VEDA, VYZKUM

rence ziskame komplexnéjSi informace o rozdilech
v adherenéni schopnosti jednotlivych bakteridlnich kment
a mizeme tak odliSit jednotlivé typy interakci a molekul,
které zprostfedkuji interakce mezi hostitelem a mikroor-
ganismem.
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Lactid acid as semi product for the production
of polylactates and hio-degradable plastics

Abstrakt

Sladka syrovatka je v soucasné dobé pro vétSinu syraren,
kde vzniké pri vyrobé syrd, odpadnim produktem. Posledni
trendy ve vyzkumu biodegradovatelnych plasti na bazi poly-
laktati, které by mély slouzit k baleni napf. potravinarskych
a dalSich vyrobku, vyuzivaji jako zakladni surovinu kyselinu
mlécnou. Cilem této prace bylo optimalizovat pfipravu
kyseliny mlécné ze syrovatky, ktera je vyznamnym zdrojem
laktozy. Byla sestavena aparatura pro fermentaci sladké
syrovatky a na zdkladé vysledkll predchazejiciho vyzkumu
vybran vhodny kmen Lbc. helveticus CCDM 98 a zvolena
optimalni fermentacni teplota 42 °C. Jako alternativni suro-
vina byl misto syrovatky pouZzit permeat - odpadni produkt
ziskany primyslovou ultrafiltraci odtu¢néného mléka pfi
vyrobé proteinového koncentratu. Byly pouzity tifi druhy
syrovatky a dva druhy permeatu. Nékteré fermentace probéh-
ly za pridavku suplementu kvasni¢ného extraktu. Pribéhy pH
v Case u jednotlivych fermentaci byly znazornény graficky
a dalsi vysledky sestaveny do tabulky. K posunu reakéni
rovnovahy byla vznikajici kyselina mlécna neutralizovana
uhli¢itanem vapenatym. Vznikly mlécnan vapenaty byl kon-
vertovan kyselinou sirovou na kyselinu mléénou a vedlejsi
produkt siran vapenaty byl dekantaci a vakuovou filtraci
odstranén. Nasledné byla separovand kyselina mlécna
zahusténa na vakuové odparce a podrobena analyze na obsah
predev§im L-kyseliny mlééné a D-kyseliny mlécné
a zbytkové laktézy. Z dosavadnich vysledki se jako nejlepsi
jevi fermentace syrovatky s pridavkem 0,5 % kvasni¢ného
autolyzatu a uhli¢itanu vapenatého ptidaného jednorazoveé na
zaCatku fermentace nebo postupné v pribéhu fermentace, za
pouziti 11 % inokula Lbc. helveticus CCDM 98, kdy doslo
k vice jak 90 % konverzi laktozy na kyselinu mlécnou.

Klicova slova: syrovitka, permedt, polylaktat, biode-
gradovatelné plasty

Abstract

Sweet whey, which is a by-product in cheese processing,
is considered for the most cheese dairies as a waste product.
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Recent trends in research on bio-degradable plastics based
on polylactates, which should serve for food packaging or
others, are using lactic acid as a raw material. The aim of this
study was to optimize the preparation of lactic acid from
whey, which is an important source of lactose. The equip-
ment for fermentation of sweet whey was prepared and
based on the results of previous research, suitable strain of
Lbc. helveticus CCDM 98 and the optimal fermentation tem-
perature 42 ° C was chosen. Instead of whey, the permeate as
an alternative raw material was used. Permeate is an indus-
trial waste product which was obtained by ultrafiltration of
skimmed milk in the protein concentrate production. Three
types of whey and two types of whey permeate were used.
Some fermentations took place with the addition of yeast
extract supplement. Lactic acid was neutralized by calcium
carbonate to shift the reaction equilibrium. The calcium lac-
tate was converted trough sulfuric acid to lactic acid and the
by-product calcium sulfate was removed by decantation and
by vacuum filtration. Subsequently, the separated lactic acid
was concentrated by vacuum evaporator and subjected to
analysis for the content especially of L-lactic acid, D-lactic
acid and residual lactose. From current results, the best
approach seem to be whey fermentation with the addition of
0.5 % yeast autolysate and calcium carbonate added once at
the beginning of fermentation, or gradually during fermenta-
tion, using 11 % inoculum of Lbc. helveticus CCDM 98. In
this case was observed more than 90 % conversion of lactose
into lactic acid.

Key words: whey, permeate, polylactate, biodegrable plastic

Uvod

Kyselina mlééna je v soucasné dobé povazovana za
vyznamnou surovinu pro vyrobu polylaktitu kyseliny
mlééné - biodegradovatelného polymeru a dal$ich pramys-
lovych aplikaci. Zpisoby vyroby jsou chemicka syntéza
a biochemické metody.

Biochemické metody vyuZivaji mikroorganismy, které
fermentuji mléény cukr laktézu na kyselinu mlécnou.
Vyhodou tohoto zplsobu vyroby oproti chemické syntéze
je produkce opticky Cisté kyseliny mlécné, ktera je vhod-
néjsi surovinou pro vyrobu polylaktatli nez kyselina mlécna
ziskand chemickou syntézou (Panesar et. al., 2007).
Jelikoz vyznamnym zdrojem lakt6ézy je sladka syrovatka
(70 - 72 % celkové susiny) (Jelen, 2003), ktera je odpadni
surovinou pfi vyrobé syrd, je snaha co nejefektivnéjSim
a nejvhodnéjsim zptisobem zpracovat tuto surovinu (prede-
v§im v ni obsazenou lakt6zu) na kyselinu mlécnou, a tu pak
vyuzit k vyrobé biodegradovatelnych polylaktata.

Mikroorganismy, které se pouzivaji k fermentaci laktozy,
jsou predevSim zahrnuty ve skupiné bakterii mlécného
kvaSeni (BMK). Jsou to rody Lactobacillus (L.),
Leuconostoc (Ln.), Pediococcus (P.) a Streptococcus (S.).
Spolec¢nou vlastnosti BMK je produkce kyseliny mlécné,
kterad je u heterofermentativnich mikroorganismi hlavnim
a u homofermentativnich mikroorganismi jedinym pro-
duktem fermentace. NejrozsifenéjSim rodem BMK je

Lactobacillus, u kterého bylo zjiSténo vice nez 125 species
a subspecies druht a poddruhti (Axelson, 2004; Euzeby,
1997; Limsowitinet et al., 2003).

Fermentacni proces s pouzitim BMK je ovliviiovan fadou
faktort. Mezi nejdilezitéjsi, vedle nutricnich pozadavkd, je
optimalni teplota, pfi které je riist daného mikroorganismu
a tedy i fermentace nejvetsi.

Pokud je teplota vyssi, nebo nizsi nez je optimalni, byva
mikrobidlni aktivita sniZzena a mikroorganismy mohou pfi-
padné 1 hynout (Peleg, 1995; Rosso, Lobry, Bajard,
Flandrois, 1995). Optimalni teplota rastu kolisa podle rodu
od 20 do 45 °C (Dicks, Dellaglio, Collins, 1995; Wood,
Holzapfel, 1995).

Dalsim faktorem ovliviiujicim fermentacni proces je
koncentrace vodikovych ionti, kterd ovliviiuje mikrobidlni
rist a rychlost vzniku produktii. Hodnotu pH ovliviiuji
nejméneé 2 aspekty mikrobidlnich bunék, tj. fungovani
jejich enzymil a transport nutrietd do bunky. To muze
omezit syntézu metabolickych enzymi odpovédnych za
syntézu nové protoplasmy, pH také ovliviiuje syntézu RNA
a syntézu proteinu (Klovrychev, Korolev, Bulgakova, 1979).
Hodnota pH je tedy dal§im parametrem, ktery ma icinek na
produkci kyseliny mlécné.

Optimalni pro rychlou a kompletni fermentaci je rozmezi
pH 5.5 - 6,0, v nékterych ptipadech 6,0 - 6,5, a to v zavis-
losti na pouzité kulture. K silné inhibici fermentace dochazi
pfi niz§im pH a fermentace se zastavuje pfi pH niZ$im neZ
4.5. Kyselina mlé¢na vyrobena béhem fermentace musi byt
proto kontinudlné neutralizovana. Béhem vsadkové fer-
mentace je pridavan uhli¢itan vapenaty jako pufracni ¢inid-
lo. Rtzné druhy bakterii mlécného kvasSeni produkuji pfi
fermentaci cukr bud vyhradné L-mlécénou kyselinu,
vyjimeéné pouze D-mlécnou kyselinu, nejcastéji vSak pfi-
blizné stejnd mnozstvi obou, nebo prevazuje jedna forma
a meéfitelné mnozstvi ostatnich (Garvie, 1980; Kandler,
Weis, 1986; Schleifer, 1986). To zavisi na pfitomnosti
specifické NAD" - zavislé na laktat dehydrogenaze (nLDH)
a vlastni aktivit¢ BMK.

V minulosti byly pouzity rizné kmeny na zpracovani
syrovatky (L. helveticus, L. delbrueckii, subsp. bulgaricus,
L. acidophilus, L. casei, etc.). L. helveticus je obecné prefe-
rovany mikroorganismus, vzhledem k produkci vice neZz
dvojnasobného mnozstvi kyseliny mlécné z mléka, ve
srovnani s ostatnim béznymi BMK (S. thermophilus, L. del-
brueckii subsp. bulgaricus) je homofermentativni a pro-
dukuje racemickou smés kyseliny mlééné (DL) v porovnani
s pouze pravoto¢ivou kyselinou mléénou (D) produkovanou
L. delbrueckii (Roy, Goulet, LeDuy, 1986).

L. helveticus prokazal t¢innou pfeménu laktézy a vysokou
produkci kyseliny mlécné pri zvySené teploté¢ (23-42°C)
s maximem produkce pti 42°C (Tango, Ghaly, 1999). Dile byl
sledovén vliv rozmezi pH na morfologii L. helveticus ve vsad-
kové kulture, pficemz maximalni produktivita byla ziskana pti
pH 5,5 (Norton, Lacroix, Vuillemard, 1993). Teplota 42°C
a pH 5,8 byly optimélni béhem produkce kyseliny mlécné
kmenem L. helveticus pri vysoké koncentraci bunck
v syrovatkovém ultrafiltratu. (Kulozik, Wilde, 1999).

v
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Nutriéni pozadavky bakterii mlééného kvaseni a zejména
jejich dusikaté zdroje tvoii komplex (Chopin, 1993;
Desmazeaud, 1983; Pritchard & Coobear, 1993; Steiner,
Ingraham, Wheelis, Painter, 1986, Torriani, Vescovo, Scolari,
1994) a pouze Cast peptidd, které jsou k dispozici, je metabo-
lizovana. Kultivaéni media, kterd mohou mit vysoky obsah
proteind, jsou proto obvykle suplementovana kvasniénym
extraktem nebo proteinovym lyzatem (peptony). V mnohych
fermentacnich studiich je kvasni¢ny extrakt povaZovan za
esencialni nutriet pro laktobacily pro ucinnou produkci
kyseliny mlécné. (Aeschlimann, von Stovkar, 1990; Amrane
2005; Arasaratmam, Senthuran, Balasubramaniam, 1996;
El-Sabaeny, 1996; Murad, Abd. El-Ghani, Errat, 1992;
Schepers, Thibault, Lacroix, 2002).

Experimentalni ¢ast

Materidl, metody a poufité suroviny

Na zakladé zjisténi, Ze kmeny L. helveticus CCDM 98,
108, 447 maji ve sladké syrovitce z vybranych kment
skupiny BMK nejrychlejsi kysaci aktivitu (Drbohlav,
Salakovd, Sedlarik, Nehyba, Cicvdrek, 2009) byl vybran
kmen Lbc. helveticus CCDM 98, ktery byl pouzit k fer-
mentaci sladké syrovatky - odpadni suroviny z vyroby syru
eidamského typu. Jako alternativni surovinu pro pfipravu
kyseliny mlécné jsme pouZzili permeat - odpadni produkt
ziskany pramyslovou ultrafiltraci odtu¢néného mléka pti
vyrobé proteinového koncentratu. Fermentace probihaly ve
fermentacni nadobé s elektromagnetickym michadlem
a s elektrickym ohrevem, ktera byla opatfena teplotnim sen-
zorem a pH elektrodou. Teplotni senzor Pt 100 a pH elektro-
da typu GRYF PCL 121/td byly pfipojeny k méfici hlavici
MAGIC od firmy GRYF HB, spol. s r.o0. Tato sestava senzora
a méfici hlavice se nazyva inteligentni sonda, kde dochazi
k pfeméné¢ analogového signalu ze senzoru na digitalni. Ten
je prenasen kabelem pomoci interface na pocitaC, kde
probiha zaznam dat v nastavenych casovych intervalech pri

Tab. 1 (pro F1-F4)

optimalni teploté 42°C v termostatu BT 120, za michani
a s pridavkem uhli¢itanu véapenatého jako neutralizacniho
¢inidla slouzicimu k posunu reakéni rovnovahy. Uhli¢itan
vapenaty byl v nékterych pifipadech davkovan postupné,
v malych davkach béhem fermentace, u dalSich fermentaci
jednorazové pred zacatkem fermentace.

Bylo optimalizovano mnoZstvi inokula.

Cast fermentaci byla provadéna bez suplementu a Cast
s pridavkem kvasni¢ného extraktu, jakoZzto zdroje dusiku,
a to ve formé 25 % vodného roztoku. Pribéh fermentace
byl monitorovan pribézZnym méfenim hodnot pH, které
byly zpracovany formou kysacich ktivek.

Po fermentaci nasledovala konverze mlécnanu vape-
natého 96% kyselinou sirovou (zfedénou 1:1) na kyselinu
mlécnou, pficemZ vznikal jako vedlejsi produkt nerozpust-
ny siran vapenaty - viz nasledujici rovnice.

laktoza voda kys. mlé¢na
CioH2»011 + HO = 4 C3HgOs
3423 18 360,3
kyselina uhlicitan mlécnan oxid voda
mlécna vapenaty vapenaty uhlicity
2 C3H603 + CaCO; = (C3H503)2Ca + CO, + H,O
180,2 100,1 218,3 44 18
mlécnan kyselina kyselina siran
vapenaty sirova mlécna vapenaty
(C3H503)2Ca ar HzSO4 = 2C3H503 + CaS 04
218,3 98,1 180,2 136,1

Reakéni smés byla podrobena zahfevu 90-94°C/20 min.
a vysrazené bilkoviny a siran vapenaty byly odstranény
dekantaci a vakuovou filtraci pres Biichnerovu nélevku.
Ziskany Cciry filtrat byl nasledné zahu$tén na vakuové
odparce a pripadny zakal byl odstranén odstfedénim na
centrifuze Janetzki K70D. Vzorky ziskané kyseliny mlécné
byly podrobeny analyze.

sladka syrovatka z vyroby eidamu (pasterovana pri 98 °C po dobu 30 min.)

susina tuk bilk. laktoza kyselost

CPM colif. mo. kv.+pl. hustota sediment z 250 mi

%  g100ml % % pH SH
6,37 0,16 0,7 4,88 6,27 52

KTJ KTJ KTJ kg/m® ml
710° 5.10° 5.10' 1,025 2,0

Tab. 2 (pro F5)
permeat - odpadni produkt ziskany primyslovou
ultrafiltraci odtu¢néného miéka pfi vyrobé
proteinového koncentratu
(pasterovan pri 98 °C po dobu 30 min.)

susina tuk bilk. laktdza kyselost hustota

Tab. 4 (pro F8 - F10)
permeat - odpadni produkt ziskany primyslovou
ultrafiltraci odtu¢néného miéka pfi vyrobé
proteinového koncentratu
(pasterovan pri 98 °C po dobu 30 min.)

susina tuk bilk. laktdza kyselost hustota

%  g/100ml % % pH SH  kgym’
4,58 0,00 0,69 4,58 6,30 3,2 1,023

%  g/100ml % % pH  SH

kg/m?
5,52 0,01 0,14 4,86 6,25 3,4 1,024

Tab. 3 (pro F6 - F7)
sladka syrovatka z vyroby eidamu
(pasterovana pri 98 °C po dobu 30 min.)

susina tuk bilk. Iak:éza kyselost hustota

Tab. 5 (pro F11-F12)
sladka syrovatka z vyroby eidamu
(pasterovana pri 98 °C po dobu 30 min.)

susina tuk bilk. Iak:éza kyselost hustota

%  g/100ml % % pH SH  kg/m’
4,58 0,00 0,69 4,58 6,30 3,2 1,023

%  g/100ml % % pH SH  kg/m'
5,51 0,00 0,68 4,40 6,2 43 1,022
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Lactobacillus helveticus kmen CCDM 98 (MILCOM a.s.)

Kvani¢ny extrakt (IMUNA HARM, a.s., Sarisské Micha-
lany)

Uhlicitan vapenaty sraZeny Cisty CaCOs (Penta a.s.)

Kyselina sirova 96% cista M, 98,08 (Penta a.s.)

Vysledky a diskuze

Bylo provedeno celkem 12 fermentaci, pfi kterych se
prubézné vyhotovovaly kysaci kiivky (grafy ¢. 1 az 12).
Byly optimalizovany rozhodujici parametry ovliviiujici stu-
peni konverze a jakosti vysledného produktu kyseliny
mlécné. Z kysacich kiivek bylo mozno posuzovat vliv jed-
notlivych proménnych na rychlost a dobu prokysavani.
Vysledky analyz vzorkd produktd byly sestaveny do
prehledné tabulky, byl vypocitan stupenn konverze lakt6zy
na kyselinu mlécnou, a na zékladé téchto hodnot vyhodno-
cen optimalni postup.

Prace sméfovala k optimalizaci podminek fermentace tak
aby v co nejkratSim case doslo k maximalni pfeméné lak-
tézy na kyselinu mlécnou. Jako vychozi suroviny byly
pouzity postupné tfi rizné syrovitky z vyroby syru
eidamského typu a dva permeaty - odpadni produkty
ziskané pramyslovou ultrafiltraci odtuénéného mléka pfi
vyrobé proteinového koncentrétu.

Na zakladé predchazejiciho vyzkumu byl vybran pro
velmi dobrou prokysavaci schopnost kmen L. helveticus
CCDM 98, ktery byl pouZit ke v§em dvandcti provedenym
fermentacim. Jako optimélni byla zvolena teplota 42 °C.
Nékteré fermentace byly obohaceny o dusikaté latky ve
formé 0,5 % suplementu kvasni¢ného extraktu (F3, F4,
F5P, F6, F11, F12). s cilem urychlit proces fermentace
dodanim zdroje zivin pro pouzitou mlékarskou kulturu
L. helveticus CCDM 98.

Vysledky byly shrnuty do bilan¢ni tabulky. V tabulce jsou
uvedeny hodnoty kyseliny mlééné v hmotnostnich %, které
by vznikly pri teoretické fermentaci 100 % lakt6zy obsazené
ve fermentovaném substratu, dale obsah bilkovin, zbytkové
laktézy a kyseliny mlécné v konecném findlnim produktu,
% kyseliny mlécné, ktera vznikla prakticky fermentaci sub-
stratu a procenta konverze kyseliny mlécné tj. pomér prak-
ticky vzniklé kyseliny mlécné ke kyseliné mlééné vzniklé pri
teoretické fermentaci 100 % lakt6zy obsazené ve fermento-
vaném substratu. K fermentaci F1 az F4 byla pouZita stejna
syrovatka (viz tabulka ¢.1). K fermentacim F5 a také k F8,
F9 a F10 (tabulka ¢.4) byl pouzit permeét. K fermentacim
F6 a F7 byla pouzita syrovatka (tabulka ¢.3) a u fermentaci
F11 a F12 syrovatka (tabulka ¢.5).

Z posouzeni grafii pribéhu fermentace - zavislost pH na
Case - vyplyva, Ze fermentace Fla F2, kde bylo aplikovano

Graf é. 1 Graf &. 2
BH
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Tab. 6 bilance fermentaci

Fermentace F1 F2 F3 F4 F5P F6 F7 F8P F9P F10P Fii F12
k. mlééna teoreticky (%) 514 5,14 514 514 4,82 3,67 3,67 5,12 5,12 5,12 463 | 4,63
bilkoviny (%) 0,86 1,23 1,81 2,39 2,69 2,35 1,77 1,81 0,74 0,80 5,11 4,83
zbytkova laktéza (%) 0,07 0,17 0,16 0,07 0,09 0,24 025 | 13,87 | 3,56 33,6 026 | 0,75
k. mlécnd spektrofot. Stan.. (%) 15,58 | 1595 | 21,40 19,56 16,29 19,64 1428 | 465 | 2048 | 993 | 41,68 | 37,08
k. miécnd L+ (%) 11,22 | 1595 | 15,00 11,08 9,09 10,67 7,93 089 | 1717 | 911 22,31 | 19,38
k. mlécnd D- (%) 4,36 0 6,40 8,48 7,20 8,97 6,35 3,76 3,31 0,22 19,37 | 17,70
k. mlé¢. prakticky (%) 4,45 2,1 2,7 2,90 2,64 2,88 3,01 0,94 2,46 1,00 437 | 4.39
konverze (%) 87 4 53 56 55 78 82 18 48 20 94 95

Pozn. Vysledky jsou uvedeny v hmotnostnich %

postupné davkovani CaCO; v Sesti krocich, probihaly
v pruméru po dobu asi 75 hodin. U fermentace F3 jsme
pridavali CaCOs pouze ve dvou krocich, a to na zacatku fer-
mentace mensi ¢ast (1/4 celkové davky), po 11 hodinach
zbylou cast (3/4) celkové davky. Soucasné tato fermen-
tace byla prvni fermentaci, kde jsme pouZzivali také ptidavek
0,5 % kvasni¢ného extraktu ve formé 25 % vodného roztoku.

Obé skutecnosti, jak zptsob davkovani CaCOs, tak pfi-
davek kvasni¢ného extraktu, mély vliv na urychleni procesu
fermentace (prakticky trojnasobnému). U fermentace F4 byl
pridan cely obsah CaCOs3 ve stechiometrickém poméru uz
na zacatku fermentace. Také u této fermentace byl pouZzit
pridavek 0,5 % kvasnicného extraktu a doslo zde k jejimu
zkréceni na 12 hodin, tedy zhruba na polovinu ¢asu oproti
predchézejici fermentaci F3. U fermentace FSP a F8P az
F10P byla nahrazena vychozi syrovatka permeétem.

U permeétu, kromé prvniho pokusu (F5P), kdy doSlo
k 55 % konverzi, neprekracovaly vysledky 50 % konverzi.

Proto jsme se u fermentaci F11 a F12 vratili opét k slad-
ké syrovétce, kde jsme dosahli zatim nejvétsiho stupné kon-
verze pres 90 %. Tyto dvé posledni fermentace se odliSuji od
predchazejicich, predevs§im zvySenou davkou inokula na
11 % a tim, Ze u fermentace F11byl davkovan uhli¢itan na
zacatku fermentace, u F12 bylo davkovani rozloZeno. Prvni
tretina ekvivalentni davky byla pfidana na zacatku fermen-
tace, druha tfetina po 6 hodinach a tfeti po 19 hodinach.

Zavér

Z bilanci fermentaci shrnutych v bilanéni tabulce ¢.6 je
ziejmé, Ze nejlepsiho stupné konverze 94 a 95 %, bylo
dosazeno pfi F11 a F12 fermentaci, coz bylo dano jednak
zvySenou davkou inokula na 11 % oproti pfedchozim 5 %,
pridavkem kvasni¢ného extraktu, jako zdroje dusiku a opti-
malizaci davkovani uhliditanu véapenatého, ktery jsme
pridavali v prvni dévce 1/3 ekvivalentniho mnozstvi na
zacatku fermentace, druhou tfetinu po 6 hodinach a treti
tfetinu po 19 hodinach.

Priace byla zpracovdna v rdmci projekti MSMT
2672286101 a 2B 8071.
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