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Effect of whey and milk permeate
fortification with selected nutrients
on milk acid yield

Abstrakt

Sladka syrovatka a permeat z ultrafiltrace mléka nebo
syrovatky jsou vedlejSim produktem pfi zpracovani mléka
a soucasné jsou vhodnou surovinou i pro dalsi zpracovani.
Jejich fermentaci vhodnym mikrobidlnim kmenem vznika
kyselina mlécna, ktera mize byt surovinou pro pripravu
polylaktatu a nasledné pro dal§i zpracovani na biode-
gradovatelné plasty. Aby vytéZznost kyseliny mlécéné z téch-
to substratd byla co nejvyssi, je vhodnd suplementace
potfebnymi nutriety pro rst mikrobidlniho kmene. V této

praci jsme se zaméfili na sledovani vlivu vybranych
nutrietd - kvasni¢ného extraktu, sladového vytazku a pep-
tonu na produkci kyseliny mlécné fermentaci kmenem
Lactobacillus helveticus. Bylo zjiSténo, Ze suplementace
témito nutrienty zvySila produkci kyseliny mlééné ve vSech
ptipadech. Nejvyssi vytéZnost kyseliny mlé¢né u fermento-
vaného permedtu byla zjiSt€na pii pouZiti kvasni¢ného
extraktu a to pfimo imérné davce pridavku. U syrovatky se
osveédcil pepton v davee 0,75 % a dale téz kvasni¢ny extrakt
vykazal vyznamny vliv na zvySeni vytéznosti kyseliny
mlécné.

Kli¢ovd slova: sladka syrovatka, permeat, suplementace,
Lactobacillus helveticus

Abstract

Sweet whey and milk or whey permeate are by-products
in milk processing and also raw materials for father pro-
cessing. Lactic acid forming by LAB strains fermentation
can be also raw material for further processing for
biodegradable plastics. Supplementation of nutrients is
needed for the highest gain of lactic acid. In this work we
investigated optimalization of nutrient supplementation -
yeast extract, peptone and malt extract to increase lactic
acid production by Lactobacillus helveticus fermentation.
Supplementations of these nutrients increased production
of lactic acid in all cases. Yeast extract increased produc-
tion by all permeates fermentations. In whey substrate
showed best results peptone in concentration 0,75 % and
positive influence was shown also by supplementation of
yeast extract.

Key words: sweet whey, permeate, supplementation,
Lactobacillus helveticus

Uvod

Cilem nasi prace bylo maximalizovat produkci kyseliny
mlééné z vedlejSich produktd mlékarenské vyroby resp.
odpadnich produktd. Pfi vyrobé syrti vznika sladka
syrovatka, kterd obsahuje celou fadu cennych Zivin, jez lze
fermentaCni cestou vyuZit pro tvorbu kyseliny mlécné jako
zdroje suroviny pro polymeraci a naslednou tvorbu biode-
gradovatelnych plastil. DalSim vyznamnym substratem pro
vyrobu kyseliny mlééné fermenta¢nim postupem muiize byt
permedt z ultrafiltrace mléka nebo syrovatky.

Permeat vznika pfi vyrobé proteinového koncentritu
WPC a dalSich aplikaci, které jsou zaméfeny na zisk
mléénych bilkovin. Permeat vznika ultrafiltraci a obsahuje
hlavni podil laktézy, minerdlnich latek a nebilkovinnych
dusikatych latek. Retentat obsahujici mlééné bilkoviny,
maly podil mlééného cukru a minerélnich latek je vyuZivan
bud pifimo jako pridavek do mléka nebo jinych potravi-
narskych surovin nebo se susi. Permeit se tak stava vedlej-
§im produktem a nékdy i odpadnim produktem. Permeat
tim, Ze obsahuje dostatek nutrientd, lze vyuZit pro fermen-
tacni aplikace nebo nékterymi postupy z permeatu sepa-
rovat laktézu.
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Postup praci byva pfi zpracovani syrovatky v prvni fadé
zaméren na Cisténi od nezadoucich rezidui syrarského pra-
chu filtraci, usazovanim ¢i odstfedovanim a to v zavislosti
na velikosti a mnoZstvi pevnych ¢astic. Timto postupem je
¢asteCné odstranovana Cast pro dalSi postup neZadouci
forma bilkoviny, kterd je na zavadu pii dalSich technolo-
gickych krocich. Odstfedénim lze odstranit i tuk, ktery
syroviatka obsahuje po vyrobé tucnych syrti. Tuk se
odstratiuje i mikrofiltraCnimi postupy za pouziti poly-
mernich membran.

Dals§im nutnym krokem je tepelné oSetfeni fermentacni
suroviny, vybér vhodného produkéniho kmene a nastaveni
optimalnich podminek kultivace véetné optimalni suple-
mentace potfebnymi Zivinami. Pravé vhodna suplementace
rozhoduje o tom, jak bude velka produkce kyseliny mlé¢né.

Agarwal L. et al. (2008) se zabyvali anaerobni kultivaci
a naslednou produkci kyseliny mlééné pomoci kmenu
Enterococcus flavescens. Jako kultivaéni médium byla
pouZita syrovatka ziskana pii vyrobé syrt, kterd byla suple-
mentovana roztokem corn steepu 5 % obj. Béhem 36 hodi-
nové fermentace bylo ziskano 12,6 g/l kyseliny mlécné.
DalSimi opatfenimi a optimalizaci podminek bylo
dosazeno zisku 28g/1 za obdobi 30 hodin.

Pro kultivace se zaméfenim na vysokou vytéZnost
kyseliny mléc¢né lze vyuzivat jen nékteré vybrané kmeny
mikroorganismii, predevsim laktobacili.

Arasaratnam et al. (1996) sledovali nartst kmene
Lactobacillus delbrueckii ve statické kultivaci a pfi poko-
jové teploté. Syrovatku obohacovali glukézou (20 g/1)
a dale dusikatym zdrojem - kvasni¢nym extraktem, pep-
tonem, sojovou moukou a (NH4)>SOj4 a to v totoZnych ekvi-
valentnich mnozZstvi dusiku. Nejlepsi vysledky naméfrili
u syrovatky obohacené kvasni¢nym extraktem. Tento efekt
je pravdépodobné zpusoben tim, Ze kvasnicny extrakt
obsahuje navic i vitamin B. Na zakladé této hypotézy byly
provedeny fermentace se suplementaci syrovatky rGznymi
dusikatymi zdroji a komplexem vitaminu B. Vyznamné
rozdily v tvorbé kyseliny mlééné vSak nebyly zjistény.

Biotechnologicka vyroba kyseliny mlécné byla testovana
Chiarinim L. et al. (1990). Zaméfili se na vyzkum fermen-
tace kmene Lactobacillus helveticus v syrovétce a ultrafil-
trované syrovatce. Bakterie mlééného kvaseni dle autort
rostly v syrovétce i permeatu slabé, proto se zamérili na
fortifikaci rtistovych médii. Pozitivni vysledky byly zazna-
menany pii pfidavku melasy, kdy vSak vyznamné zalezelo
na jeji koncentraci. Produkce kyseliny mlé¢né byla stejna
nebo i vyssi nez v pripadé pridavku kvasni¢ného extraktu.
Suplementaci kvasni¢nym extraktem sledovali i Jadon V.S.
et al. (2004). K fermentacim syrovatky pouzili specidlné
izolovany, biochemicky testovany kmen Lactobacillus
amylorus. Syrovatka z Cerstvych syrt byla obohacena 10 %
kvasni¢ného extraktu a maximalniho zisku kyseliny mlé¢né
bylo dosazeno pfi optimdlnim pH 5,0 a pfi kultivaci
72 hodin pfi teploté 37° C.

Vlivem pfidavku kvasni¢ného extraktu se zabyvali
Kulozik et al. (1999). Zaméfili se na rychlou produkci
kyseliny mlécné a sledovali vliv inokulacni davky, teploty,

pH a suplementace ultrafiltratu syrovatky kvasni¢nym
extraktem na rust bunék a produkci kyseliny mlécné kme-
nem Lactobacillus helveticus. Pfidavek kvasni¢ného extrak-
tu (10 g /1) optimalizoval volumetrickou produktivitu. Vyssi
pridavky kvasni¢ného extraktu ovlivnily rust bakteridlnich
bunék testovaného kmene, ale na produkci kyseliny mlécné
se neprojevily. Rlst bunék a tvorba kyseliny mlééné odpovi-
daly modelu dle Luedekinga a Pireta.

Material a metody

Nase prace navazala na predchozi vysledky vyzkumu fer-
mentaci syrovatky za uc¢elem maximalizace zisku kyseliny
mlééné (Drbohlav et al., 2009). Po vybéru a identifikaci
kmenti, déle po optimalizaci teplotnich parametra kultivace
jsme se zaméfili na suplementaci syrovatky a permedtu
o vyznamné nutriety. Zdrojem dusikatych latek byl kvas-
niény extrakt a pepton a suplementace uhlikového zdroje
byla provedena ve formé sladového vytazku. Davky jsme
volili s ohledem i na dalSi provozni vyuZiti tj. véetné eko-
nomické bilance.

Materidl:

Sladka syrovatka o sloZeni:
Susina (g/100 g) 4,33
Tuk (g/100 ml) 0,04
Bilkoviny (g/100 g) 0,44
Lakt6za (g/100 g) 3,49
pH 6,08
SH 5,8

Hustota (g/cm?) 1,023

Permeat z ultrafiltrace mléka o slozeni:

Susina (g/100 g) 5,52
Tuk (g/100 ml) 0,01
Bilkoviny (g/100 g) 0,14
Lakt6za (g/100 g) 4,86
pH 6,25
SH 34

Hustota (g/cm?) 1,024
Bakterialni kmen Lactobacillus helveticus CCDM 98
Sbirka mlékarskych mikroorganismt Laktoflora®
Kvasni¢ny extrakt (Biospringer)
Pepton pro bakteriologii (Imuna)
Sladovy vytazek kanditni (Sladovna Bruntal)

Davky nutrietii:

Kvasni¢ny extrakt a pepton v davce 0,25; 0,5; 0,75 % do
permeatu a sladké syrovatky

Sladovy vytazek v davce 0,5; 1;1,5;2 % do permeétu
a v davce 0,25; 0,5; 1;1,5;2 % do syrovatky

Postup prace:

Syrovatka a permeat byly vysoce pasterovany pii 98 °C
po dobu 30 minut. Nutrienty, kvasni¢ny extrakt a pepton,
byly pfidany ve formé sterilnich roztokt. Sladovy vytazek
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byl davkovan pred pasteraci. Substraty byly vytempe-
rovany na teplotu 42 °C, zaockovany kmenem Lactoba-
cillus helveticus CCDM 98 v davce 1 % a kultivovany po
dobu 21 hodin. Béhem fermentace byla sledovana acidi-
fikacni aktivita méfenim pH. Prubéh acidifikace byl zazna-
mendn v podobé kysacich ktivek (graf ¢. 1-7). Poté byly
fermentované substraty zchlazeny a byla zméfena mnoZstvi
organickych kyselin na izotachoforéze (ITP). Vysledky
v tabulce €. 1 a grafu ¢.8.

Vysledky

Kysaci krivky:

—0% PE

---0,25 % PE
0,5 % PE

---0,75 % PE

0 3 6 9 12 15
¢as (hod)

—O0%PE
—-—-025%PE
—05%PE
-==0.75%PE

cas (hod)

Graf 4 Aktivni kyselost fermenta¢niho média v pribéhu
fermentace kmene Lbc. helveticus CCDM 98
v syrovatce obohacené peptonem

Graf 1 Aktivni kyselost fermentaéniho média v prabéhu
fermentace kmene Lbc. helveticus CCDM 98
v permeatu obohaceném peptonem

0% KA

===025% KA
05 % KA
0,75 % KA

tas (hod)

—0 % KA
0,25 % KA
0.5 % KA
0,75 % KA
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Graf 5 Aktivni kyselost fermenta¢niho média v pribéhu
fermentace kmene Lbc. helveticus CCDM 98
v syrovdtce obohacené kvasni¢nym extraktem

&as (hod)

Graf 2 Aktivni kyselost fermenta¢niho média v pribéhu
fermentace kmene Lbc. helveticus CCDM 98
v permeatu obohaceném kvasni¢nym extraktem

~—0% SLV.

--=-0,25 % SI.V.
0,5 % SLV.

---1% SLV.

0 3 6 9 12 15 18 21
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Graf 3 Aktivni kyselost fermentac¢niho média v pribéhu
fermentace kmene Lbc. helveticus CCDM 98
v permeatu obohaceném sladovym vytazkem

Diskuze

Koncentrace kyseliny mlééné po fermentaci kmene
CCDM 98 v samotném permedtu byla celkem nizka,
3,38g/kg. Suplementace jak pridavkem peptonu, tak

Graf 6 Aktivni kyselost fermentacniho média v pribéhu
fermentace kmene Lbc. helveticus CCDM 98
v syrovdtce obohacené sladovym vytazkem -
niZsi koncentrace

i sladovym vytazkem ve vSech sledovanych koncentracich
produkci kyseliny mlééné zvySila. Vyrazné zvyseni jsme
zaznamenali u pfidavku kvasni¢ného extraktu. Produkce
kyseliny mlécné stoupala se zvysujici se koncentraci toho-
to nutrientu.

Na zékladé vysledkt acidifikace substrati a produkce
kyseliny mlécné mizeme konstatovat, Ze vyssi produkce
kyseliny mlécné byla obecné v syrovatce, a to ve vSech
druzich substratil véetné substratu bez pridavku nutrienti.

Produkce kyseliny mlécné byla u permeatovych sub-
strati ve srovnani se syrovatkou vyrazné niz§i, pouze

M2

pridavky kvasni¢ného extraktu se projevily vyssimi hodno-
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Tab. 1 Koncentrace organickych kyselin ve sledovanych fermentovanych obohacenych substratech po ukonéeni fermentace

Gislo a oznageni vzorku

mravenéi citronova
[glkg] [9/ka]

1 | permedt 1,23
2 | permedt, 98 - 1,22
3 | p., 0,25 % pepton, 98 - 1,20
4 | p., 0,50 % pepton, 98 - 1,19
5 | p., 0,75 % pep.ton, 98 - 1,14
6 | p., 0,25 % kvasnicny autolyzat, 98 - 1,40
7 | p., 0,50 % kvasnicny autolyzat, 98 - 1,29
8 | p., 0,75 % kvasnicny autolyzat, 98 0,03 1,22
9 | p., 0,5 % sladovy vytazek, 98 - 1,25
10 | p., 1,0 % sladovy vytazek, 98 - 1,18
11| p., 1,5 % sladovy vytazek, 98 - 1,25
12 | p., 2,0 % sladovy vytazek, 98 - 1,15
13 | syrovatka - -

14 | syrovatka, 98 - 0,85
15 | syrovatka, 0,25 % pepton, 98 - 0,73
16 | syrovatka, 0,50 % pepton, 98 - 0,69
17 | syrovatka, 0,75 % pepton, 98 - 0,72
18 | syrovatka, 0,25 % kv. autolyzat, 98 - 0,89
19 | syrovatka., 0,50 % kv. autolyzdt, 98 - 0,89
20 | syrovatka, 0,75 % kv. autolyzat, 98 - 0,77
21 | syrovatka, 0,25 % slad. vytazek, 98 - 0,82
22 | syrovatka, 0,50 % slad. vytazek., 98 0,05 0,73
23 | syrovatka, 1,00 % slad. vytaZek, 98 - 0,82
24 | syrovatka, 1,50 % slad. vytazek, 98 - 0,94
25 | syrovatka., 2,00 % slad. vytazek, 98 - 0,89

kyselina
fosforecéna mlécna octova propionova  maselna
[9/kg] [9/kg] [9/ka] [9/k9] [9/kg]
0,99 2,89 0,06 0,08
0,90 3,38 0,05 - 0,08
0,50 8,70 0,13 - 0,13
0,48 7,37 0,14 - 0,18
0,49 7.4 0,16 - 0,23
0,45 10,92 0,22 - 0,15
0,46 11,23 0,22 0,06 0,14
0,44 12,27 0,25 0,07 0,21
0,72 3,96 0,08 - 0,09
0,69 4,92 0,08 0,03 0,05
0,65 5,93 0,09 - 0,11
0,57 5,45 0,10 - 0,08
0,87 1,37 0,06 - 0,04
0,25 13,68 0,24 - 0,11
0,16 15,61 0,24 - 0,10
0,11 15,91 0,27 - 0,13
0,15 19,24 0,35 - 0,23
0,23 16,62 0,29 - 0,15
0,22 17,79 0,36 - 0,19
0,20 15,33 0,32 - 0,25
0,28 12,55 0,22 - 0,10
0,23 12,87 0,22 - 0,11
0,28 12,62 0,20 - 0,11
0,26 13,49 0,22 - 0,12
0,27 13,12 0,22 - 0,12

Legenda: - ... pod detek¢nim limitem

—0% SLV.
===1.% SL.V.

-2 % SLV.

0 3 6 9 12 15 18 21
¢as (hod)

1,5 % SLV.

Graf 7 Aktivni kyselost fermentaéniho média v priabéhu
fermentace kmene Lbc. helveticus CCDM 98
v syrovatce obohacené sladovym vytazkem -

vysSSi koncentrace
15
5
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Graf 8 Koncentrace kyseliny mlécné ve fermentované
syrovatce a permedtu v zavislosti na
suplementaci nutrienty

tami. Vysvétleni spociva v nutricnim zakladé téchto sub-
strath a jejich chemickém sloZeni. Vliv pfiznivého vlivu
kvasni¢ného extraktu Ize vysvétlit v souladu s praci
Arasaratnama et al. (1996), kde byla vyslovena domnénka,
7e kromé vlivu zdroje dusiku je vyznamnym agens i vita-
min B.

Nejvyssi hodnoty koncentrace kyseliny mlécné
(19,24 g/kg) bylo dosazeno u syrovatky obohacenim
0,75 % peptonu; rozdil oproti syrovatce bez fortifikace byl
5,56 g/kg. Déle nasledovaly pridavky kvasni¢ného extraktu
do syrovatky v davkach 0,5 a 0,25 %, které se projevily
produkci 17,79 a 16,62 g/kg. Nejmensi vliv na produkci
kyseliny mlécné v syroviatce mél pridavek sladového
vytazku.

Zaver

Na zdkladé provedeného vyzkumu konstatujeme, Ze
suplementace pouzitych fermentac¢nich medii kvasnicnym
extraktem a peptonem se prokazala jako vyrazné stimulu-
jici pro vysokou acidifikaci testovaného syrovatkového
média a tim produkci sledované kyseliny mlécné.
Kvasniény extrakt stimuloval i produkci kyseliny mlééné
v permedtu. V obou pripadech byl pouZzit k fermentacim
kmen CCDM 98 Lactobacillus helveticus ze Sbirky
mlékarskych mikroorganismi Laktoflora®.

Tato prdce vznikla v ramci projektu MSMT 2B 8071.
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MASTNE KYSELINY V MLECNEM
TUKU A JEJICH HODNOCENI

VE VZTAHU K OSTATNIM
UKAZATELUM KVALITY MLEKA
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Fatty acids in milk fat and their evaluation
in relationship to other milk quality indicators

Abstract

In winter and summer season 16 bulk milk samples were
obtained from 8 farm different herds of Czech Fleckvieh
and Holstein cows during 2 years. Samples were characte-
rized by 37 milk indicators and by 27 data about profile of
fatty acids. Some interesting relationships between occur-
rence of fatty acids (FAs) and other milk indicators were
discovered by regression analyse. Relationship between
citric acid (KC) and polyunsaturated FAs (PUFAs; 0.64;
P <0.01) shows on higher values of these nutritive impor-
tant fatty acids with higher KC value, it means at energetic
better dairy cow metabolic state. Lauric acid occurrence
was higher and increased with higher solid non fat content
in milk, it means also with possible better dairy cow sup-
plementation by energy. Higher contents of conjugated
linoleic acid (CLA; in whole data set) were linked with
longer time of milk enzymatic coagulation. CLA occur-
rence increased (0.55; P < 0.05) with KC concentration
increase, it shows with better energy state of dairy cows.
Mentioned fact copies the development in PUFAs.

Key words: Czech Fleckvieh; Holstein; milk fat; fatty
acids; milk indicators

Abstrakt

V zimni a letni sez6né bylo za 2 roky odebrano 16 ba-
zénovych vzorkl mléka z osmi chovatelsky rozdilnych
stad ceského strakatého a holStynského skotu. Vzorky byly
charakterizovany celkem 37 mléénymi ukazateli a 27 daty
o skladbé mastnych kyselin. Regresni analyzou byly
nalezeny nékteré zajimavé vztahy mezi zastoupenim mast-
nych kyselin (FAs) a ostatnimi mléénymi ukazateli. Vztah
mezi kyselinou citrénovou (KC) a polynenasycenymi FAs
(PUFAs; 0,64; P < 0,01) ukazuje na vyssi hodnoty téchto
dieteticky vyznamnych mastnych kyselin s vy$si hodnotou
KC, tzn. pri energeticky lep$im metabolickém stavu
dojnic. Zastoupeni kyseliny laurové bylo vyssi, resp.
stoupalo s vyS$im obsahem suSiny tukuprosté v mléce,
také tedy s moZznym vySSim zdsobenim dojnic energii.
Vyss§i obsahy konjugované kyseliny linolové (CLA;
v celém souboru) byly spojené s delSim casem enzymat-
ické koagulace mléka. Zastoupeni CLA vzristalo (0,55;
P <£0,05) spolu s vzrastem koncentrace KC, coZ naznacu-
je s lepSim energetickym stavem krav. Uvedené kopiruje
vyvoj u PUFAs.

Klicovd slova: Cesky strakaty skot; holstynsky skot;
mlécny tuk; mastné kyseliny; mlécné ukazatele

Uvod a literarni prehled

Mastné kyseliny lze klasifikovat dle struktury do tfi za-
kladnich skupin: nasycené (SAFAs - saturated fatty acids),
mononenasycené (MUFAs - monounsaturated fatty acids)
a polynenasycené (PUFAs - polyunsaturated fatty acids).
Jinym kritériem pro jejich rozliSeni je jejich kvantitativni
zastoupeni v tuku. Kyseliny vyskytujici se v mlé¢ném tuku
v mnozstvi vétSim nez 1 % jsou fazeny do skupiny majorit-
nich. Kyseliny, kterych je méné nez 1 % jsou oznacovany
jako minoritni.

Zvlasté PUFAs jsou pfedmétem zdjmu mnoha vyzkumt
(Rossel, 1989). Dle poloh dvojnych vazeb v C-fetézci se
déli na omega (®-6) a omega (®-3) skupiny. Patii sem
rovnéZ esencidlni mastné kyseliny linolova (®-6) a linole-
nova (®-3) dfive nazyvané jako vitamin F. Jedna se o latky
pro lidsky organismus nepostradatelné a jejich jedinym
zdroje je potrava (rostlinny, rybi tuk), protoZe télo je
nedokaZe samo syntetizovat. PIni mnoho funkci (Forman,
1988; Obermaier, 1995), mj. jsou duleZitou soucasti
bunéénych membran, predstavuji prekurzory pfi syntéze
prostaglandini, tromboxanti, leukotrient (eikosanoidy), jez
inhibuji aktivitu mikrobti v travicim traktu (regulace
zanétlivych procesit), hraji roli pfi fizeni fyziologickych
pochodtl v organizmu (centralni nervovy systém, imunita,
srdecné-cévni systém). Obecné vsechny PUFAs v aktivni
formé maji v porovnani s SAFAs omezenou "Zivotnost"
(rychleji se metabolizuji) - vyplyva to z chemické struktu-
ry latek, kdy mé dvojnd vazba vyssi tendenci k oxidaci nez
jednoducha.

V soucasnosti je sttedem zdjmu (Hanus et al., 2004) kon-
jugovana kyselina linolovd (CLA - conjugated linoleic
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