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1.UVOD

V predoSlych castiach nd$ho seridlu Fermentaéna
produkcia kyseliny mliecnej sme zozndmili Citatela so
stavom poznatkov o kyseline mliecnej a jej vyrobe v siicasnej
literatiire [1], s hladanim termofilnych producentov kyseliny
mlie¢nej z rodu Bacillus [2], charakterizdciou vyse-
lektovanych kmeiiov [3] ako aj optimaliziciou mliecénej
fermenticie, jej scale-up a izoldciou produktu [4]. Vyvinuty
producent Bacillus coagulans CCM 4318 i technoldgia si
vhodné pre efektivnu pripravu kyseliny mlie¢nej pre
technické, potravindrske i farmaceutické dcely. VzhlI'adom na
tradiciu, ale aj nicktoré realizacné aspekty vznikla potreba
doplnit’ program vyvoja technolégie vyroby potravinirskej
a farmaceutickej kyseliny mlie¢nej o variant postaveny na
bize laktobacilového kmeria.

Zimerom Iejto price bolo preto ziskat' vhodného produ-
centa spomedzi mliecnych baktérii rodu Lactobacillus, na
ziklade poznatkov z vyvoja fermentdcic s kmenom Bacillus
coagulans CCM 4318 nijst aj pre producenta laktobacilového
typu optimilne zloZenie pédy, fermentaéné podmienky
a porovnal produktivitu oboch kmefiov v podmienkach
membrinového reaktora na baze bunkového recyklu.

2. MATERIAL
2.1 Studované kmene

Pre skrining laktobacilov boli pouzité nasledovné
kmene: Lactobacillus helveticus ATCC 15009, L.helve-

ticus LMG 6413, L.plantarum ATCC 8014, L.leichmanii
ATCC 7830, L.casei subsp. rhamnosus ATCC 7469,
L.paracasei subsp. paracasei CCM 1753, L.mali CCM
2877, L.casei subsp. rhamnosus CCM 1828 a nasledovné
kmene zo zbierky MILCOM Praha: L.acidophilus 92,
L.acidophilus 98, L.delbriickii subsp. bulgaricus 988,
L.delbriickii subsp. bulgaricus 118, L.delbriickii subsp.
bulgaricus 552, L.delbriickii 237, L.casei 148, L.casei 154,
L.casei 158, L.delbriickii subsp. lactis 125, L.plantarum
178 a L.plantarum 185. Na porovndvacie experimenty
slazil producent kyseliny mlieénej Bacillus coagulans
CCM 4318.

2.2 Kultivaéné média

Dve zikladné pody - MRS pre pripravu inokula a kritko-
dobi tichovu kmena a produk¢né médium, zo zloZenia ktoré-
ho sa pri experimentoch vychddzalo, si detailne popisané
v publikicii [3]. V d’alSich etapich boli pouZité aj iné pady,
ktorych zloZenie je uvedené v d'alSom texte.

Modifikovani produkénd poda [g.0™): sacharéza 80,
kvasnicny autolyzat 15, (NH4)2 HPO4 2 aZ 6, MgSO. 7H,0
0.2, MnSO4.5H,0 0.05 a FeS04.7H-0 0.01.

Minimélne fermentaéné médium [g.1"']: sacharéza 80,
kvasni¢ny autolyzit 15, (NH4)>;HPO4 6, MgS0O,.7H,0 0.2
(rozpustané vo vodovodnej vode).

Zikladna pdda pre bunkovy recyklus [g.1"']: sacharéza
40, kvasnicny autolyzit 5, (NHs), HPO,4 1, MgS04.7H,0
0.1, MnS04.5H20 0.5 a FeS04.7H20 0.01 (rozpiirané vo
vodovodnej vode).
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Pritokové médium pre bunkovy recyklus [g.1"]: sacha-
r6za 40, kvasni¢ny autolyzdt 5, (NHs)>HPOs 1,
MgS0,4.7H,0 0,075, MnSO4.5H,0 0,025 a FeS04.7H;0
0.005 (rozpustané vo vodovodnej vode).

Pdda pre pripravu inokula pre fermenticiu s bunkovym
recyklom [g.1"']: sacharéza 40, kvasni¢ny autolyzit 10,
(NH4):HPO,4 2, MgS04.7H,0 0,2, MnSO4.5H,0 0,05
(rozpistané vo vodovodnej vode).

Médid pre fermentdciu s bunkovym recyklom boli pred
sterilizdciou okyslené HCI na pH 5.9 a sterilizované
v autokldve 30 min pri 110 °C.

2.3 Chemikiilie

Peptén pre bakteriologiu a kvasnicny autolyzit boli
z Imuny SariSské Michalany (SR), kvasni¢ny extrakt od
holandskej firmy Gist-Brocades, ako sachar6za bol pouZity
potravinirsky cukor, izolachoforetické roztoky (vodiaci
a zakoncCujici clektrolyt) dodal Ustav ridiockolégie
a vyuzilia jadrovej techniky v KoSiciach (SR). Kvapa-
linovochromatografickii kolénuss népliiou Ostion KS-0800
dodala firma Tessck Praha (CR). Ostatné chemikilie boli
Cistoty p.a. a pochiddzali od firmy Lachema Brno (CR).

2.4 Pristroje

TrepaCkové experimenty boli robené na trepacke typu
357 (Mechanyka precyzyjna, Pol'sko) pri amplitide
7 a pocte kmitov 125 min™.

Inokulum bolo pripravované v laboratérnom termosta-
te BT-120 (Laboratorni pfistroje Praha, CR).

Na vyhodnocovanie rastu biomasy bol pouZivany
spcktrofotometer Spekol 11 (Carl Zeiss Jena, NSR) v skle-
nych kyvetich hribky 1 cm.

Mikroskopicki kontrolu sme robili pomocou
mikroskopu Laboval 4 (Carl Zeiss Jena, NSR).

Centrifugdcia bola uskutoCiiovani v odstredivke VE-2
(Mechanyka precyzyjna, Pol'sko).

Laboratéme fermentacné experimenty boli realizované na
fermentore LF-2 (Vyvojové dilny CSAV Praha, CR) o celko-
vom objeme 5 1s plnenim 2 1. Oticky boli udrZiavané na
hodnote 200 min™’. Na reguliciu bola pouZitd kombinovand
sklend clekiréda GEBJ 33 A (Chemoprojekt Satalice, CR)
a regulacny pH meter. Teplota bola udrZiavani na 37 °C
obehovym termostatom MLW UHS (SRN).

Fermenticia s bunkovym recyklom bola robend na
fermentore Biolafitte objemu 100 1 plnenom 50 1 média.
Ako mikrofiltraény ¢len bol pouZity modul Ceraflo ™
firmy Millipore (USA) s velkostou pérov 0.45 pm.
Fermentor bol vybaveny pH clektrédou Ingold, prie-
tokomerom Platon, obechovym motorom ABB Motors 1.5
kW (Asea Brown Boveri, Svédsko), prevodovka a Cerpadlo
boli od firmy Johnson Pumpen AG (Svaj¢iarsko).

Na analyzu fermentaénych médii bol pouZivany
izotachoforeticky analyzator ZKI-02 (Ustav ridiockoldgic
a vyuZitia jadrovej techniky, SpiSski Novi Ves, SR)
vdvojkolénovom usporiadani a kvapalinovy chromatograf
zoslaveny z vysokotlakého cerpadla HPP 5001, dife-
rencidlncho refraktometra RIDK-102, integritora CI-105
a dvojliniového zapisovaca TZ 4200 (Laboratomni pfistroje
Praha, CR). PouZitd kol6na rozmerov 8 x 250 bola naplne-
nd OSTION-om KS 0800 v H* cykle (Tessck Praha, CR).

3.METODY
3.1 Trepackové experimenty

Boli uskuto¢iiované v 100 ml Erlenmeyerovych
bankich s plnenim 50 ml pédy. Na inokuldciu sme pouZili
2 ml €erstvo narastenej kultiry. Kultivicia trvala 28 hodin,
vzorky boli odoberané v 0., 4., 8., 12., 24. a 28. hodine.
Vyhodnocovany bol rast biomasy (meranim absorbancie
pri 480 nm), v poslednej vzorke aj obsah kyseliny mlie¢ne;j,
resp. inych kyselin.

3.2 Fermentacné experimenty

V laboratérnom fermentore bol celkovy objem
fermentacnej pody 2 1, objem statickou kultiviciou pripra-
veného inokula bol 100 ml (5%). Fermenticie boli vedené
tak, Ze hodnota pH bola udrZiavani pridivanim NaOH
(10 mol.1'") a otd¢ky micSadla boli nastavené na 200 min™.,
V pricbchu fermenticie bol sledovany nérast biomasy,
tvorba kyselin a spotreba redukujicich sacharidov. Prie-
beZne bola kontrolovani ¢istota mikrobiologického obra-
zu. Proces bol vyhodnocovany na ziklade konverzie
substritu na produkt, ktord bola stanovovana ako podiel
vzniknutej kyscliny mlicénej a skutone spotrebovanej
sacharézy. DalSim parametrom pouZivanym pre hodno-
tenie procesu bola priemernd rychlost produkcie poitand
ako podicl mnoZstva vyprodukovanej kyseliny mlienej
pripadajici na jednotku objemu fermentaénej pody za Cas
o dve hodiny presahujici posledny nirast koncentricie
produktu.

Experimenty s bunkovym recyklom boli prvych 8 aZ
10 hodin vedené ako klasické batch fermenticie, po tomto
Casovom intervale bolo mechanické mieSanic nahradené
obchom ¢asti fermentacnej pédy cez mikrofiltra¢ny modul.
Objem fermenta¢nej pédy bol zo 70 1 zniZeny na 50 1,
prebytoénym objemom bol preplichnuty mikrofiltracny
modul. Pocas takto vedencj fermenticie bol vyvidZeny
odber vyfermentovaného média ako permedtu mikrofiltra
a pridivancj Cerstvej fermentaénej pddy na tdrovni zrie-
dovacej rychlosti 0.05 h. Vzorky boli odoberané
v 4 hodinovych intervaloch, vyhodnocované boli rovnaké
parametre ako pri batch procesoch. Produkovana kyselina
mlic¢na bola ncutralizovand roztokom NaOH s koncentri-
ciou 10 mol.I"%,

3.3 Analytické metody

Sacharéza bola stanovovanid kvapalinovou chro-
matografiou s vyuZitim nipliiovej kolony rozmerov 8 x 250
s ionexom OSTION KS-0800 v H* forme. Mobilnou fizou
bola H2S04 (10 mmol.1""), prietokové rychlost’ 1.0 ml.min™!
pri tlaku 1.3 MPa, teplota kolény 80 °C, detektora 30 °C.

Kysclina mlicCna a cventudlna pritomnost' d’alSich kyselin
bola zistovan izotachoforeticky pouZitim vodiaceho elektro-
Iytu v zloZeni 102 mol.l™ HCI + 2.2.102 mol.I" kyselina
e-aminokaprénovd + 0.1 % metylhydroxyetylceluléza
a zakonCujiceho elektrolytu, ktorym bola kyselina kapronova
(5.10'3 mol.I""). PouZity analyticky prid mal pocas scparicie
hodnotu 250 pA, pocas analyzy 125 pA.

MnoZstvo biomasy vyjadrovanej ako susina bolo stano-
vované spektrofotometricky meranim absorbancie pri
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480 nm a pouZitim rovnicc kalibraCnej Ciary v tvare: susina
[g.17] = 2.67 x Asso.

3.4 Statistické metédy

Pri minimalizdcii zloZenia média bola pouzitd
Standardnd metéda podl'a Rosenbroka [S] v kombindcii
s t-testom.

4. VYSLEDKY A DISKUSIA
4.1 Vyber producenta

Do skriningu pre ucely vyberu vhodného producenta
boli zvolené laktobacilové kmene z dostupnych zbierok
tak, aby siibor obsahoval producentov L(+) formy, ale aj
D(-) izoméru kyseliny mlie¢nej. I ked’je D(-) konfiguricia
pre potravinarske vyuZitic dnes uZ neprijatel'nd, pripadné
najdenie vykonného producenta takejto optickej formy by
mohlo byt vychodiskom pre vyvoj technolégic toho
izoméru, ktory je vel'mi vyhladavany syntetickymi
chemikmi pre stereoselektivne reakeie. Primarnym cielom
skriningu zostal vyber najvhodnejSicho producenta L(+)
kyseliny mlie¢nej. Vzhladom na relativne velky pocet
kmeiiov, ktoré boli zaradené do vyberu, bola pre ich pocia-
to¢né posudenie zvolend metdda trepackovej kultivicie,
ktorej zrejmd nevyhoda je v nemoZnosli regulicie pH
fermentacnej pody ako i v diametrilne odliSnych hydro-
dynamickych podmienkach kultiva¢nej banic¢ky
a fermentora. Naprick tomu takyto pristup md zmysel,
pretoZe je predpoklad, Ze nepriaznivé faktory posobia na
vielky testované kmene pribliZzne rovnako negativne,
a nemalo by sa teda staf, aby kmeif, ktory by bol
v podmienkach fermentora vysoko vykonny, sa takymito
ncukdzal uZ na drovni trepackovej kultivicie.
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Obr.1: Produktivity (vytazky kyseliny mliecnej) vychodiskového
suboru laktobacilov po 28 h kultivdacie na trepacke pri
37 °C v 100 ml Erlenmeyerovych bankdch s 50 ml MRS
média. Objem inokula 4 %.

V prvom kole skriningu boli vSctky vybrané kmene
otestované na laboratdrnej, bohatej MRS pdde. Ciefom
tychto testov bolo ndjst medzi kultirami tie, ktoré si za
idedlnych podmienok schopné vysokych produkcii.
Vychddzali sme z predpokladu, Ze len takéto kmene budi
schopné i na chudobnejSich pddach poskytovat' vysoké
vylazky, resp. ak niektory kmen nevyprodukuje dosta-

to¢né mnoZstvo kyseliny mliecnej na bohatom médiu,
ncbudce toho sposobily ani na chudobnejsej pode. Vysledky
si na obr.l. Ako vyplyva z iudajov v tomto obrazku,
produktivita testovanych kmeiiov na sacharéze bola vel'mi
rozdiclna. I tic najproduktivnejSic kmene dosiahli len
nadpolovi¢ni konverziu subsiritu na produkt, ¢o je priamy
ddsledok nepriaznivych podmienok trepackovej kulti-
vicie. Naprick tomu tieto vysledky umoZnili vylacit
z d’alSich pokusov tie kmene, ktoré sa na sacharéze javili
ako mélo produktivne (druba desiatka testovanych kultir).
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Obr.2: Produktivity (vytaZky kyseliny mliecnej) vybraného

siiboru laktobacilov po 28 h kultivdcie na trepacke pri
37 °C v 100 ml Erlenmeyerovych bankdch s 50 ml
produkéného média. Objem inokula 4 %.

Desat’ vybranych kmeiiov bolo testovanych v druhom
kole trepackovych Kultivicii, v ktorom bola pouZitd
podstatne chudobnejSia kultiva¢ni poda ako MRS v prvom
kole. CicTom takto vedenych kultivicii bolo preverit
produkéné schopnosti vybranych kultir na médiu, ktoré je
svojim zloZenim bliZSie redlne pouzitelnému médiu
v praxi. Vysledky tohto testu sumarizuje obr.2. Ako je
zudajov zrejmé, na chudobnejsej pdde boli dosiahnuté este
nizSie konverzie ako na MRS pdde pouZitej v predoSlom
stupni skriningu, ¢o viak bolo mozné kvdli znimej vyZzi-
vovej naro¢nosti laktobacilov ofakavat. Stanovené rozdie-
ly viak i tak umoZnili jednoznacne vybral i za tychto
podmienok najlepSic kmene, pricom sme vzhladom na ciel
skriningu, ktorym bol vyber potravinirsky akcepto-
vatelného producenta pre d’alsiu pricu, vybrali uz len tie
kultiiry, kioré podl'a dostupnych literarnych idajov produ-
kujd prevazne L(+) izomér, L.j. Lactobacillus acidophilus
98, L.plantarum 8014, L.plantarum 178, L.casei subsp.
rhamnosus 7469 a L.plantarum 185.

Dalsou etapou $pecifikicie najvhodnejiicho produ-
centa boli fermenta¢né testy v mieSanom reaktore, ktoré
mali anulovat’ vplyv ncpriaznivych kultivacnych podmie-
nok trepackovych pokusov na produktivitu testovanych
kultiir a poskytnit vicrohodnejSic ddaje o fermentacnej
vykonnosti testovanych kmefiov. aby tak bolo moZzné
spol'ahlivejSie sa rozhodnit’ pre urciti kultiru. Pri zosta-
veni kultivaénych podmienok sme vychidzali zo stavu,
ktory sa ukdzal ako oplimdlny v predoslej prici [4].
Vykonnost kmefiov sme posudzovali podl'a dvoch
zikladnych parametrov - konverzie spotrebovaného
substritu na produkt a priemernej produkénej rychlosti.
PouZité bolo produkéné médium [3] a teplota kultivicie
37°C. Ako ukizali vysledky (tab.I), stabilné pH kulti-
vacnej pody a dobré mieSanie priniesli podstatne vysSie
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vylazky. PretoZe kaZdéd fermentdcia bola vyhodnocovani
na ziklade sicinu konverzie a pricmernej produkénej
rychlosti (tento sic¢in jednou hodnotou vyjadruje
vyhodnos! pricbchu procesu tak z hl'adiska konverzie, ako
aj rychlosti), ako najvhodnejSie sa v tejto etape vyberu
javili kmene L.casei subsp. rhamnosus 7469 a L.plantarum
178. Rozdielnost’ spominanych sii¢inov u oboch kmefiov
sme vak v tomto $tadiu nepovaZovali za natol'’ko vyraznii,
aby bolo moZné uZ na ziklade tychto vysledkov, dosiahnu-
tych za cSte neoptimdlnych kultivacnych podmienok
a v pdde, ktorej zloZenic tieZ eSte nebolo optimalizované,
jednoznacéne urdit ten lepsi. Ich vykonnost bola natol'ko
blizka, Zc ncbolo moZné vylicit opacné poradie ich
vhodnosti v podmienkach optimalizovanych na tieto
kmene.

Tab. 1. Vysledky fermentacnych testov piatich na trepacke
najproduhivnejs'ich laktobacilovychkmeriov. Fermentd-
cie boli robené v laboralomom fermentore na
produkénom médiu ([g.T ] sacharéza 80, KHPO4 1,
(NH3)2504 1, MgS04.71120 0.2, MnSQ4.511,0 0,05
FeS04.7H,0 0, 01), teplota kuhtvaae 37 °C, neutra-
lizicia 10 mol.T'", objem inokula 5%.

Kmei KM Cas \'% K VK
[g1'1 | (] | [g"h'] | (konv.)| [g1'h"]
L.acidophilus98 | 74,8 | 49,0 1,53 0,94 1,44
L.plantarum 8014 | 73,7 | 46,2 1,60 0,93 1,49
L.plantarum 178 | 73,0 | 39,2 1,86 091 1,69
L.casei 7469 73,7 | 375 1,97 0,92 1,81
L.plantarum 185 32,0 18,5 1,73 0,40 0,69

Vyznam symbolov vid' tab 2a 3.

To bol dovod, aby sa u oboch kmeiiov preskiimal vplyv
jedného z najvyraznejSich procesnych parametrov - pH.
Optimdlna hodnota tohto paramctra mdéZe natol'ko
ovplyvnit’ pricbeh procesu, Z¢ v tomto $tddiu bolo nutné
brat’ do iivahy, Ze by mohla aj zmenit' vykonnost kmeiiov
v prospech kultiry v ncoptimilnych podmicnkach
vykonnejSej. Vyhodnotenic jednotlivych fermentdcii je
v tabulke 2.

Tab. 2. Zdkladné charakteristiky fermentdcii kmenov L.planta-
rum 178 a L.casei subsp. rhamnosus 7469 (KM - findlna
koncentrdcia laktdtu v médiu, V - priemernd produkcnd
rychlost, K - konverzia spotrebovaného substrdtu na
produkt) pri réznych hodnotdch pll fermentdcie. Stano-
vené boli v laboratérnom fermentore LF-2 plnenom 2 |
produkéného média, pri teplote 37 °C, otdackach
miesadla 200 min™ a neutralizacii 10 mol.l"" roztokom

NaOH.
Kmei | pH KM Cas v K V.K
gl (bl | [gl"h"] | (konv) | [g!"h')
178 6,5 73,0 | 392 1,86 0,91 1,70
178 6.2 743 | 36,0 2,06 0,90 1,86
178 58 724 | 340 2,13 0,94 2,00
7469 6,5 73,7 | 375 1,97 0,92 1,82
7469 58 747 | 377 1,98 0,94 1,86

Ako je z uddajov v tabulke zrejmé, vzhladom
k predoSlym experimentom dosSlo k zmene poradia
vykonnosti poslednych dvoch testovanych kmeiov.

V takto vedenom procese sa ako vyhodnejsi ukdzal byt
Lactobacillus plantarum 178. Dosiahol najvysSiu prie-
merni produkénii rychlost’a sicasne aj najlepsiu konverziu
sacharézy na kysclinu mlie¢nu - aZ 94%. PretoZe ticto
vysledky boli lepSie ako u konkuren¢ného kmeiia, bola pre
d’alSiu optimalizdciu vybrand ako potencidlny producent
kyseliny mlie¢nej prave tato Kultira.

4.2 Optimalizacia zloZenia média

K dalsim vyznamnym parametrom, kitoré v znacnej
micre determinuji efcktivnost procesu mlieénej fermentd-
cie, je zloZenie produkénej pody. Je zndme, Ze vyznamny-
mi zloZkami pédy pre mlie¢nu fermenticiu si zdroje
fosfitu a asimilovateI'né¢ho dusika, ncmcncj dolezité su aj
nicktoré minerilne prvky, ku kiorym patri najmi Mg®* a Mn**
[6]. To bolo spolu so snahou o zostavenie cenovo ¢o
najmenej ndkladnej pody hlavnym stimulom pre expe-
rimenly vedice k ndjdeniu optimdlnej a sicasne mini-
mélnej kompozicic pody, ktora by zarucovala optimalny
pricbeh procesu pri jeho siicasnej maximalnej efektivnosti.

Prvym krokom pri modifikicii média bola nihrada
KH;PO4 a (NH4)2SO4 sol'ou kombinujiicou potrebné
zloZky (fosfit a améniovy i6n) a sicasne vylucujiicou
vnaSanic nepotrebného draslika a siranového anidnu -
(NH4);HPOj4. V pripade dobrého vysledku umozZnilo by
vyuZivanie takejto pddy zniZit' zasol'ovanic média podro-
bujiiccho sa po ukonceni fermentécice clektrodialyze, ktord
zvyseny obsah soli komplikuje. Na tento tcel bolo zosta-
vené tzv. modifikované médium, ktoré sa osvedcilo uZ pri
prici s kmefiom Bacillus coagulans. V prvom $tiadiu bola
overovand len jednorazova nahrada, v d'alSom bol vzhla-
dom na moZny vyrazny vplyv lestovanej soli na rast
mlic¢neho producenta skimany aj dosledok jej viacni-
sobn¢ho pridavku. Tento pridavok bol rozdeleny do troch
ddvok, z ktorych prvi bola sicastou pddy pri zaCiatku
fermentdcie, d’alSie dve boli do média pridavané
v 5. a 8. hodine fermenticie, ¢o zodpoveda druhej tretine
exponencidlnej fizy a zaciatku stacionarnej fazy. Cielom
taklo zvoleného priddvania tejto soli bolo dosiahnut prime-
rany a ¢o najdlhSic trvajiici rast buniek, ktory je zikladnou
podmicnkou pre dobri produkciu. Dosiahnuté vysledky si
v tabulke 3.

Tab. 3. Dosiahnuté findlne koncentrdcie laktditu (KM), casy
fermentdcii, priemerné produkéné rychlosti (V) a konverzie
substrdtu na produkt (K) v experimentoch s modiftkovanou
podou (s obsahom (NHa)olIPO4 namiesto KH>PO4
a (NH4)2804 - 0zn.MOD) a minimdlnym fermentacnym
médiom (obdobného zloZenia ako modifikované, len
s vynechanim Mn** a Fe** - ozn.MIN). Vsetky experimenty
boli realizované v laboratérmom fennenlore LF-2 plnenom
na2l, pri i teplote 37 °C, otdckach 200 min™ a neutralizicii
10 mol.I' NaOH s kmeriom . plantarum 178.

Médium KM | Cas \% K V.K
el | [h) | [gl"h'] | (konv.) | [gl'h"]

MODa 693 | 332 | 2,09 0,86 1,79

MODb 706 | 312 | 2726 087 1,97

MIN 347 | 350 | 099 0,82 031

a - obsah (NH4)2HPO4 2 g.I"" pridany na zaciatku fermentacie

b - obsah (NH4)2HPO;4 celkove 6 g.I'' rozdeleny na tri rovnaké
pridavky v 0., 5. a 8. hodine
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Vid&ina mlie¢nych baktérii potrebuje pre svoj opti-
malny rast a produkciu laktatu aj niektoré minerdlne iény,
najmd Mn?* a Fe*', kioré si nutné najmi pre nicktoré
kindzové enzymy [6]. Preto sme aj my venovali ndjdeniu
ich optimilnej koncentricie pozornost. Pokisili sme sa
zistit, i kvasni¢ny autolyzit, ktory je sii¢astou produkéncej
pody, uZsamotny neobsahuje dostatoéné mnoZstvo uvede-
nych katiénov, resp. ktoré a v akom mnoZstve su
v produkénej pdde deficitné. Vysledky najddleZitejSich
fermenticii s opit v tabulke 3.

Z \dajov v tabulke je zrejmé, Ze z hladiska obsahu
(NH4);HPOy4 je pre Studovany proces najvyhodnejsi jeho
trojnasobny pridavok do pody uprostred a ku koncu expo-
nencidlnej fazy rastu. Naproti tomu ak sme v médiu
ponechali len také mnoZstvo Mn?* a Fe?*, ktoré sa v fiom
nachéddzalo ako prirodzena zlozka kvasni¢ného autolyzitu,
doSlo k vyraznému poklesu produktivity laktitu, z ¢oho
jednoznaéne vyplyva, Ze obsah tychto katiénov
v samotnom kvasni¢nom autolyzile je pre priaznivy prie-
beh procesu nedostatocny.

Vzhl'adom na ticto skutocnosti ako aj poznatky z lite-
ratiry o vyzname kovovych kationov v produkénych
podach pre mlieénu fermenticiu [6] sme sa rozhodli veno-
vat aj tejto problematike adekvatnu pozornost a realizovar’
sériu experimentov zameranych na ndjdenie minimélnej
hladiny katiénov kovov v produkénom médiu, ktord esic
negativne ncovplyvni pricbeh a parametre procesu. Vycho-
diskovou pddou pre tiito sériu experimentov bolo modi-
fikované fermentaéné médium oznacené v tabulke 3 ako
MOD?®. Pouzili sme Rosenbrockovu metédu planovaného
experimentu, klorou sme sa v prvom kroku vzdy presvedci-
li, & zvySenic obsahu testovaného katiénu v pode nebude
posobif stimula¢ne. V pripade negativneho vysledku sme
pokracovali v minimalizicii jeho obsahu, pri kladnej
odozve sme hl'adali taki hladinu, ktord bola pre stanoveny
stimula¢ny uc¢inok necjefektivnejSia. Takymto spésobom
sme optimalizovali hladiny vSctkych preverovanych troch
Katiénov, tj. Mn?*, Fe?* a Mg®* Dosiahnuté vysledky si
v tabulke 4.

Tab. 4. Vplyv obsahu katiénov Mn2+, FétaM, 32+ na priebeh
mliecnej fermentdcie v modifikovanom médiu, t.j. na
dosiahnuti findlnu koncentrdciu laktitu (KM), cas
fermentdcie, priemernii produkénii rychlost' (V) a konverziu
spotrebovaného substrdtu na produkt (K). Vsetky expe-
rimenty boli realizované v laboratérnom fermentore
LF-2 plnenom na 2 | pri teplote 37 °C, frekvenci
200 min™ a neutralizdcii 10 mol.I”" NaOH s kmeriom
L.plantarum 178.

Pokus KM | Cas v K VK
21| [ | [er'n'] | (konv.) | [gl'h']
1 71,4 | 344 2,07 0,94 1,94
s 61,6 | 33,7 1,83 0,81 1,48
3 739 | 306 2,42 0,92 2,22
& 71,2 | 305 2,33 0,94 2,20
5 72,4 | 346 2,09 0,89 1,87
6 71,0 | 345 2,06 0,38 1,81

a zakladné produkéné médium (80 g.I" sacharézy, 15 g.I" kv.auto-
lyzétu, 3 x 2 g.I"' (NH4)2aHPO4 8 obsahom 0,2 g.I"' MgS04.7Hz0,
0.05 g.I'' MnS045Hz0 a 0,01 g.I"" FeS04.7Hz0)

b zdkladné produkéné médium s dvojndsobnym obsahom
MgS04.7H20 (0,4 g.I")

¢ zakladné produkéné meédium s dvojnasobnym obsahom
MnS04.5H20 (0,1 g.I'") -

9 zakladné produkéné médium bez FeS04.7H20

€ zékladné produkéné médium s poloviénym mnoZstvom
MgSO04.7Hz0 (0,1 g.I")

Z \idajov tejto tabul'ky je zrejmé, Ze najvyraznejSim
vplyvom na produktivitu mlie¢nej fermentdcic z hl'adiska
obsahu katiénov je koncentricia Mn?* v produkénej pode
- jej zdvojndsobenim doslo k vyznamnému urychleniu
procesu pri sicasne zlepSenej konverzii substritu na
produkt. Obdobné tprava koncentricie Mg?* pozitivny
efckt nepriniesla. Rovnako nepriaznivd odozva bola ziste-
nd v pripade, ak do média nebol pridany FeSO4.7H20 alebo
ked’ fermentdcia prebiehala v pdde s poloviénym obsahom
MgS0;.7H,0. Vietky takto definované zmeny si
Statisticky vyznamné a moZno ich preto povaZoval za
aplikovatelné na tito fermenticiu. Na zaklade uvedenych
vysledkov sme urobili aj druhii sériu fermentacnych expe-
rimentov, kde sme ako vychodiskové médium povaZovali
v prvej sérii optimalizované zloZenie pody s dvojnasobnym
mnoZstvom MnSO4.5H>0 a pokisili sme sa overil, ¢i aj
d’alic zvySovanic obsahu tohto kationu spolu so zmenami
obsahu Fe* v péde nebude pésobil’ kladne na efektivnost
procesu. Ziskané vysledky si v tabulke 5.

Tab. 5. Vplyvobsahu Mn** aFe®* na priebehmliecnej fermentd-
cie z hladiska tvorby laktdtu (KM), ¢asu fermentdcie,
priemernej produkcnej rychlosti laktdtu (V) a konverzie
spotrebovaného substrdtu na produkt (K). Fermentdcie
boli robené za podmienok uvedenych v tabulke 4, rozdiel
spocival len v zloZeni vychodiskového produkcného
média, ktoré obsahovalo dvojndsobné mnoZstvo

MnS04.7110 (0,1 g.I'*). Kmeri L.plantarum 178.

Pokus KM Cas \"% K VK
el | (b | [g'h'] | (konv.) | [gl'h]
1 73,9 | 306 2,42 0,92 2,22
2" 72,9 | 293 2,49 0,92 2,29
3 70,0 | 31,3 2,24 0,90 2,01
4 728 | 298 2,44 0,94 2,30
g 722 | 30,0 2,41 0,92 2,22

2 wichodiskové produkéné médium s dvojnasobnym mnozstvom
MnS04.5H20 (0.1 g.I'")
Ly produl:éné médium so $tvorndsobnym mnozstvom MnS04.5H20
©0.2g.I"
¢ produkéné médium s dvojndsobnym mnozstvom MnS04.5H20
30,1 g.I'"), bez FeS04.7H0

produkéné médium so Stvorndsobnym mnozZstvom MnS04.5H20
(0,2 g.I''), bez FeS04.7H20
€ produkéné médium so Stvorndsobnym mnoZstvom MnS04.5H20
(0,2 g.I'), bez FeS04.7H20, s poloviénym obsahom MgS04,7H20

Podobne ako v predoslom pripade, i v tejto sérii expe-
rimentov realizovanej podla Rosenbrocka bolo vyhodno-
covanic robené Statisticky, s vyuZitim t-testu na hladine
vyznamnosti 95%. Ukazalo sa, Ze zlepSenia dosiahnuté
v experimentoch 2° a 4° sii na zvolencj hladine vyznamnosti
$tatisticky vyznamné. Je teda zrejmé, Ze aj d’alSie zvySenie
obsahu Mn™* méd na fermenticiu pozitivny vplyv, ktorého
viha je tak vyznamnd, Ze za danych okolnosti prebicha
fermentdcia efektivne aj v nepritomnosti Fe?*,
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Sumirne teda moZno konStatovat, Ze najlepsi pricbeh
mala mlie¢na fermenticia s kmefiom L.plantarum 178 na
pode obsahujicej 80 g1 sacharézy, 15 g.I™! kvasniéného
autolyzitu, 3 x 2 g.I"" (NH,),HPOj4 (divkovaného v 0., 5.
a 8. hodine), 0,2 g.I" MgS04.7H,0 a 0,2 g.I!
MnS04.5H20. Produkény kmei bol schopny na tomto
médiu pri 37 °Cpri pHstabilizovanom na 5,8 sfermentoval’
77,2 gl"! sacharézy na kyselinu mlieénu za 29,8 h
s konverziou 94%, comu zodpovedad priemerna produkénd
rychlost 2,44 g.1.h’!. MoZno povedaf, Z¢ v porovnani
s hodnotami dosahovanymi vo svete (uvddza sa produkcia
od 1,5 do 4,3 g1""h"! [8,9,10] je to pricmerny vysledok,
trcba vSak brat’ do tvahy i fakt, Z¢ hodnoty na hornej
hranici uvedeného rozpitia sii zvycajne dosahované nie
prirodnymi, ale geneticky upravovanymi kmenmi.

4.3 Fermenticie s bunkovym recyklom

V d’aldcj Casli nadcj price sme sa pokisili porovnat
vykonnost laktobacilového kmeifia s naSou kultirou
Bacillus coagulans CCM 4318 v podmienkach konti-
nuilnej previdzky membrinového reakiora na bize
bunkového recyklu. Ticto experimenty boli realizované uZ
vo vidSom fermentaCnom objeme tak, ako je to opisané
v Casli Metody. Experimenty sa od scba odliSovali len
procesnou teplotou a hodnotou pH udrZiavanou v médiu
(55 °C, resp. 6,5 pre Bacillus, 37 °C, resp. 5,8 pre Lacto-
bacillus).

Kyselina mlie¢na (g/L)

Sacharoza (g/L)
~
o

e 10 20 30 40 50 60 70
Cas (h)

Obr.3: Priebeh kontinudlnej casti mliecnej fermentdcie
s kmenom Lactobacillus plantarum 178 pri 37 °C a pll
5,8 v 100 | fermentore s bunko»?"m recyklom. Plnenie
50 |, zried'ovacia rychlost 0,04 h™. Pokles koncentrdcie
substrdtu pod limitmi hodnotu bol kompenzovany zvyse-
nim zried ovacej rychlosti o 60 %.
@ kysclina mliecna
O sacharéza

V pripade laktobacilovej fermenticie (obr.3) sa prictok
permeatu pohyboval v rozmedz 26 aZ 58 ml . min™ s prie-
memou hodnotou 37 ml . min™’, o predstavuje 2.22 1. h7!
a zricd'ovaciu rychlost 0,044 h™. V ustilenom stave bola
priemernd hodnota koncentricie kyseliny mlie¢nej
v permeite 34,8 g1}, ¢o predstavuje 87%-ni konverziu
substritu na produkt. Vzhl'adom na fermentacny objem
rezultuje z tychto idajov priemema produktivita systému
1,55g.1".h"", ¢o je v porovnani s hodnotami dosahovanymi
v obdobnych systémoch v zahranici relativne vel'mi nizko.
Za zékladnd pricinu tohto vysledku (okrem ncopti-
malizovanych biochemickych a bioinZinierskych podmie-

nok) mozno povaZovat skuto¢nost, Ze pre icely mikro-
filtricie bolo dostupné len zariadenie relativne vysokej
kapacity, ktoré nds postavilo pred vol'bu bud’ neimeme
vysokych narokov na mnoZstvo pripravovanej sterilnej
kultivacnej pody, alebo aplikicie relativne nizkej zric-
d’ovacej rychlosti, ktord v kone¢nom dosledku ovplyvnila
negativne produktivitu systému. Naviac - vzhl'adom na
kapacitu mikrofiltra musel by( jeho vykon obmedzovany
na minimum, ¢o so scbou prinicslo velky prictok cez tento
¢len, avSak len jeho mald ¢ast’ bola skuto¢ne filtrovani;
vacSina média Cerpancho cez by-pass bola vracand do
fermentora bez filtricie. Takéto vedenie procesu v znacnej
miecre poSkodzovalo fyziologicky stav bunick a zniZovalo
ich produktivitu. Ukdzalo sa teda, Ze vyvoj membranového
reaktora je mevyhnutny zacal na vrovni laboratérych
fermenta¢nych objemov.

Priebeh obdobného experimentu s kmefiom Bacillus
coagulans bol o nicco uspesnejsi. Tu sa podarilo pocas
37 hodin tspeine aplikovat zried’ovaciu rychlost' 0,225 b,
Co pri priemernej koncentricii laktitu v permedte 1,5 g.I”!
predstavuje produktivitu systému 8,33 g [7].
Hlavnym problé mom bol mikrofilter, ktory sa po uvedencj
dobe zacal upchdvat' a zabrinil tak pokracovaniu expe-
rimentu. Bunky sa viak ukdzali ako odolnejSie voci mecha-
nickym vplyvom mikrofiltracného by-passu.

5.ZAVERY

Skriningom 20 laktobacilovych kmefiov na bohatom
komplexnom médiu bolo vybranych desat najpro-
duktivnejSich, z ktorych bolo dalSich pit vylic¢enych na
zaklade nizkej produktivity na chudobnejSom, pre prax
redlnom médiu. Na ziklade fermenta¢nych testov v miesa-
nom reaktore boli z ostivajicich kmefiov vybrané dva
najlepsie, medzi ktorymi pri kone¢nom vybere rozhodla
v prospech kmena Lactobacillus plantarum 178 jeho
produktivita pri optimdlnom procesnom pH. Pri opti-
malizicii zloZenia produkcénej pddy pre tento kmei sa
podarilo climinovat z pévodnej pddy dve jej zloZzky
a obmedzil' tak ich poCet na pit. Bola stanovena optimélna
hladina (NH4);HPO4 ako jedného zo zikladnych kompo-
nentov pody a spésob jeho priddvania pocas procesu stimu-
lujiici rychlost produkcie. Rovnako boli ndjdené optimalne
koncentricie ostatnych zlozick média. Vybrany kmen bol
po takejto optimalizicii napokon podrobeny fermentacné-
mu festu v membrinovom reaktore na baze bunkového
recyklu. Boli zistené zikladné vlastnosti tohto kmena
v podmicnkach kontinudlnej kultivicie a naznacené
moznosli d’alSicho vyvoja tohto procesu.
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Herlban,V.—MaluE,l’.-glurd|'k,E.-Silkey,V.: Fermentaénd
produkcia kyseliny mliecnej. V. Vyber laktobacilového
kmena, optimalizacia procesnych podmienok a fermenticia
s bunkovym recyklom. Kvas.prim.,40,1994,&.5,s. 140 - 146

Viacstupiiovym skriningom zbierkovych kultir rodu Lacto-
bacillus realizovanym na trepacke i vo fermentore bol vybrany
kmei najproduktivne;jsi z hl'adiska konverzie sacharzy na kyse-
linu mliecnu i kinetiky tohto procesu - Lactobacillus plantarum
178. Optimaliziciou zloZenia média i sposobu jeho priZivovania
bolo dosiahnuté zniZenie poctu zloZiek média zo siedmich na pit’
pri sicasnom stipnuti konverzie substritu na qrodukl azna 94 %
a priemernej produkénej rychlosti 2.4 gl” . Produktivita
kmefia bola testovand aj v podmienkach kontinudlnej fermentécie
v reaktore s bunkovym recyklom, kde sa ukdzala zvySend citlivost’
laktobacilovej bunky na mechanické vplyvy v mikrofiltri a jej
rozdielna produktivita v porovnani's bacilovym kmefiom. V praci
st naznaCené i d’alSie moZnosti vyvoja procesu.

Hcriban,V.-MuluE,P.-élurdl'k,E.-Silkcy,V.: Lactic Acid
Fermentative Production. V.Selection of Lactobacillus Strain,
Opltimization of Process Conditions and Fermentation with
Cell Recycle. Kvas.priim., 40,1994, No.5, pp. 140 - 146

By means of multi-staged screening of the Lactobacillus sample
collections using shaker and fermentor, a most productive strain
viewed from saccharose conversion to lactic acid and given process
kinetics was selecled - Lactobacillus plantarum 178. By optimizing
medium composition and method applied for its nourishing,
a reduction in medium components quantity from seven to five was
attained, increasing at the same time substrates conversion per
product up to 94% at medium production rate 2.4 g.l'l.h'l. The strain
productivity underwent also fesling in conditions of continuous
fermentation in cell recycle reactor, resulting in increased lacto-
bacillus cell sensitivity to mechanical influences during micro-
filtration as well as its different productivity compared with bacillus
strain. The works outlines further possibilities of the process.

Heriban,V.-MaluE.P.-sturdik.E.-Sitkey,V.: Fermentations
Produktion von Milchsiiure. V. Auswahl des Laktobazillen-
Stammes, Optimalisicrung der ProzeBbedingungen und
Fermentation mit Zellen-Recycling. Kvas.prim., 40,1994,
Nr.5,S. 140 - 146

Mittels Mehrstufen-Screening der Sammlungskulturen von
dem Genus Lactobacillus, das auf dem Schiittelapparat sowie
auch in dem Fermentor realisiert wurde, konnte der produktiviste
Stamm vom Standpunkt der Konversion der Saccharose zu
Milchsidure sowie auch vom Standpunkt der Kinetik dieses
Prozesses ausgewahlt werden - Lactobacillus plantarum 178.
Durch die Optimalisierung der Zusammensetzung des Mediums
und seiner Anreicherung wurde die Senkung der Zahl der
Mediumbestandteile von sieben auf fiinf erzielt, und zwar bei
gleichzeitiger Steigerung der Konversion Substrat-Produkt bis
auf 94 % und der Produktionsgeschwindigkeit auf 2.4 g.I-1.h-1.
Die Produktivitit des Stammes wurde auch in den Bedingungen
der kontinuierlichen Fermentation in einem Reaktor mit Zellen-
Recycling getestet, wobei sich einc erhohte Empfindlichkeit der
Laklobazillen-Zelle auf die mechanischen Einfliisse in dem
Mikrofilter und ihre unterschiedliche Produktivitdt im Vergleich
mit dem Bacillen-Stamm gezeigt hat. In der Arbeit werden auch
weitere Moglichkeiten der Entwicklung des Prozesses ange-
deutet.

Xepub6an,B.-Matywy,II.-IlItypaux,d.-Curxen,B.:
BpoAnAbHaA NPOAYKYHA MOAOuHOA KuCcAOTHL V. [looaGop
AAKTOGAYMABHOIO IUTAMMA, ONTHMAAH3AYMUA YCAOBHN
npoyecca v dpepMeHTAYHUA € NPUMEHEHHEM TOBTOPHOrO
yukaa. Ksac. npym. 40, 1994, H®S, crp. 140 - 146

TlocpeAcTBOM MHOTOCTYMEHYATOTO NMPOCEMBAHUA KOAAEKYHH
wramma Lakiobacillus c npumereryiem BCTPAXMBATEAR U PepMEHTOpA
611A M3bpan € TOYKHM 3peHuA MpeobpasoBaHMA CaXapo3d HA MOAOYHYIO
KMCAOTY M KMHETHMKH €TOrO MpORecca Camblil MPOAYKTUBHbIA LUTAMM
Lactobacillus plantarum 178. Onmumasnsayge#t COCTaBa cpeasl W
cnocoba ee NUTaHMA y4aA0Ch NOHM3WTh KOAWYECTBO KOMINOHEHT CPeAbl
M3 CEMM Ha NATH, YBEAHHHBAA OJHOBPEMEHHO KOHBEpCHIO CyScTpaTa Ha
NPOAYKT BILAOTH 40 94% 1 cpe AHefi CKOPOCTH MPOAYKLMH 24811
T1poayXTHBHOCTS LyTAMMA N0ABEPrAACH MCTTBITAHHIO JAXE B yCAOBHAX
HENpepsIBHOrO GPOXEHHA B PEAKTOPE C AYEMHBIM NOBTOPHBIM LMKAOM,
B XOA€ KOTOPONO MPOABMAACH MOBbILIEHHAA YYBCTBUTEALHOCTD A4EHAKH
AZKTOGAMAAA K MEXAHWYECKMM BAMAHWAM B MMKPO(MALTPE U €e 1o
cpaBHeHuio ¢ GAyMAABHBEIM LIJTAMMOM HEOJMHAKOBAA MPOAYKTHBHOCTb.
B pabore nameueHr Jaabteflyue BOSMOXHOCTH pa3BUTHA Npoyjecca.



