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Produkcja kwasu mlekowego przez unieruchomione komérki bakteryjne

ITpou3BOACTBO MOJIOYHOM KHCIIOThI (PHKCHPOBAHHBIMHU KJIETKaMH DakTepuii

The Production of Lactic Acid by Immobilized Bacterium Cells

W ostatnim dwudziestoleciu poczyniono ogromne postgpy w badaniach
nad enzymami unieruchomionymi, jednak przemyslowa realizacja tych osiag-
nig¢ stwarza wiele problemow natury ekonomicznej. Najwigksza trudnoscia
jest wysoki koszt wydzielania wysokoaktywnych enzymow, ich oczyszczania
1 separacji oraz stosowania do unieruchamiania drogich matryc i nosni-
kow.

Zachecajaca alternatywa jest unieruchamianie calych komorek drobno-
ustrojow, co daje w efekcie duze korzysci (1, 7). Enzymy zawarte w komorkach
nie wymagaja izolowania i oczyszczania oraz zachowuja znacznie dluzej swoja
aktywnos$¢. Enzymy in vivo cechuje wysoka zdolnos$¢ do zachowania struktural-
nej integralnosci, sa one takze odporniejsze na denaturacyjne czynniki $rodo-
wiskowe. Ponadto kompleksy enzymatyczne zawarte w komorkach pozwalaja
na prowadzenie proceséw ciaglych. W poréwnaniu z tradycyjnymi metodami
fermentacji ciaglej zaleta stosowania unieruchomionych komorek jest: wyzsza
wydajno$¢ produktu, mozliwosci prowadzenia procesu przy wysokich wartos-
ciach rozcienczenia, wyzsza szybkos$¢ i produkcyjnoséc, wynikajaca z wysokiej
gestosci unieruchomionych drobnoustrojow. Strona ujemna takiego procesu jest
jego dodatkowy koszt zwiazany z unieruchomianiem oraz ograniczenie aktyw-
nosci komorek przez procesy dyfuzyjne (2).

W niniejszej pracy przebadano mozliwosci produkeyji kwasu mlekowego

- Przez unieruchomione w zelu poliakrylamidowym bakteryjne komorki Lacto-
- bacillus bulgaricus.
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MATERIAL I METODY

Szczepy: Lactobacillus bulgaricus otrzymano z Akademii Rolniczo-Technicznej w Olsztynie
oznaczone symbolami 151 oraz 7046. Szczepy te przechowywano na mleku oraz w stanie zlio-

filizowanym.

Przygotowanie komoérek do unieruchamiania. Hodowle prowadzono na odbialczonej serwatce,
wzbogaconej dodatkami: 0,5% bulionu, 0,2 ekstraktu drozdzowego i 0,2 KH,PO, w temperaturze
44°C, utrzymywano stale pH 5,8 przez dodanie amoniaku. Po trzech dniach hodowl¢ przerywano
schiadzajac do temperatury 5°C i pozostawiano na 24 godz. w celu dekantacji namnozonych
komérek. Komérki bakteryjne odwirowywano, przemywano sterylng woda i w roztworze fizjolo-
gicznym soli przechowywano w temperaturze 5°C.

Unieruchamianie komoérek. Unieruchamianie komérek prowadzono w nastgpujacy sposob:
do 15 cm? sterylnego akrylamidu o stezeniu 25% dodawano 15 cm? buforu fosforanowego pH = 6,5
i 20 cm?® zawiesiny komorek. Roztwory te przenoszono do sterylnych strzykawek o poj. 25 cm’
po czym polimeryzacje inicjowano dodaniem 1 cm® roztworu Na,S,04. Po okresie 20-25 min.
zsieciowany zel rozdrabniano przeciskajac przez otwor strzykawki do sterylnych roztworow
pozywek lub wody.

Badanie fermentacyjnej aktywnosci unieruchomionych komorek.

1. Okresowa fermentacja.

Unieruchomione komorki (20 cm?®) umieszezano w 100 cm?® pozywki, kt6ra stanowita wzbogacona
serwatka i proces fermentacji prowadzono w temp. 44°C wymieniajac pozywke co 24 godz

2. Ciagta fermentacja.

W fermentorach o poj. 1000 cm® wyposazonych w ukfad do regulacji pH umieszczano 20 em’
unieruchomionych komérek i 80 cm® pozywki, ktérej przeplyw stosowano w zakresie 29 cm?/h.
Kwasowo$¢ utrzymywano na statym poziomie pH 5,8 przy pomocy 12% roztworu amoniaku-

Oznaczanie ilosci komérek. Liczbe komérek bakteryjnych w roztworach okreslano poprzez ich
liczenie w komorze Fuchsa-Rosenthala (6). Komérki zawarte w zelu okreslano na podstawie
zawartos$ci biatka stosujac zmodyfikowana przez Lee Huang (4) metod¢ Lowry (3).

Oznaczanie sktadnikoéw pozywek. Laktoze oznaczano metoda z kwasem dwunitrosalicylowym
(DNS) (5). Kwas mlekowy powstaly w fermenacji poprzez miareczkowanie 0,1 n NaOH.

Wszystkie pozywki stosowane byly uprzednio sterylizowane 0,5 atm. przez 20 min., a procesy
fermentacyjne prowadzono z zachowaniem warunkéw sterylnosci.

WYNIKI BADAN

Tloé¢ komérek zawartych w zelu wzrastata w czasie pierwszych trzech dni
hodowli ponad trzykrotnie osiagajac nastepnie stan réwnowagi pomi¢dZy
komorkami zawartymi w zelu i w roztworze. [lo§¢ komorek zawartych w roz-
tworze rosta w poczatkowej fazie prowadzenia fermentacji do 4 x 107 i bylff
wartofcia prawie stokrotnie nizsza niz koncentracja komérek w zelu. Zalezno$ct
pomiedzy iloscia komorek i ich aktywnoscia fermentacyjna przedstawia ryc. 1.

Ilosci produkowanego kwasu mlekowego w zaleznoéci od szybkosci prze
plywu pozywki oraz jej rodzaju przedstawia ryc. 2. Najwyzsze stezenia kwast
mlekowego uzyskiwano przy bardzo niskich szybkosciach przeptywu wynoszd-
cych 2 cm3/h uzyskujac 35 g kwasu z 1 dem? serwatki wzbogaconej 0,3% buliont-

Zastosowany w przedstawionych do$wiadczeniach Zzel poliakrylamidowy do
unieruchamiania komoérek Lactobacillus bulgarius byt doé¢ dobrym noénikiem-
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Ryc. 1. Zmiany iloéci komorek zawartych w Zelu w zaleznosci od ich poczatkowej ilosci oraz rodzaju

pozywki; A — ilo$¢ komorek w zelu przy stosowaniu serwatki wzbogaconej 0,3% bulionu, B — ilo$¢

komorek w zelu przy stosowaniu serwatki odbialczonej; poczatkowa iloéé¢ komorek 3,2 x 10°/cm?

Changes in the number of cells contained in the gel depending on their initial number and the medium

type; A— number of cells in the gel when whey enriched with 0,3% broth is used, B— number of cells
in the gel when whey devoid of albumin is used; the initial number of cells 3,2 x 10°/cm?
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Ryc. 2. Zmiany zawartosci kwasu mlekowego i laktozy w zaleznosci od wielkosci przeplywu oraz
rodzaju pozywki (pH = 5,8)

----- zmiany laktozy dla serwatki odbialczonej,

~.—.—.— zmiany kwasu mlekowego dla serwatki odbialczone;j,

~ —— — zmiany laktozy dla serwatki wzbogaconej 0,3% bulionu,

zmiany kwasu mlekowego dla serwatki wzbogaconej 0,3% bulionu.

Changes in the content of lactic acid and lactose depending on the value of the flow and the medium

type (pH = 5,8)

----- changes in lactose for whey devoid of albumin,

~.—.—.— changes in lactic acid for whey devoid of albumin,

~ — — — changes in lactose for whey enriched with 0,3% broth,

changes in lactic acid for whey enriched with 0,3% broth.
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Komorki osadzone w jego strukturze miaty mozliwo$¢ rozmnazania si¢ i wzrostu
ziloéci 3 x 10° w poczatkowej fazie do 12 x 10° po czterech dniach hodowli na
podiozu serwatkowym, wzbogaconym 0,3% bulionem. Z przedstawionych na ryc.
1 wykresow wida¢, ze czynnikiem ograniczajacym wzrost komorek nie jest
struktura zelu, lecz rodzaj pozywki. Stosujac podtoze tylko serwatkowe otrzymy-
wano znacznie nizsze przyrosty w ilosci komérek. Zel wykazywal jednak niska
trwalos¢ mechaniczna i wizualnie obserwowano zmiany stopnia rozdrobnienia po
ok. 3 tygodniach prowadzenia fermentacji w niekontrolowanych warunkach pH.
W procesie fermentacji mlekowej przy temperaturze 45°C i zastosowaniu kont-
rolowanego pH = 5,8 trwalos¢ byla znacznie wyzsza i po 20 dniach pro-
wadzenia procesu nie obserwowano istotnych réznic w stopniu rozdrobnienia zelu.

DYSKUSJA

Aktywnos¢ fermentacyjna unieruchomionych komorek L. bulgaricus wy-
nosita 54-58% aktywnosci wolnych komorek. Ograniczenia aktywnosci jest
charakterystyczna cecha dla unieruchomionych zaré6wno enzymow, jak i catych
komorek, a powodowane jest generalnie ograniczeniem dyfuzyjnym substratow
i produktow reakcji w warstwie zelu otaczajacym komorki. Chibata unierucha-
miajac Brevibacterium flavum otrzymal zachowanie aktywnosci 73% dla zelu
poliakrylamidowego i 49% dla kappakaragenianow (1).

Unieruchamiajac komorki Breviacterium flavum do produkcji kwasu mleko-
wego, obserwowal znacznie dtuzsza trwalo$é¢ zelu, nawet do 53 dni, jednak
proces ten prowadzony byt w temperaturze 37°C. Ograniczenie aktywnosci
fermentacyjnej komorek w procesie fermentacji mlekowej prowadzonej przez
unieruchomione komoérki wynika glownie z obecnosci w warstwie zelu niezobo-
jetnionego kwasu mlekowego, ktory podwyzsza kwasowo$é w obrebie komorek
zawartych w zelu. Wydajnos¢ fermentacji mlekowej jest w duzym stopniu
zalezna od kwasowosci, w jakiej jest prowadzona, podwyzszenie kwasowosci
z pH = 6 do pH =4 powoduje prawie 5-krotny spadek szybkosci reakcji-
Wplyw kwasowosci roztworu na aktywno$¢ komorek byt widoczny szczegolnie
w procesach prowadzonych bez kontroli i stabilizacji pH. Uzyskiwano w tych
procesach bardzo niskie wyniki — ok. 7 g/cm® kwasu mlekowego, co odpowiada
tylko 17% wykorzystaniu laktozy. Stosujac natomiast taka sama ilo$¢ unie-
ruchomionych komoérek, lecz prowadzac proces w pH = 5,8 uzyskiwano ok.
35 g/cm?® kwasu mlekowego i ok. 85% wykorzystanie laktozy.

WNIOSKI

1. Aktywno$é fermentacyjna unieruchomionych komorek Lactobacillus
bulgaricus wynosita ok. 60% aktywnosci wolnych komorek, jej ograniczeni€
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wynika glownie z proceséw wymiany masy pomiedzy nierozpuszczalnym zelem,
a otaczajacym go roztworem.

2. Bezposredni wpltyw na wykorzystanie laktozy w procesie ciaglej fermen-
tacji z zastosowaniem unieruchomionych komorek ma kwasowos$¢ srodowiska.
Wysoka konwersj¢ laktozy do kwasu mlekowego mozna uzyskac jedynie
prowadzac proces fermentacji w warunkach kontrolowanego pH.

3. Zastosowanie zelu poliakrylamidowego do unieruchamiania komorek
bakteryjnych jest prosta procedura umozliwiajaca otrzymywanie aktywnych
i trwalych preparatow z unieruchomionymi komorkami.
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PE3IOME

Knerkn Gakrepumit Lactobacillus bulgaricus pa3smHoxamucs Ha ocsoboxaeHHON oT Oeska
CBHIBOPOTKE, 3aTeM IEHTPH(YIHPOBAJIHCh, NMPOMBIBAINCh M (PHKCHPOBAIMCH HA NOJHAKPHIA-
MuI0BOM xkeste. C HMCTONb30BaHHEM (PUKCHPOBAHHBIX KJIETOK MNPOBOAMWIOCH INEPHOANYECKH
(24 4aca) 1 nocTosiHHO (10 20 CyTOK) MOJIOYHOKHCIIOE BPOXEHHE B CHIBOPOTKE. MakcHMasbHas
KOHIICHTPAIMA MOJIOYHOM KHCIOTHI ObUla JOCTHTHYTa NPH OYeHb HM3KHX CKOPOCTSIX TEYCHHS
(2 em3/1ac); npu aTOM 6BLIO TONTYHEHO 35 T KHCHOTHI M3 1 M® CHIBOPOTKH, C HCHIOMb30BAHHEM
JIaKTO3bI 0K0JI0 85%. BpoaunbHas akTHBHOCTh QHKCHPOBAHHBIX KaeTOK L. bulgaricus cocraBiia
54-58% axkTHBHOCTH CBOOGOMHBIX KJIETOK.

SUMMARY

The cells of Lactobacillus bulgaricus were multiplied on whey devoid of albumin, then centri-
fuged, washed, and immobilized on polyacrylamid gel. Using these immobilized cells, lactic fer-
mentation was carried out in whey using the periodical (24 hrs) and permanent (up to 20 days)
systems. The highest concentration of lactic acid was obtained with very low speeds of the flow,
2 cm®/hr, obtaining 35 g of the acid from 1 dem® of whey, with approximately 85% utilization of
lactose. The fermentative activity of the immobilized cells of L. bulgaricus was 54 —58% of the activity
of free cells. :
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