola dosiahnuti len
velmi nizka konverzia (76,5 %) pri relativne malcj pric-
merncj produkénej rychlosti (0,88 gl . h™). Je teda
zrejmé, Ze zlepSenic hydrodynamickych podmicnok
velkoobjemovych fermentorov v zmysle priaznivejSich
rastovych podmicnok pre mlieéne bakiéric prindfa so
scbou vyrazné skritenic exponencidlnej fizy rastu. Kedze
produkcia kyscliny mlic¢nej je Ciasto¢ne spojend s rastom
bunick, kraiSi ¢as rastu spésobi aj skrilenic doby produkcic
a tym aj zniZenie vytaZnosti. V tomto smere sa ukazujc ako
nevyhnutné d'alej testovat’ velkoobjemovi produkciu
kyscliny mlic¢nej s ciclom zabrdni’ prudkému nérastu
biomasy, kiory nic je sprevadzany adekvitnou tvorbou
kyscliny mlicénej.

K
& l".‘,, AGSJ(RSI_
I g-1")
> e alia
60 -40,94 60
40 -0,6< 40
20 -0,34 20
1 L 'l
20 40 60 t (h)
Obr.4.  Pricbeh mliccnej fermentdcie v 1500-litrovom [fermentore
plnenom na 900 1.

Procesné podmicnky sa od pripadu popisaného v texte
k obr.1 1i5ili len oti¢kami micSadla (102 min'l) a rozde-
lenim divkovania kvasnic¢ného autolyzitu. Jcho pridavky
oznacujua Sipky.

4.5 Izolicia produktu

Mikrofiltrdcia: Je prvym krokom pri izolicii produkiu.
Vzhl'adom k tomu, Z¢ biomasa jc tvorena bakiériami, boli
pouZit¢ membriny, ktoré velkostou svojich pérov zodpo-
vedaji rozmerom produkénych mikroorganizmov. Ukiza-
lo sa, Z¢ na testovanom zariaden{ jc moZné pri tlaku do
0,3 MPa dosiahnut vykon 30 L.m.h™, straty si do 5 %. Pri
vysSom tlaku vznikali problémy so zandSanim membrin,
zniZzenim tlaku zasc prudko klesal vykon.

Odfarbovanie: 1zolicia kyscliny mlic&ncj patri
K najdrahim opericiim technolégic a pra kticky rozhoduje
o cclkovej cfektivnosti procesu. Zacdina sa odfarbenim
média, ktoré sa robi na aktivnom uhli. Porovnanim
adsorpcncj mohutnosti priskovej a granulovancj formy sa
ukiizalo, Zc vykonnejsia je granulovani, ¢o je vyhodnejSic
aj z hlladiska technologického vyuZitia (prakticka apli-
kicia, regencricia). Testovanim odfarbovacej schopnosti
aktivacho uhlia voci kyscline mlicénej a jej sodnej soli sa
ukizalo, Ze vyrazncjSic odfarbenic sa dosahujc v pripade
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soli, ¢o jc z hladiska cventuilncho ndvrhu lC(hllOIOLIC
vyhod nejsic, pretoZe purilikiciu na ionexoch je ILp\lc robit’
uZ s odfarbenym roztokom. Vysledkom tychto pric bolo
stanovenic odfarbovacej kapacity 11 pouZitého aklivncho
uhlia na 16,7 1 média. Ako llathOdl\C]\la rychlost’ precho-
du média cez kolénu bola stanovend hodnota 11 mcdia na
1 1 aktivncho uhlia za hodinu. S kaZdou d’alSou rege-
nericiou tito hodnota klesala pricmerne o 15 %. Straty
kyscliny mlicéncj sa pohybovali v rozsahu 3 aZ 4 %.

Izoldcia kyseliny mliecnej: Tradicnym spésobom je
zriZanic pomocou vipenatej soli. Je zrejmé, Ze aj
dvojstupiiové zriZanic nesic so sebou niclen problém odpa-
dovej sidry, alc aj vysoké straty. Tie sa pri prvom zraZani
pohybovali v rozmedzi 6 aZ 12 % povodncho obsahu
kyscliny mlic¢nej, v druhom tieZ ncklesli pod 8 aZ 12 %
vstupného mnoZstva, celkové straty boli okolo 15a720 %.
MozZno ich pripisal na vrub jednak nic kvantitativnej
konverzii sodnej soli na vipenatd, ako aj pravde-
podobnému zadrZani Casti produktu v zrazenine. Do price
je tento postup zaradeny praklicky len z dovodov porovna-
nia s ostalnymi.

Druhou moZnostou, ktord bola experimentilne rozpra-
covand, je priama konverzia laktdtu sodn¢ho na kysclinu
mlicénu pomocou H;SOs. KedZe jej pridavkom do
fermentaéného média doslo k precipiticii mal¢ho
mnoZstva zrazeniny, klorej podstatou pravdepodobne boli
zvyiky proteinov ncodsirinené mikrofiltriciou, bolo
polrcbnc hladatspésob ich odstrincnia, aby sa pri zahusto-
vani produktu nepodiclali na tvorbe farcbnych zlicenin
zniZujicich kvalitu pmduklu Problém bol rieseny
prcdustcmm média viape nym mlickom pri 65 °C. Po
10-minitovom zdrZani bola zrazenina odfiltrovani. Ako
optimalny z hl'adiska predcistenia média sa ukizal prida-
vok 1,5 a7 3,0 g CaCO3 na 1 1 média. OsvedcCilo sa aj
dnplncmc tohto poslupu o saturiciu média oxidom uhli-
ulym priteplote lvyscnq na 85 °C. Takto upraveny rozlok
uZ ncobsahoval ani stopy koloidnych litok. Tito techniku
je moZné cSte rozirit o pridavok H2O;, ktory zlepii depro-
teinizaény cfckt, vznikaji vSak uhlicitanovo- VdleldlL
inkrusticic. V oboch pripadoch vSak dochidza aj
Kk Ciastoénému odfarbeniu média, takZe jeho docistenic na
aktivnom uhli by nemusclo byf uZ také intenzivne. Taklo
prcdupmvcné a nisledne s HSO4 okyslené médium sa

dalsom zahustovalo, pricom v nitkol’kych stupiioch bolo
polnhnc odstrafioval’ vypadivajici siran sodny. Reku-
pericia kyscliny mlie¢nej z lychlo kryStilov je mozZnid
ctanolovou extrakciou. VyraZnost tohto postupu sa viak
pohybovala na hranici 85 aZ 90 %.

Testovana bola aj moZnost extrakcie kyseliny mliecnej
organickym rozpistadlom, v naSom pripade konkréine
accténom, klory pésobil sicasne aj desolvatacne. Po
oddestilovani accténu sme ziskali sirupovité, priczracné,
relativne dobre odfarbené roztoky kyscliny mliccnej. I tu
bol viak problémom vytaZok - dosiahli sme okolo 85 %.

DalSou technikou otestovanou pre konverziu sodnej
soli na vol'nii kysclinu bola aplikdcia silnc kysI¢ho katexu
v kolénovom usponadam Vyhodou Icjto metodiky je, Ze
sicasne umoZiiuje zbavit' produkt aj stop tazkych kovov.
Pri rychlosti konverzic 11 média na 11katexu za hodinu je
kapacua 11katexu 3,5 1 média. Nevyhodou sa viak ukizala
by relativne vysoka potreba katexu, resp. Cinidicl na jeho
regeneraciu, pretoZe sa vymiciia celé stechiometrické
mnoZstvo Na* katiénov. DalSia purifikicia produkiu na

ancxe Lewalil je realizovatelnd pri rovnakej prictokovej
rychlosti.

NderLkIIVI'IC]\OUa najvykonncjSousa napokon ukdzala
byt separicia l\y%LImy mliccnej clektrodialyzou []5 21|
pomocou l\torc_| mozno prakticky jednou opcrdcnou
konvertoval sodni sol’ na volnd Kyselinu, zbavil' ju
cventuilnych primesi tazkych kovov a naviac i Ciasto¢ne
zahustit, Elckirodialyza bola testovand v Klasickom uspo-
riadani, v ktorom dochidza len k zakoncentrovaniu
/mducq zloZky (v naSom pripade cca 2,5-ndsobnému), ale
aj kombinovana s dvojnisobnou vymennou reakciou,
vd’aka kiorej pri zakoncentrovavani dochddza aj ku
konverzii soli na vol'nii kyselinu. V tomto usporiadani sme
dosiahli aZ 4-ndsobné zahusicnic a sicasnd konverziu
[15,21].

Kvalilta scpara¢nych a purilikacnych postupov bola
overovand aud]y/ou produkiu na pritomnost’ tazkych
kovov a primesi inych kysclin. Ako ukazali vysh.dky pola-
rografickej analyzy, obsah razkych kovov v ndsc] vzorke
neprekrocil hodnotu deklarovani rcnomovanyml svelo-
vymi firmami ako hrani¢nd (tabul’ka 6). Podobne '*CNMR
spektrum niasho produklu vykn zalo Cistotu minimdlne také-
ho stupiia, aki ma komerény zahrani¢ny produkt.

Tab. 6. Porovnanie obsahu tazkychkovovv pripravenejkyseline
mliecnej s tidajmi renomovaného vyrobcu (PURAC

biochem)
Vzorka Pb | cd | Cu | | Celkom
[mgkg']
CNIFSTU 0279 | 0037 | 108 | 3063 | 4450
PURAC (lit.) & & & & 10,000

& - osobitne se neuvadza

ZAVER

Na ziklade optimalizicic procesnych podmicnok
a zloZenia produkd mj pddy bolo navrhnuié také vedenic
procesu, ktoré zaistuje dosmhnuuc pmdukllvlly kyseliny
mlicénej okolo 1,8 gt h! pri zachovani homo-
fermentativity pricbchu. Velkoobjemové fermentacné
cxperimenty ukizali na odliSné spravanic sa procesu -
v 1ychto podmienkach dochidza k prudkému nérastu
biomasy nesprevidzanému adekvitnou tvorbou kyscliny
mliccnej, v dosledku Coho klesa konverzia substritu na
produklt. Stidium moZnosti izolicie produktu poukizalo na
nevyhody klasickej zriZacej metédy a aplikicic ionexov
a dokidzalo vyuZiteI'nost clektrodialyzy niclen pre
zakoncentrovanic laktdtu sodného, ale aj jeho konverziu
v jednom procesnom kroku na vol'nd kyselinu.
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HERIBAN,V.SITKEY,V.-STURDIK,E.-SLAMA,V.-TIBEN-
SKY,V.: Fermentaéni produkcia Kyseliny mlieénej. IV: Opli-
malizicia procesu, jeho scale-up a izolicia produktu.
Kvas.prim., 39, 1993, &.7,s. 197 - 203

Prica nadvazujc na izoldciu termofilného producenta kyse-
liny mlieénej. Prezentuje poznalky z optimalizicie zikladnych
fermentacnych podmicnok a zloZenia produkénej pody metodou
plinovaného experimentu ako aj objemu pouZivancho inokula.
Analyzuje spriavanic sa procesu vo viicSich fermentacnych obje-
moch aZ po 15001, pojedniva o moZnostiach odfarbovania média,
izoldcic a purifikicic produkiu a napokon porovndva Cisltolu
ziskanej kyscliny mlieénej s komercne dostupnym produktom.
Navrhuje zloZenic média a podmienky, za ktorych je pricbch
procesu najlepsi z hl'adiska kincliky, ako aj konverzie substratu
na produkt.

Tepuban, B.- Curken, B. - IlIrypaux, E. - Caama, B. -
Tubencku, B.: OepmeHTaTMBHAA NPOAYKYHA MOAOUHONM
kucaorer. IV. OnTumu3sagusa npoyecca, ero scale-up u
usoaupoBanue nmpoaykra. Keac. npym., 39, 1993, N° 7, ctp.
197 - 203

PaboTa NpOJOAKAET TeMy M3OAMPOBAHMA MPOAYLEHTA MOAOUHOM
kucAoT. OHA NPeACTABAAET CBEACHHMA NO ONTHMU3ALNUM OCHOBHBIX
YCAOBHit PEPMEHTALMI M COCTABA CPeAbl METOAOM MAAHHPOBAHHOTO
3KCNEPUMEHTA, Takke Kak M OGbEMA NPHMEHAEMOrO MHOKYAR. Orna
NpOBOAMT aHAAW3 TMOBEJAEHMA mnpoyecca B GOAbINX
depmenTaynonnbx obbemax 40 1500 A, 06CyXAET BOIMOXKHOCTH
oecyBeumMBaHna CpeAbl, H3OAMPOBaHUA H NypudpMKaLMH NPOAYKTa
W, HAKOHEL), CONOCTABAAET YHCTOTY MOAY 4EHHOM MOAOYHOR KMCAOTEL
C TOProBO AOCTYMHBEIM NPOAYKTOM. /laree OHa npejAaraeT COCTas
cpeAbl M yCAOBMA, MpM KOTOPHIX X04 npoyecca nauGoaee
GAATONPUATEH KAK C TOMKM 3PEHMA KMHETHKM, Tak M KOHBEPCHUM

cybGcTpata B NpOAYKT.

HERIBAN,V.-SITKEY,V.-STURDIK,E-SLAMA,V.-TIBEN-
SKY,V.: Fermentation Production of Lactic Acid. IV. Process
Optimization, its Scale-Up and Product Isolation.
Kvas.Prim.39, 1993, No.7, pp 197 - 203.

Alter isolation of the thermophilic production strain the
results of the optimization of principal fermentation conditions,
that of the composition of a production medium and the quantity
of inoculum are described. The method of the planned experiment
was uscd [or the procedure of optimization. Also the process
behaviour in larger fermentation volumes (up to 15001) is analy-
zed. The possible medium decolourization, product isolation and
purification and its comparison with the same commercially sold
product are discussed. The optimum medium composition and
culture conditions from standpoints both of kinetic as well as of
substralc conversion are developed.

HERI BAN,V.SITKEY,V.-S' TURDIK,E.-S IJ(MA,V.-TI BEN-
SKY,V.: Fermentative Milchsiureproduktion. 1V. Opli-
malisicrung des Prozesses, sein Scale-up und Isolation des
Produkts. Kvas.prim., 39, 1993, Nr.7, S. 197 - 203

Dic Arbeit kniipftan dic Isolation des thermophilen Milchsiu-
re-Produzenten an. Prisentiert werden die Erkenntnisse aus der
Optimalisicrung der Grundfermentations-Bedingungen und der
Zusammensctzung des Produktionsbodens mitiels der Methode
des geplanten Experiments sowic auch des Volumens des ange-
wandten Inocculums. Es wird das Verhalten des Prozesses in
grosseren Fermentationsvolumina bis zu 1500 1 analysiert; weiter
bechandeln dic Autoren dic Moglichkeiten der Medium-
Entléirbung, der Isolation und Purifikation des Produkts. Dic
Reinheit der gewonnenen Milchsiure wird mit den kommerzicll
zuginglichen Erzcugnissen verglichen. Es wird dic
Zusammensctzung des Mediums vorgeschlagen sowie auch die
Bedingungen, bei denen der ProzeB optimal verliuft, und zwar
nicht nur vom Standpunkt der Kinetik, sondern auch der
Konversion des Substrats auf das Produkt.




