Fermentac¢na produkcia kyseliny mlie¢nej

II. Izolacia termofilného producenta

Ing.VLADIMIR HERIBAN, Ing.NORA STURDIKOVA, Doc.Ing. ERNEST STURDIK, CSc.,

Katedra biochemickej technolégie CHTF STU, Radlinského 9, 812 37 Bratislava

579 663

Kricové slovi: mliecne baktérie, izolicia monokuluir, identifikdcia kmeriov, fermentacné viastnosti, mliecna fermentd-

cia

UvoD

Miesto a postavenie kyscliny mliccnej na svetovom trhu
fermentaéne vyrdbanych organickych kyselin je &oraz
vyznamnejsie. Je to niclen vd'aka jej rozsiahlemu priamemu
vyuZitiu, ale najmi aplikdciam, u ktorych zohriva kyselina
mliecna tlohu zatial’ nezastupitel’nej vychodiskovej suroviny pre
vyrobu cennych litok (napr. biodegradabilnych plastov). Vzhla-
dom na pomerne dlhi dobu, pocas ktorej je tito kysclina
fermentacne vyrdband (uZ od roku 1881), nie je dnes teoreticky
vyskum mlieénej fermentdcie v literatire ¢asto centrom
pozornosti. Price sa viac stistred’ujd najmé na genetické Stddium
producentov a najmodernejSie technologické spésoby
zefektivnenia fermentacnej aj izolacnej Casti procesu, napr.
reaktory s bunkovym recyklom alebo fluidnym I6Zkom [1-3],
alebo elektrodialyza ako spdsob kontinualizicie fermenticie
a vyhodnej izoldcie za sicasnej purifikicie produktu [4,5].
Podrobnej§i prehl'ad pric o mlie¢nej fermenticii je zhrnuty
v predoslom clanku [6].

Vychodiskom pre vyvoj mlicénej fermenticie na baze sacha-
rézy bola zmenend ckonomickd situdcia, ktord niti aj také
vyrobné podniky, akymi st cukrovary, aby diverzilikovali svoju
vyrobu a viac zhodnocovali nielen svoj findlny vyrobok, ale aj
nicktoré medziprodukty. Preto sme sa rozhodli vyvinit’ techno-
16giu schopnii spracovat’ vietky redlne cukrovarnicke produkty
pri ¢o najmensich rizikdch kontamindcie, na ktoré sa v cukro-
varoch berie osobitny zretel’. To evokovalo potrebu zamerat’ sa
na termofilného producenta, ktorého rastové a produkéné opti-
mum by prevySovalo optimum zmienenych kontaminantov.
Sidcasnym cicl'om bolo vypracovat’izolaénii a purifikacni cast’
procesu na baze najnovsich technologickych poznatkov tak, aby
pri maximalnej efektivnosti poskytovala produkt vysokych kvalit
a ekologicky bola prijatel'nd.

Predkladand prica zachytiva vysledky skriningu termofila
a zdkladné vlastnosti stiboru kultir v fiom ziskanych.

2. MATERIAL
2.1 Studované kmene

Pracovali smes tridsiatimi izoldtmi ziskanymi z rezkolisovej
vody, diflznej Stavy a saturacnej $tavy cukrovarov v Trnave
a Trencianskej Teplej klasickymi technikami. V prdci uvddzame
vysledky len jedendstich predbeZne najlepSich kmefiov pracovne
oznaCenych Cislami 9,11,16,17,19,29 (cukrovar v Trnave),
20,21,22,31 a 32 (cukrovar v TrenCianskej Teplej).

2.2 Kultivaéné média a roztoky

SL médium (izoldcia, kultivécia, Gistenie): enzymovy kazei-
novy hydrolyzit 10 g, kvasni¢ny extrakt 5 g, KI;PO4 6 g,
MgS04.71120 0,58 g, MnSO4.41120 0,28 g, kyselina citrénova
2 g, sacharéza 20 g, trihydrdt octanu sodného 2,5 g, kyselina
octovd (10%-ny roztok) 10 ml, agar 15 g, destilovand voda 1000
ml. pH bolo po rozpusteni vietkych zloZick upravené na 5,4.

MRS médium (izoldcia, kultivdcia, identifikdcia, Cistenie,
kritkodobd dchova): peptén 10 g, kvasni¢ny extrakt 5 g, sacha-
réza 20 g, Tween 80 1 ml, KoHPO4 2 g, trihydrdt octanu sodného
5 g, citranamonny 2 g, MgS04.7H20 0,2 g, MnS04.4H20 0,05 g,
agar 15 g a destilovana voda 1000 ml. Po rozpusteni vietkych
zloZick bolo pH média upravené na 5,4.

Pri testoch na produktivitu kyselin bolo do pody s agarom
pred autokldvovanim pridané 5 % hm. CaCOj3, ktory bol vopred
sterilizovany 3 h v susiarni pri 160 °C. Pri dchove kultir bol
pouZity pridavok 2 % hmot. CaCQj3, ktory bol predtym steri-
lizovany za sucha v banicke pri 160 °C trikrat 3 h s prestavkami
24 h.

Rogosove médium (selekcia): peptdn 10 g, kvasni¢ny extrakt
5 g, sacharéza 20 g, Tween 80 3 g, KolIPO4 6 g, citran aménny
2 g, trihydrat octanu sodného 25 g, l'adovi kyselina octova 1,32
ml, MgS04.7H20 0,575 g, MnS04.4H20 0,12 g, FeS04.7H20
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0,034 g, agar 15 g a 1000 ml destilovancj vody. Pred autokld-
vovanim bolo pll upravené na 5 aZ 5,5. Po schladeni, tesne pred
naliatim do Petriho misick bol do vlaZnej pody pridany roztok
$pecifického farbiva (anilinovej alebo ¢inskej modre;j).

Sunarové médium (test zriZania mlicka): 130 g Sunaru bolo
zmieSanych so 100 ml vody.

Vsetky médid boli sterilizované v autoklive 20 min pri 121 °C.

Roztok ¢&inskej modrej (predbeZnd identifikdcia): Do 100 ml
destilovanej vody boli pridané 3 g ¢inskej modrej. Roztok bol
homogenizovany pretrepanim a po 3 diioch stdlia prefilirovany.
Uchovavany bol v sterilnom boxe.

Roztok brémkrezolového purpuru (indikdtor pre kvasné
skidsky): pred sterilizdciou bolo do 1 | pddy pridané 0,17 g
brémkrezolového purpuru rozpustenc¢ho v 2 ml etanolu.

2.3 Chemikiilie

Sachardza bola potravindrskej kvality, arabin6za a salicin pre
skvasovacie skuisky pochddzali od rakiskej firmy Loba-Chemie,
Wien, ostatné sacharidy dodal CHHU SAV v Bratislave, kvasnicny
extrakt bol od holandskej firmy Gist Brocades Co. Ltd., agar od
firmy Difco (USA), enzymovy kazeinovy hydrolyzit a peptén
z Imuny SariSské Michal'any a glycerol farmaceutickej kvality zo
Slovakofarmy Hlohovec. Ostatné chemikilie v Cistote p.a. a anti-
biotikd boli z Lachemy Brno.

2.4 Pristroje

Pre statické kultivicie bol pouZivany anacrostat z JZD
Druzba Drahany a biologicky termostat BT 120 (Laboratorni
pfistroje Praha). Trepackové kultivicie boli uskutociované na
pol'skej trepacke typu 357, amplitida 7, poCet kmitov 125 min’!
(Mechanyka precyzyjna) s nipliiou zrieden¢ho glycerinu. Na
centrifugdciu bola pouZitd odstredivka typu WE-2 (Mechanyka
precyzyjna, Polsko). Absorbancia bola merand na pristroji Spekol
11 (Carl Zeiss Jena, Nemecko) v sklenych kyvetach hribky 1 cm.
Pre lyofilizdciu bol pouZity pristroj Leybold-IHeracus (SRN).

Pri préci bol pouZivany mikroskop Laboval 4 firmy Zeiss, Jena.

3.METODY
3.1 Izolicia a ¢istenie kultir

Selekcia monokultir - bola pouZitd nahromad'ovacia metdda
s vyuZitim SL kultivaéného média s ndslednym vysevom na tuhy
variant tej istej pddy. Kultivicia bola staticka (48 h, 50 °C) [7].

Cistenie izol4tu - silne kontaminovand kultiira bola o¢kovand do
SL média s pridavkom polymyxinu, menej kontaminované vzorky
boli naockované na MRS pddu s pridavkom toho ist¢ho antibiotika.
V oboch pripadoch boli jeho pridavky 15, 20 a 25 1U podla stupiia
kontamindcie [8]. Rast pohyblivych tycinick bol potlaceny ampi-
cilinom v koncentriciach 0,1; 0,4 alebo 0,6 pg/ml. Kultivacia prebie-
hala 1 aZ 5 dni pri 50 °C. Vyhodnotenie mikroskopické a vysevom
na tuhii pddu s pridavkom anilinovej (¢inskej) modre;j.

3.2 Charakteriziacia rastu

Zmeny v koncentricii biomasy boli zistované platiiovou zrie-
d'ovacou metédou (Kochovou metédou nariedené vzorky boli
vysiate na MRS platne a po narasteni pri 50 °Cbol kvantifikovany
pocetkol6nii na platni 7], gravimetricky (odvaZenim vysuSeného
sedimentu z 1 ml vzorky) a turbidimetricky (meranim
absorbancie pri 650 nm).

3.3 Konzervicia kultir

Krétkodobd tichova - kultira narastend pri 50 °C v MRS
médiu s pridavkom 2 % CaCO3 skladovand pri +4 °C.

Dlhodobd tichova - zmes husto narastencj kultiiry a 25 % obj.
glycerolu skladovand pri -18 °C alebo vo forme lyofilizitov [9].

3.4 Identifikacné testy

Gramovo farbenie - robené §tandardnym postupom podla [7].

Tvorba spor - bola indukovand rastom kultiry na platni
s MPA pri 50 °C. Pritomnost’spér bola zistovana mikroskopicky
po odpichnuti narastencej koldnie z platne.

Kataldza - pritomnost bola stanovovand §tandardnym postu-
pom podla [7].

Acidifikaénd schopnost’ - bola zistovand tromi spdsobami:

1. Na tuhid MRS pédu s pridavkom 5 % hm. CaCO3 bola naocko-
vand kultiira a po 48 h pri 50 °C bola pozorovand tvorba vyci-
renych zén, tvorenych rozpustenim CaCOjz dG¢inkom
vyprodukovanej kyseliny.

11. Rovnaké mnoZstvo média po 24 h kultivacii na MRS péde bez
CaCQ3 bolo titrované roztokom NaOIll na fenolftalein. Porovna-
vala sa spotreba neutralizacného Cinidla.

I1I. Kultdra bola naockovanid do skimavky so sunarovym
médiom a staticky kultivovand 48 h pri 50 °C. Tvorba kysclin sa
prejavila zrazenim sunarového média.

Tolerancia k NaCl - testovani kultira bola naockovani do
MRS média s koncentriciou NaCl 2,5,7 alebo 10 % hm. a kulti-
vovani staticky 40 h pri 50 °C. Hodnotenie rastu bolo vizualne,
spojené s mikrobiologickou kontrolou Cistoty kultdry.

Skvasovanie cukrov - MRS médium vysterilizované bez
cukru bolo po pridavku 2 % hm. prisluiného sacharidu ako
jediného zdroja uhlika a brémkrezolového purpuruako indikitora
oc¢kované testovanou kultdrou s nislednou statickou kultivdciou
pri optimadlnej teplote max. 10 dni. Mikrobiologicka Cistota bola
kontrolovand po Styroch diioch. V pozitivnom pripade sa skva-
senie cukru prejavilo zoZltnutim pdvodne fialového média.

Farbenie specifickym farbivom - testovana kultira bola
rozotretd na agarovi platiiu s Rogosovym médiom sfarbenym
anilinovou modrou. Kol6nie mlie¢nych baktérii sa mali po kulti-
vicii cca 48 h pri 50 °C zafarbit’ na modro.

4. VYSLEDKY A DISKUSIA

Vzhl'adom na vytyceny cicl’, j. izoldciu bakteridlncho kmena
schopného pri teplotich okolo 50 °C homofermentativne
konvertoval'sacharézu ako jednu z najperspektivnejich surovin
aj pri vysSej koncentricii, prip. aj niZSej Cistoty na kyselinu
mliecnu, vybrali sme ako hlavné miesta odberu vychodiskového
biologického materidlu s potencidlnym obsahom baktérif
spl'iajicich zvoleny ciel také miesta v technologicke;j linke vyro-
by repnc¢ho cukru, kde sa nachddzaju zohriate koncentrované
roztoky sachardzy a stcasne byvaju problémy s bakteridlnymi
kontamindciami. To ddvalo predpoklad ziskania producenta
kyseliny mlie¢nej odolného voéi vy$S$im teplotdm a koncentra-
cidm sachardzy. Takto bolo ziskanych tridsat’izoldtov, z ktorych
bol na zdklade ich §tadia vybrany uZs{ stbor jedenastich kultdr
ukazujicich sa ako perspektivne pre zadany ciel’. V priebchu prac
s nimi ndm viak dve z nich (pracovné oznacenie 19a 29 vyhynuli.
V dalSom si preto uvidzané len vysledky zvySnych deviatich
izoldtov. Jednotlivé pracovné techniky vychddzali z poznatkov
obsiahnutych v poslednom vydani Bergeyovho manudlu [10]
a materidlov zo sympédzia o mliecnych baktéridch konanom
v Holandsku [11].

4.1 Ziskanie ¢istych kultir

Pri spracovani vzorick sme pouZivali dve zdkladné média, SL
a MRS. Prvé, literatiirou doporucované ako selektivne [12] sme
pouZivali pri viac kontaminovanych a réznorodych vzorkich, na
MRS pdde sme spracovivali vzorky s homogénnejSim mikro-
biologickym obrazom. Vi&§inu vzorieck sme vzhl'adom na
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pritomnost’kokov najprv ockovali na tuhd SL pddu a odpichnuté
narastené koldnie d’alej postupne kultivovali na rovnakom médiu
v skiimavke a Erlenmeyerovej banke. PretoZe sa pri dalsej kulti-
vicii na tekutej MRS pdde objavovali kontaminanty vo forme
pohyblivych ty€iniek, ich rast sme potlacili pridavkom ampi-
cilinu. Po tejto kultivdcii sme uZ dostdvali ¢isté kultiry nepo-
hyblivychtycinick. VSetky izoldty sa vyznacovali dobrym rastom
v kaZdom stupni pomnoZenia, nicktoré kmene, napr. ¢. 11 a 17
mali vyraznejSi sklon k scdimentdcii. Obc¢asné kontamindcie
kultir sme riesili odpichdvanim koldnii z roztcru konta-
minovaného kmefia na Petriho miske s Rogosovym médiom.
V pripade nedspechu sme pouZivali ind konzervu. Vyskyt konta-
mindcii sa ndim podarilo obmedzit” najmi po zavedeni trojnd-
sobngj sterilizacie bani¢ick s CaCO3 s 24 h prestivkami. Typicky
mikrobiologicky obraz jednej z naSich kultdr je na obr. 1.

Obr.1 Mikroskapicky obraz izoldtu & 17 mliéénych baktérii po
statickej kultivdcii (24 h, 50 °C ) na MRS pode

s pridavkom 2% CaCQ3 (zvicsenie 4 000x)
4.2 Konzervicia izolitov
Pri zavedeni metdd pre dchovu kultdr mlieCnych baktérii sme
vychddzali z poZiadavky ich technickej dostupnosti, materidlovej

nendroénosti a relativne jednoduchej zvlddnutel’nosti pri sicasnc;j
aplikovatel'nosti na kritkodobid aj dlhodobi tchovu. Tymto

Tab.1. Zdkladné charakteristiky izoldtov mliécnych baktérii

zamerom vyhovela metdda uhlicitanoveja glycerinovej konzervy
a lyofilizdcie. Uhli¢itanovd konzerva sa ndm osvedCila pre
kritkodobii ichovu (2-3 mesiace) najmé pre svoju jednoduchost’
a spolahlivost’ Pre dlhodobejSiu tichovu (6-12 mesiacov) plne
vyhovela tzv. glycerinovd konzerva [9,11,12].

Lyofilizaciu sme pouZivali u obmedzeného poctu kultdr pre
dlhodobé¢ spolahlivé uchovavanie (podla literatiiry méZe takdto
konzerva mat'Zivotnost’aZ 10 rokov). Z nasich praktickych skuse-
nosli moZno uviest, Ze uhlic¢itanovd konzerva bez problémov
vydrZala do 3 mesiacov, priom jej charakler ju temer idedlne
predurcoval pre priame pouZitie v laboratdriu. Zivotnost’ glyce-
rinovych konzerv neprekrocila 10 mesiacov; pouZivali sme ich
ako zdloZné. Pre kritkost ¢asu sa ndm zatial’ nepodarilo stanovit’
Zivotnost’ naSich lyofilizdtov, ukizalo sa vSak, Ze nami zvoleny
postup revitalizicie znaSaji vel'mi dobre a si v krdtkom case
pripravené na pouZitie. AZ buddcnost’ viak ukdZe, & bude tito
vlastnoststabilnd.

Vseobeene moZno konStatovat, Ze poznatky o vhodnosti
glycerolu ako kryoprotektivneho ¢inidla [13,14], resp. o vplyve
kombindcie kryoprotektivncho ¢inidla arehydrataéného média na
revitalizdciu bunick [11,15,16,17] sa v naSich podmienkach
potvrdili. Podl’a literatiry [18] by sice bolo vhodnejsie pouZivat’
pre revitaliziciu odstredené mlicko, nim sa viak aj po sterilizacii
tohto média v fiom Casto vyskytovali kokovité kontamindcie,
preto sme ddvali prednost’ MRS pdde, t.j. médiu s niZ§im
percentom revitalizdcie, zato viak s vicSou istotou zachovania
sterility, resp. zabrinenia kontaminicie.

4.3 Predbeznd charakteristika izoldtov

V rdmci tychto sérii testov sme z povodnych 30 izoldtov
vyclenili tie monokultiry, ktoré mali najvyraznejSiu tvorbu kyse-
Iin, pricom nebolo moZné vyl aéit, Ze patria do skupiny mlieénych
baktérii. S tymto cicl'om sme vSetky izoldty postupne testovali na
ich schopnosl’ farbit’sa na tuhej platni anilinovou modrou, zrazal
mlicko, tvorit'éire zony na agarovej platni s CaCO3 a okysel'ovat’
tckuté MRS médium ako désledok tvorby kyselin.

“PouZitim platni zalarbenych anilinovou modrou ako kulti-
vaénym médiom pre rast testovanych baktérii overovali sme
cmpiricky zistend vlastnost’ mlieCnych baktérii adsorbovat’ toto
farbivoa vytvirat’ modrasté koldnie pri raste na tomto médiu. Rast
kultirsme stimulovali umiestnenim misick do anaerostatu, preto-
Zc na rozdiel od plastovych obalov lepsic zabezpe€oval nielen

Izoldcia Predbezné testy
Cislo Mikrobiologicky zriZanic farbenie polomer celkovi kyslost’ G* Kataliza Tolerancia | Poznimka
izoldtu obraz povodnej vzorky mlicka anilinovou | zdényrozp. | NaOll(ml 0,1 moll™ k NaCl
modrou CaCO;y na Sml vzorky) (% hmot.)
(h) (mm) NaCl
9 pohyb. a nepohyb. tycinky 48 + 1,1 31 + = 25
11 zmes tycinick a kokov 38 + 1,5 35 5 * %5 slaby rast
16 zmes r6z. dlhych ty¢iniek
pohyb. aj nepohyblivych 46 + 24 5,7 + PS 2;5
17 ty€inky s primesou kokov 38 + 2,5 6,0 + ® 2
20 zmes pohyb. a nepohyb.
tydinick 48 + 28 6,3 + = 25
271 ty¢. s ojedin. primes. kokov 36 + 4,0 7,0 4 & 2;5 slaby rast
2 ty&., ojedin. prit. koky 36 + 1,0 34 + P 2:57 slaby rast
31 zmes nepohyb. ty¢inick
a kokov 46 = 0,7 1,9 + * 25
32 zmes pohyb. a nepohyb.
ty€iniek 46 = 0,9 23 + x %5
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anacrobidzu, aleaj dostatoéni vihkost’ prostredia, nevyhnutni pre
zamedzenie vysuSovania agaru pri teplotich okolo 50 °C. V pozi-
tivnych pripadoch bolo sfarbenie koldn zretel'né po 3 aZ 4 diioch.

Charakteristickou vlastnostou mlieénych baktérii je aj zriZa-
nic mlicka do 48 hodin. Negativny vysledok tohto testu by
naznadil, Ze kultira by nemusela patrit’ do skupiny mlie¢nych
baktérif a teda jej acidifikacné vlastnosti nemusia byt'zapri¢inené
tvorbou kyseliny mliecnej. Schopnost’zrazit' mlicko bola usiiboru
kultir velmi rozdielna. Tym, ktoré mlicko zrazili, to trvalo
najcastejSie menej ako 48 h.

V dalSom teste sme hladali kultiry, ktoré na zdklade
predoSlych testov mohli byt zo skupiny mlie¢nych baktérii
a vyznacovali sa najlepSou tvorbou kyselin. Tito ich viastnol'sme
posudzovali dvomi metédami: podl'a velkosti ¢irych zén okolo
kol6nii vyrastenych na tuhej platni s CaCO3 a podla spotreby
ncutralizaného Cinidla potrebného na neutraliziciu kultivacného
média. Prvd bola vhodnejsia pre rutinnd analyzu vel’kého poctu
kultdr s niZSou presnostou (najmd vzhladom na problémy
s rastom mlieénych baktérii na tuhom médiu), druhd bola
pracnejSia a preto vhodnd len pre mendi pocet kullir, aviak
presnejsia. Vysledky tohto testu patrili medzi najdélcZitejSic pre
dialSiezuZovaniesiboru izoldtov. UmoZnili z30izoldtov vy&lenit’
deviit's najvySSou tvorbou kyselin, pricom na ziklade predoSlych
testov sme mohli predpokladaf, Ze méZe ist’ najmi o kyselinu
mlie¢nu. Konkrétne vysledky tychto monokultir si zachytené
v tabulke 1. Ukidzalo sa, Ze medzi kultdrami boli znacéné rozdiely
od takmer nebadatel’nej tvorby kyselin aZ po zreteI'nd. Naprick
problémom s rastom baktérii na tuhom médiu dosiahli sme
pomerne dobrd zhodu vysledkov u oboch metdd. Nicktoré
nezrovnalosti sme okrem spomenutého problému s rastom na
tuhom médiu pripisali nerovnomernej vrstve CaCQO3 v agare.
Zhodnotenim celého siboru sme dospeli k ndzoru, Ze obe metdédy
maju dostato&ni vypovednostaj prijatel'nd spolahlivost’pre dany
iel. Devit najlepsich kultir z tejto predbeZnej charakterizdcie
sme podrobili vzapiti hibSiemu Stddiu.

4.4 Charakterizicia a identifikicia

U z(Zenej skupiny deviatich izoldtov sme pristipili k zisto-
vaniu SirSicho spektra ich vlastnosti s cicl'om potvrdit], resp.
vyld&it ich prisluSnost’ k mlieGnym baktériim a bliZSie konkre-
tizovat ich vlastnosti.

Najprv sme zistili typ bunkovej steny farbenim podla Grama
[7]. VEetkych 9 kultir bolo jednoznacne grampozitivnych.

Rastom testovanych kultiir na tuhom MPA sme sa pokusili
indukovat tvorbu spor. Vzhl'adom na slaby rast na tomto médiu
nepodarilo sa ndm jednoznacne potvrdil’ ani vyvratit' tito

vlastnost, preto sme i nad‘alej poitali s tym, Ze izoldty méZu patrit

do rodu Lactobacillus alebo Bacillus.

V teste na tvorbu kataldzy boli vysledky vzhl'adom na ich
subjektivne posudzovanie nejednoznacné, kulliry sa javili ako kata-
lizovo pozitivne, So by naznadovalo ich prisluSnost’k rodu Bacillus.

Pri zistovani schopnosti izoldtov toleroval’v médiu NaCl sa
ukazalo, Ze rasti pri koncentriciach 2 a 5 % hm., ojedincle (¢.22)
sa slaby rast prejavoval aj pri 7 % hm. NaCl (tabulka 1).

Pre bliZSiu charakteristiku izoldtov po biochemickej (meta-
bolickej) stranke sme urobili kvasné skisky s nickolkymi cukra-
mi, ktoré mali poskytnit’ zikladné informécie (tabulka 2).
Vzhl'adom na ndro&nost’tejto priice najmi vo vztahu k taxonémii
zévery z tejto oblasti sme prenechali etablovanému pracovisku
oficidlnej zbierky v Brne. Nim vysledky posliZili pre zmapo-
vanic zakladnych metabolickych vlastnosti kultdr, prcloic vzhla-
dom na nejednoznacnost’ testu na tvorbu spér i uzky stibor
lcstovanych cukrov nebolo z tychto vysledkov moZné robit'taxo-
nomické zdvery. Tie sme ziskali z Ceskoslovenskej zbierky
mikroorganizmov v Brne, kde izoldty ¢. 11,17,21, 22 a 32 identi-
" fikovali ako Bacillus coagulans, izolity €. 9,16,20 a 31 ako
Bacillus species.

Modelové fermentaéné experimenty ukdzali, Ze vicSina
ziskanych kultir homofermentativne konvertuje sacharézu na
kysclinu mlicénu s vytaZkom vicSim ako 80 % pri prijateI'nych
kinetickych parametroch procesu.

Tab.2. Skvasovanie vybranych cukrovizoldtmi mliecnych baktérii
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i 3 sSl2 s |2 |3 s S |S |28 |5
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17|+ | - + |+ |+ |+ |+ ]|+ ]|+ ]- + |-
20 | - + | + + + - + |+ |+ - - + -
21 | + - + + + + i % - + - + -
2|+ |- + |+ |+ |+ |+ |+ |- + |- + |-
31| = - + + + - + + - + - + x
32|+ + + | + + . + + 1 & + x| + +

Producent kyseliny mlicénej z rodu Bacillus md okrem
niektorych svojich nevyhod (napr. sporogénnost) aj vyhody,
medzi ktoré patri jeho teplotné produkéné optimum, z kinetick¢ho
aj kvantitativncho hl'adiska dobrd konverzia substritu a ako
vyplyva aj z aktudlnej patentovej literatiry aj jeho men3ie néroky
na Ziviny. Tieto vlastnosti ho priamo predurCuji na praktické
vyuZitie, preto s nim poditame pre oblast” vyroby kyseliny
mlicénej zo znedistenych substritov s uréenim produktu na
technické dcely. AvSak vzhl'adom k tomu, Ze technoldgiu vyroby
kyseliny mlieénej chceme vyvinit'aj pre jej uplatnenie v potra-
vindrstve a farmdcii a siasne do nej zahrnit' aj moZnost' rovnako
lukrativneho zhodnolenia biomasy, prebicha v sicasnosti na
naSom pracovisku skrining zamerany na ziskanie producenta
z rodu Lactobacillus, kiory by splnil aj ticto komplexnejSie ndro-
ky, ktoré sme si vytycili.

V nasledujiicich pracach budid prezentované niclen dalSic
mikrobiologické, biochemické a najmi fermentacné charakte-
ristiky, optimalizicia zloZenia pody a pracovnych podmicnok,
scale-up aizoldcia produktu v pripade pouZitia Bacillus coagu-
lans, ale i skrining a vlastnosti producenta z rodu Lacto-
bacillus.

5.ZAVER

Bolo vybranych 9 kmefiov, ktoré si dobre uchovivatel'né
v kritkodobych i dlhodobych konzervich s ndslednou I'ahkou
oZivitel'nostou. Ich koldnie sa farbili na tuhej platni anilinovou
modrou, relativne rychlo zriZali mlicko a najvyrazncjéie
okysel'ovali fermentaéné médium, resp. tvorili najvacmc zony
na agare s CaCQOj3. V3etky boli chnoznacne G*, tvorba spor
viak u nich bola v nasich podmienkach spornd (vel'mi dlhy rast
na prislusnej platni). Izoldty boli kataldzovo pozitivne s tole-
ranciou k NaCl do 5 % hm., skvasovali charakteristickd $kdlu
cukrov. Identifikdciou v brnenskej zbierke mikroorganizmov
sa ukdzalo, Ze ide o sporogénny rod Bacillus, konkrétne druhy
coagulans a species. Testy najlepSich z nich robené formou
modelovej laboratdrnej fermentdcie ukdzali konverziu sacha-
rézy na kyselinu mlie¢nu nad 80 % pri jej homo-
fermentativnom priebehu a priemernej produklivite 1,5 g
kyscliny mliecnej za hodinu v 11.
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HERIBAN,V. - STURDIKOVA,N. - STURDIK,E.: Fermentaini
produkdia kyseliny mliecnej. 1. Izolicia termofiln¢ho producenta,
Kvas. prim., 8, 1992, & 8. 231 - 235

Pre i&ely vyvoja technoldgic bakteridlnej mliecnej fermenticic bol
urobeny skrining s cielom ziskat' termofilného producenta rasticeho na
sachardze s dostatoénou konverziou substritu na kyselinu mlic¢nu a prija-
telnymi kinetickymi charakieristikami procesu. Zo vzorick odobranych
z cukrovarnickej vyroby bolo klasickymi mikrobiologickymi technikami
ziskanych tridsat’ monokultir, u ktorych boli stanovené zikladné mikro-
biologické a biochemické vlastnosti vratane produkénych schopnosti na
sacharézovom médiu. Kmene s najlepSimi vlastnosfami boli identi-
fikované ako Bacillus coagulans. Sic¢asne boli rozpracované techniky
spol'ahlivého kritkodobého a dlhodobého uchovivania tychto kmedov.

Tepu6an, B. - Illrypauxosa, H. - Illrypauk, E.:
MepMEHTATUBHOE MOAYYEHHE MOAOYHOH KHCAOTHIL
II. Hioauponanue TepmodpHAbHOro npoayyenra. Ksac.
npym. 38, 1992, N° 8, cTp.231 - 235

B yeaax pa3paboTku TeXHOAOTHM GakTepuarbHO% MOAOUHOH
¢epmenTayun GbIA NpOBEEH CKPUHMHT C LEABIO MOAYHHTE
TepMOdHUABHBIA MPOAYYEHT, BhIpAaljHBaeMbli Ha caxapose
€ AOCTAaTOYHHMM npeBpaijeHueM cybcTpara B KMCAOTY
M C NIPUEMAEMBEIMU KMHETHYECKMMH XapakTPHCTUKAMH NpoLecca.

M3 npob, oTobpaHHbIX U3 CAXapHOrO MPOU3BOACTBA KAACCHHYECKHMH
MHKpoBHoAOTHYeCckUMM criocobamu BBIAO TMOAYHEHO TpHAYaTh
MOHOKYABTYP, 4A% KOTOpHIX BEIAM Onpe JeAeHs MukpobuoAoruyeckme
1 BHOXMMUYE CKHE CBOMCTBA, BRAIOMAA CIOCOGHOCTS K MPOU3BOACTBY Ha
caxapostoit cpeae. llltammm ¢ Ayuwmumu cBoficTBamu Gbiam
naenrucuymposans kax Bayaryc xoaryaaric. OaHoBpemenHo Ge1an
pa3paboratbl Crocobkl HaJEXHOTO KPAaTKO- M AOArOBPEMEeHHOro
XPAHEHHA 3THX LUTAMMOB.

HERIBAN,V. - STURDIKOVA,N. - STURDIK, E.: Fermentation
Production of Lactic Acid. 11, Isolation of Thermophilic Strain. Kvas.
priam. 38, 1992, No. 8, pp 231 - 235

Using classical microbial techniques thirty monocultures were isola-
ted from samples taken from the sugar production. This screening was
made with the aim to obtain the thermophilic microorganisms growing
onsaccharose and being able to convert sugar to lactic acid. All the strains
were tested from the standpoint of basic microbiological and biochemical
properties. The strains with the best properties were identified as Bacillus
coagulans. In addition, the preservation techniques for these strains were

developed.

IIERIBAN,V. - STURDIKOVA,N. - STURDI{K,E.: - Fermentative
Milchsiiureproduktion, 1L Isolation des thermophilen Produzenten.
Kvas. prum., 38, 1992, Nr. 8, S. 231 - 235

Fiir die Zwecke der Entwicklung einer Milchfermentations-Techno-
logie wurde das Screcning mit dem Zicl der Gewinnung des thermophilen
Produzenten, der des Wachstums auf Saccharose mit einer geniigenden
Konversion des Substrats aul Milchsiure fihig und durch entsprechende
kinetische Prozesscharakieristiken gekennzeichnet ist, durchgefiihrt. Aus
den in der Zuckerproduktion genommennen Proben wurden mittels
klassischer Methoden dreissig Monokulturen erzielt, bei denen die
grundsizlichen mikrobiologischen und biochemischen Eigenschaften
einschliesslich der Produktionsfihigkeit auf dem Saccharose-Medium
bestimmt wurden. Die Stimme mit den besten Eigenschaften wurden als
Bacillus coagulans identifiziert. Gleichzeitig wurden auch die Techniken
der verlisslichen kurz- und langfristigen Aufbewahrung dieser Stimme
ausgearbeitel.
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