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Problémovym vedlajS$im produktom pri vyrobe
syrov je sladkd srvatka. Za&iatkom 80. rokov bola
jej rotnd produkcia vo svete viac ako 100 mili6-
nov ton, o predstavuje vaZny ekologicky problém,
pretoZe sa spracovdva len neceld polovica tohto
mnoZstva. V CSFR sa v sadasnosti prevaZné d&ast
srvatky vyuZiva na krmovindrske Géely. Toto vy-
uZitie je vSak maélo efektivne v porovnani s poten-
cidlom, ktory srvdtka m4. Obsahuje 0,7—1 % pro-
teinov, 4—5 % laktozy, Sirokd paletu Zivin, mine-
ralii a vitaminov, €im sa zaraduje medzi najkvalit-
nejsie suroviny fermentaéného priemyslu, V zahra-
ni¢i je zavedend vyroba etanolu, p-galaktozidéazy,
biomasy a nutriénych extraktov s vyuZitim niekto-
rych druhov kvasiniek z rodov Kluyveromyces a
Candida [1—5], mikrobidlna produkcia met4nu an-
aer6bnou fermentdciou zmesnymi kultdrami [6] i
produkcia organickych kyselin. ESte 3ir$ie mo2-
nosti vyuZitia md srvdtka s enz§movo hydrolyzo-
vanou lakt6zou, pretoZe je vhodné& aj pre mikroor-
ganizmy, ktoré tento disacharid nedok&u utilizo-
vat.

Tato préca je zamerand na hladanie vhodngch
parametrov fermentanej produkcie biomasy Kluy-
veromyces marxianus na sladkej deproteinizovanej
srvdtke v nadich podmienkach a prenos ziskanych
vysledkov z laboratérnych do poloprevadzkovych
pomerov. Okrem produkcie bunkovej hmoty sme
sledovali aj tvorbu g-galaktoziddzy, ktord je ko-
meréne najzaujimavejSou zloZkou biomasy.

ROZBOR PROBLEMATIKY

Jednym z naj&astejSich spdsobov spracovania sr-
vétky je fermentatnéd produkcla blomasy Kluyvero-
myces marxianus, ktord sa dalej mé¥e podrobit
procesu frakciondcie s cielom ziskat g-galaktozi-

ddzu, kvasni®n¢ extrakt, pripadne iné frakcie bu-
niek. Kultivdcia Kluyveromyces marxianus je in-
tenzivne 3tudovand uZ od 70. rokov, ale stdle sa
objavuji nové préce, ktoré obohacuji predchad-
zajace poznatky [7—11], aj ked sa vdd&sinou za-
merané na maximélnu tvorbu g-galaktozidazy
v bunkédch. NajtastejSie pouZivand a najlepsie po-
pisand je vsddzkovd kultivdcia [2, 7, 8, 12—14].
V zavislosti od podmienok sa doba fermentécie po-
hybuje od 7 do 15 hodin, vynimoé&ne aj viac. Fer-
mentatné médium pozostdva z deproteinizovanej
srvitky, zdroja dusfka a rastovych faktorov. Prie-
myselne sa srvdtka deproteinizuje takmer vyluéne
ultrafiltrdciou. Ako zdroj dusika sa pouZiva siran
aménny pre svoju nizku cenu a dobri G&innost, a
to v rozsahu 0,3—1 %. Zriedkavej$ie st iné dusika-
té zdroje, napr. dalSie amoéniové soli a organické
zliZeniny. Rastové faktory sa priddvaji vo forme
kvasni¢ného extraktu v mnoZstve 0,1—0,5 %. Zna&-
ny vplyv na rychlost procesu, vytazky biomasy ako
aj hladinu g-galaktoziddzy ma aerédcia [7, 13, 15].
Bolo zistené, Ze so zvySovanim intenzity aerécie
rastie vytaZok biomasy, ale klesd 3pecifickd akti-
vita g-galaktoziddzy. Teplota nem& taky velky
vplyv na rast biomasy Kluyveromyces marxianus.
Niektori autori uvddzaji ako vhodni teplotu 30°C
[8, 12, 14], inf 35°C [13] a dokonca i 40°C [2].
Pocas fermentécie klesd pH média, ale tento pokles
sa neprejavuje nepriaznivo na tvorbe biomasy, pre-
to sa vo védSine technol6gii neuskuto&fiuje regu-
lacia pH. V niektorych pracach st v3ak uvddzané
dobré vysledky dosiahnuté udrZiavanim pH na kon-
Stantnej hodnote, najtastejsie 4,5 [8, 16].

MATERIAL A METODY
Pre porovnanie produkcie biomasy a $-8alakto-

zidzy bolo testovangch 23 kmetiov Kluyveromyces
marxianus. V pokusoch sme pracovali s kme¥om
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Kluyveromyces marxianus CCY 51-1-1, ktory sa uka-
zal najvhodnejsi z hladiska narastu biomasy a akti-
vity g-galaktoziddzy v bunkdch po 24h Kkultivéacii
[17].

Experimenty zamerané na optimalizdciu média
prebiehali v 0,5 dm® banitkdch s objemom média
0,2 dm® na zavesnej rotatnej trepacke pri teplote
28 °C. Vplyv teploty bol sledovany v laboratornom
fermentore LF-2 (Vyvojové dilny CSAV Praha)
o celkovom objeme 5 dm® v rozsahu 28 aZ 37 °C.
Objem fermentacného média bol 2,5 dm’, Polopre-
vadzkové pokusy sme uskuto¢nili na fermentoroch
o objeme 0,15 a 1,5 m* (EFC 24, Electrolux, Svéd-
sko) s obsahom média 0,1 m® resp. 1 m®. Médium
pozostdvalo zo sladkej srvdtky (Milex Trnava) de-
proteinizovanej na ultrafiltri (LIKO, Bratislava)
s membrdnami prepastajiocimi molekuly do rela-
tivnej molekulovej hmotnosti 20000 a obohatenej
1% siranu amonneho [(Lachema Brno) a 0,2 %
kvasni¢ného extraktu (CHTF SVST, Bratislava).
Sterilizacia prebiehala 20 min pri teplote 120 °C.

Sudinu biomasy sme stanovili gravimetricky po
predchddzajicom odstredeni buniek, premyti, roz-
suspendovani v destilovanej vode a trojhodinovom
suseni pri teplote 70 °C.

Aktivitu g-galaktoziddzy sme urcovali v permea-
bilizovanych bunkéch. Odstredené a premyté bunky
sme rozsuspendovali v 0,05 mol.dm~* fosforetna-
novom tlmivom roztoku pH 6,5 a permeabilizovali
toluénom s vyslednou koncentraciou 1% pri la-
boratérnej teplote 20 min. Aktivitu enzymu sme
stanovili pomocou 2-nitrofenyl-g-D-galaktopyrano-
zidu (2NPG, Lachema Brno). Reakfnd zmes obsa-
hovala 0,05 cm® permeabilizovanych buniek, 0,45
cm? (4 mmol .dm~?) 2NPG v spominanom tlmivom
roztoku s pridavkom 0,1 mmol.dm~* MnCl:. Re-
akciu sme po 4 min zastavili 0,2 mol.dm~? roz-
tokom Na;CO;. Uvolneny 2-nitrofenol sme merali
spektrofotometricky pri 416 nm [18].

Koncentraciu laktbézy sme urcovali metédou na
stanovenie redukujicich sacharidov pomocou kyse-
liny dinitrosalicylovej [19].

Hodnoty pH v odoberanych vzorkdch sme mera-
li na pH-metri OP-211/1 (Radelkis, Madarsko).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Optimalizdciu fermentatného média sme robili
v banitkédch na trepacke. Porovndvali sme rast bio-
masy na srvdtke neupravovanej a deproteinizova-
nej. Rast na neupravenej bol velmi slaby, preto
sme dalej pouZivali iba deproteinizovani srvatku.
Okrem toho sa pri deproteinizdcii ultrafiltraciou
daja ziskat ako vedlajsi produkt proteiny srvatky.
Pri poloprevadzkovych experimentoch to predsta-
vovalo 5 kg susenych proteinov na 1 m® srvétky.
Dalej sme skasali pridavok siranu aménneho ako
zdroja dusika v rozsahu 0,1 aZ 2 % a kvasni¢ného
extraktu ako zdroja rastovych faktorov v rozmed-
zi 0,1—05 %. Najlepdie vysledky boli dosiahnuté
pri pridavku 1% siranu aménneho a 0,2 % kvas-
ni¢ného extraktu. Pridavky siranu v mnoZstve 0,3
—0,5 % boli na produkciu biomasy dostatujice, ale
negativne sa prejavili na tvorbe g-galaktozidazy.

Pridavok extraktu v mnoZstve nad 0,2 % bol ne-
efektivny, nezvysoval vytaZok ani biomasy, ani en-
zgmu.

Vplyv teploty na produkciu biomasy a g-galakto-
ziddzy sme sledovali v laboratérnom fermentore.
Vysledky st uvedené v tab. 1. D& sa z nich usadit,

Tabulka 1. Koncentrdcia biomasy a aktivita g-galakto-
ziddzy na konci kultivdcie Kluyveromyces marxianus
v laboratérnom jermentore pri réznych teplotdch v mé-
diu obsahujicom 1% (NH4),S0; a 0,2% kvasniéného
extraktu v deproteinizovanej srvdtke

Teplota Biomasa tozidiza
(§0] (g.dm—) (U.em™?)
28 72 6,6
32 7,5 6,9
34 7.3 6,5
37 8,0 6,5

7e teplota vyrazne neovplyviiovala produkciu bio-
masy a malo vplyvala na tvorbu enzymu. Pri 37 °C
bola zaznamenand najvy$Sia koncentrédcia biomasy,
ale mnoZstvo g-galaktoziddzy prepocitané na jed-
notku objemu média bolo rovnaké ako pri niZsich
teplotach. Tato skutonost by sa mohla dat vysvet-
lit bud reguldciou syntézy enzymu v bunkéch, ale-
bo jeho termoinaktivdaciou. Najvy3Sia produkcia
enzfmu bola pri teplote 32°C. Priebeh kultivacie
Kluyveromyces marxianus pri 32°C v laboratérnom
fermentore znéazoriiuje obr. 1. Vyznaluje sa po-
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Obr. 1. Kinetika produkcie biomasy (@), laktdzy (@)
poklesu koncentrdcie laktézy ((B ) a pH () pri kul-
tivdcii kmeiia Kluyveromyces marxianus CCY 51-1-1 na
deproteinizovanej srvdtke s obsahom lakt6zy 44 g .dm—3
(100 %) obohatenej pridavkom 2 g.dm-3 kvasniéného
extraktu a 10 g.dm—3 (NHy),S0s. Proces fermentdcie
prebiehal bez reguldcie pH, pri teplote 32°C za normdl-
nebo tlaku a frekvencie otd¢ok 400 min-'. VzduSnenie
bolo 0,45 vvm. Objem kultivaéného média bol 2,5 dm’.
Inokuldcia 0,25 dm3 kultiry s obsahom buniek 1,9.
. 108 m1-1.

merne strmou lag-fdzou, ktord trvala asi 4 h. Po
nej nasleduje 4hodinovéd exponencidlna faza, o om
sved&i podobny priebeh rastu biomasy a tvorby en-
zymu i poklesu pH a koncentrécie laktozy. Vytaz-
kovy koeficient biomasy na substrdt mal hodnotu
Y = 0,16. Tato fermentédcia prebiehala bez regulé-
cie pH, za kon3tantného vzdusnenia 0,45 vvm a pri
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frekvencil ota€ok 400 min-'. Inokulum predstavo-
valo 10 % objemu média. Zo ziskanych vysledkov
sme vychédzali pri priprave a vedeni poloprevédz-
kovych experimentov.

V poloprevadzkovyfch podmienkach sme robili
fermentécie vo fermentoroch s objemom média 0,1
a 1 m®. Men3i z4roveii slaZil aj ako propagacény pre
velky fermentor. Typicky priebeh kultivicie v pro-
pagatnom fermentore je na obr. 2. Zmena objemu
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Obr. 2. Kinetika produkcie biomasy (@), laktdzy @],
poklesu koncentrdcie laktézy { (B ), pH (O] a pO; { X)
pri kultivdcii kmeria Kluyveromyces marxianus CCY
51-1-1 na deproteinizovanej srvdtke s obsahom laktézy
30 g.dm—-3 (100 %) obohatenej pridavkom 2 g.dm-3
kvasniéného extraktu a 10 g.dm-3 (NH,),S0,. Proces
fermentdcie prebiehal bez reguldcie pH, pri teplote 30 °C,
frekvencii otdéok 250 min-!, vzduSneni 40 dm3 min-1,
pri pretlaku 0,15 MPa. K médiu bol pridany odperiovaci
olej Novanik 0,05 dm3, Objem kultivaéného média bol
0,1 m3. Inokuldcia 5 dm® kultiry s obsahom buniek
1,9.10% em-3.

média, inokula (5 %) i celkovo zmenené podmien-
ky spdsobili prediZenie fermentécie na 11 h, z &oho
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Obr. 3. Kinetika produkcie biomasy (@ ), produkcie lak-
tdzy (@), poklesu koncentrdcie laktézy ((P ), pH
(O) o pO; (X)) pri kultivdcii kmeria Kluyveromyces
marxianus CCY 51-1-1 na deproteinizovanej srvdtke s ob-
sahom lakt6zy 38 g.dm—3 (100 %) obohatenej pridav-
kom 2 g.dm-3 kvasniéného extraktu a 10 g.dm-3
(NH4);80,4. Proces fermentdcie prebiehal bez reguldcie
PH, pri teplote 30°C, frekvencii otd¥ok 250 min-1,
vzdulSnenf 100—200 dm3 min-' pri pretlaku 0,15 MPa.
K médiu bol pridany odpefiovact olef Novanik 2 dm?3.
Objem kultivadného média bol 1 m3. Inokuldcia 0,1 m3
kultdiry s obsahom buniek 1,9.10°% cm—3.
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Obr. 4. Kinetika produkcie biomasy (@), laktdzy (@ ],
poklesu koncentrdcie laktézy (@], PH () a pO; (X )
pri kultivdcii kmeria Kluyveromyces marxianus CCY
51-1-1 na deproteinizovanej srvdtke s obsahom laktbzy
30 g.dm-3 (100%]) obohatenej pridavkom 2 g.dm-3
kvasniéného extraktu a 10 g dm-3 (NH,),SO,. Proces
fermentdcie prebiehal bez reguldcie PH, pri teplote
30 °C, frekvencii otd#ok 200—350 min-1, vzduineni 50 a#
200 dm3 min-1, pri pretlaku 0,15 MPa. K médiu bol pri-
dany odpefiovact olej Novanik 0,18 dm3. Objem kulti-
vaéného média bol 1 m. Inokuldcia 0,1 m3 kulttry s ob-
sahom buniek 1,9.10% cm—3.

5 h tvorila lag-fdza a 5 h exponencidlna faza. Vy-
taZkovy koeficient biomasy na substrat Yy¢ bol 0,16.
Specificka aktivita §-galaktoziddzy v bunkédch sa
pocas fermentdcie prili§ nemenila a na Kkonci
mala hodnotu 830 U. g~! susiny. Tieto tidaje su po-
dobné ako laboratoérne.

Pri kultivacii vo fermentore s objemom média
1 m3 (obr. 3, 4) sme sledovali vplyv hodnoty par-
cidlneho tlaku kyslika v médiu na produkciu bio-
masy a na aktivitu g-galaktoziddzy v bunkéch. Fer-
mentacia, ktorej priebeh je zobrazeny na obr. 3,
bola limitovand kyslikom. KedZe podiel inokula
¢inil 10 %, lag f4za bola kratka (4 h). Na tdto fazu
nadvézovala dlhé exponencidlna v trvani 8 h. Vy-
raznd staciondrna fdza nebola pozorovan4. Sub-
strdt bol temer tdplne spotrebovany v 13. hodine
fermentédcie. Specifickd aktivita B-galaktozidazy
v biomase na konci fermentdcie bola 824 U.g™!
susiny a vytaZkovy koeficient biomasy na substrat
Yys = 0,19. Obrdzok 4 ukazuje priebeh ferments-
cie, priktorej sme vzdudnenim a rychlej$imi ot&d-
kami mieSadla udrZiavali hodnotu parci4lneho tla-
ku rozpusteného kyslika v médiu na 15 %. DI¥ka
trvania lag-fazy bola 4 h, ale exponencidlna f4za
sa v porovnani s predchéddzajacou skratila na 6 h.
Zaujimavy je odliSny priebeh narastu biomasy,
ktory bol celkom pravidelny a vzostupu aktivity
$-galaktoziddzy vztiahnutom na jednotku objemu
média, ktory nebol pravidelny. Uvedené tdaje o diz-
ke trvania lag i exponencialnej fazy sme preto zis-
tili z poklesu pH a koncentréacie laktézy v médiu.
Spominany vplyv Kkyslika spdsobil niZ$iu hodnotu
Specifickej aktivity B-galaktoziddzy v bunkach na
konci fermentédcie (621 U.g-! sudiny) a zérovef
evokoval vy33f vyta¥kovy koeficient biomasy na
substrét (Yys = 0,24). Tleto zistenia koresponduja
s vysledkami publikovanymi viacerymi autormi [7,
13, 15], ktori popisuji pozitivny vplyv zvy3ovania
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koncentracie kyslika v médiu na tvorbu biomasy
a negativny na aktivitu g-galaktozidazy. Okrem
toho sme zistili, e vy33ia hladina kyslika spdso-
bila skrdatenie fermentécie.

Ako vidiet z dosiahnutych vysledkov, prenos z la-
boratérnych do poloprevddzkovych podmienok
v pripade fermenta¢nej produkcie biomasy Kluyve-
romyces marxianus nie je problematicky. Va¢si ob-
jem fermenta¢ného meédia sice trochu predlZuje
dobu fermentécie, ale dosahované vysledky su pri-
bliZne rovnaké, ¢o dokumentuji obr. 1, 2, 3. Mini-
mélne sa meni vytaZok biomasy a Specifickd ak-
tivita g-galaktoziddzy v sudine buniek s vynimkou
kultivacie znazornenej na obr. 4, kedy vSak zmenu
tychto hodnét zapri€inila zvySend hladina kyslika
v médiu. Treba vSak pripomeniit, Ze na dosiahnutie
rovnakych vysledkov v réznych fermentoroch je
potrebné menit niektoré parametre procesu. V na-
som pripade 3lo o vzdu3nenie a otdCky mieSadla,
reguldciou ktorych sa dé dosiahnut pribliZne rov-
nakd hladina rozpusteného kyslika v réznych fer-
mentoroch. KedZe velké fermentory sa spravidla
vyznaduji lepSou rozpustnostou kyslika ako malé,
¢o je zapritinené aj vy33im hydrostatickym tlakom
v médiu, zniZovali sme mnoZstvo privadzaného
vzduchu so zvdc&3ovanim objemu fermentora. Za-
tial &o v laboratérnom fermentore bolo vzdu3nenie
0,45 vvm, v propagacnom iba 0,4 vvm a vo velkom
dokonca len 0,2 vvm. Podobne frekvencia otacok
miesadla bola 400 min~-! v laboratérnom a 250
min-! v poloprevdadzkovom. V pripade prevéadzko-
vého fermentora bude pravdepodobne potrebné
eSte mensie vzdudnenie a otdcky mieSadla na do-
cielenie podobnych vysledkov.

Celkovo moZno konstatovat, Ze k zlepSeniu vy-
tazku biomasy na substrdt v procese Kkultivacie
Kluyveromyces marxianus je mozZné dospiet zvySe-
nim koncentrdcie rozpusteného kyslika v médiu
a zvySenim teploty na 37°C. Specifickd aktivita
B-galaktoziddzy v bunkéch vsak za tychto podmie-
nok bude podstatne nizZsia.
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Pre fermentana produkciu biomasy a g-galaktozidazy
bol pouZity kmeii Kluyveromyces marxianus CCY 51-1-1.
Optimalizované médium pozostdvalo zo sladkej srvatky
s pridavkom 1% sfranu amoénneho a 0,2 % kvasni¢ného
extraktu. V poloprevddzkovom 1500 1 fermentore bol
dosiahnuty v§tazkovy koeficient Yxs = 0,19 po 12 h kul-
tivacii limitovanej kyslikom. UdrZiavanim parcidlneho
tlaku kyslika v médiu na hodnote 15 % bolo dosiahnuté
zvy3enie Yxs na 0,24 a skratenie kultivacie na 10 h, ale
§pacléii’cké aktivita g-galaktoziddzy v bunkédch klesla
o 24 %.

Crpensincku, M. - Wirypauk, 3. - Tomamka, M. - Maaspp,
T. - Kpemnnuxs, JI.: Ipoaykuus Guomaccsl Kluyveromy-
ces marxianus Ha chiBopotke. Kpac. mpym. 37, 1991, crp.
137—141.

B wuensx ¢epMeHTaTHBHOH TpPOAYKUHMH GHOMAccH ¥
B-rajaKkTO3HIass Hccaenosanocs 23 mrammos Kluyveromy-
ces marxianus, H3 KOTOPLIX HaHOoJee BLIFOJHLIM OKasaJjcs
wramm CCY 51-1-1, OnTHMH3HpOBaHHAs cpeja cOCTOsJA
H3 caaakofi cuBopoTkH c no6askoir 1 % cyabdpara ammo-
gus u 0,2 % apoxxKesOro SKcTpakra. B moJynpoH3BoOA-
creenroM 1500 a1 depmentope Gbia AOCTHTHYT KO3(dH-
nHeHT BHIXOAa ¥Yxs-0,19 nocae 12 wacoBOM KYyJbTHBHPO-
BAaHHH, JHMHTHPOBAHHOM KHCJIOPOIOM.

BuinepHBaHHeM TNapUHAJbHOrO JAaBJEHHs KHCJIO0pOAA
B cpere Ha BeanynHe 15 % GblI0 JOCTHTHYTO NOBHILICHHE
¥xs B0,24 u coxpalulenHe KyJbTHBHpoBaHHA 10 10 vacos;
yaedbHass ~ aKTHBHOCTb OAHAKO A  §-TrajakTo3H1ashl
B KJeTKax NnoHH3Wiacs Ha 24 %.

Stredansky, M. - Sturdik, E. - Toméska, M. - Maliar,
T. - Kremnick§, L.: Production of Kluyveromyces mar-
xianus on Whey. Kvas. prim., 37, 1991, No. 5, pp.
137—141.

23 strains Kluyveromyces marxianus was screened for
production of biomass and g-galactosidase. Strain CCY
51-1-1 was selected. Optimalized medium for cultivation
was deproteinized sweet whey with 1% ammonium
sulfate and 0,2 % yeast extract. Yield coefficient Yxs =
= 0,19 after 12 h fermentation with oxygen limitation
was obtained in 1500 1 fermentor. Increasing of partial
pressure to level 15 % improved Yxs on 0,24 and shorted
fermentation time on 10 h, but specific activity of
g-galactosidase in cells decreased by 24 %.
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Stredansky, M. - Sturdik, E. - Tomé&ska, M. - Maliar,
T. - Kremnicky, L.: Produktion der Biomasse Kluyvero-
myces marxianus auf Molke. Kvas. prim. 37, 1991, Nr. 5,
S. 137—141.

Fir die Fermentationsproduktion von Biomasse und
g8-Galaktosidase wurden 23 Stdmme Kluyveromyces mar-
xianus getestet, wobei als der geeignetste sich der
Stamm CCY 51 -1-1 zeigte. Das optimalisierte Medium

bestand aus Siissmolke mit Zugabe von 1% Ammonium-
sulfat und 0,2 % Hefeextrakt. In einem Halbbetriebs-
1500-Liter-Fermentor wurde ein Ausbeutekoeffizient
Yxs = 0,19 nach 12 Stunden Sauerstoff-limitierter Kulti-
vation erzielt. Bei Erhthung des Partialdrucks des
Sauerstoffs im Medium auf dem Wert 15 % wurde die
Erh6hung von Yxs auf 0.24 und die Verkiirzung des Kul-
tivation auf 10 h erzielt, aber die spezifische g-Galak-
tosidase-Aktivitdt in den Zellen sank um 24 %.



