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Production of L-lactic acid from whey by selected Lactobacillus strains

Summary

From among of six strains of Lactobacillus able for production of lactic acid
in whey medium, the strain of Lactobacillus delbrueckii sp. bulgaricus s/1 was cho-
sen for further experiments as most suitable one. The effect of inoculum con-
centration and the composition of the medium on the production of lactic acid
were studied. It was found that for the inoculation of the medium, 10% (v/v) of
the inoculum of propagation lasting 18 h, in the medium MRS containing lac-
tose, should be applied. The amount of lactic acid obtained varied from 3,1 to
7,1 g/100 ml medium, depending on the composition of the medium. Produced
L(-F) lactic acid constituted over 95% ofthe sum of D and L isomers. When whey
was supplemented with yeast autolisate, lactic acid production and yield pro-
cess increased. The maximum vyield of lactic acid production (97,3%) was ob-
tained when L. delbrueckii sp. bulgaricus s/l was cultured for 44 h in the tempera-
ture of 43°C in medium containing whey enriched with 5% of yeast autolisate
and 6% of CaCos.
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1. Wprowadzenie

Kwas mlekowy i jego pochodne sg powszechnie stosowane
w réznych gateziach przemystu m.in. w przemysle spozywczym,
garbiarstwie, rolnictwie, farmacji, kosmetyce, czy ostatnio w prze-
mysle chemicznym do produkcji biodegradowalnych tworzyw
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sztucznych i ekologicznych rozpuszczalnikéw do farb. W wigekszosci stosowanych
dotychczas technologii wytworzony w procesie biosyntezy kwas mlekowy wystepu-
je w postaci racematu (DL) lub w izomerycznej formie D(-) (1-3). Gtdwnym odbiorcg
fermentacyjnego kwasu mlekowego jest przemyst spozywczy, ktéry zainteresowany
jest przede wszystkim jego prawoskretnym izomerem L(-I-). Preferencja ta wynika
stad, ze izomer ten, w odréznieniu od formy izomerycznej D(-), jest znacznie szyb-
ciej wchtaniany z przewodu pokarmowego tudzi i zwierzat i w petni metabolizowany.

W ostatnich latach prace badawcze nad biosyntezg kwasu mlekowego do celéw
przemystowych dotyczg zaréwno poszukiwania szczepéw zdolnych do wytwarzania
gtéwnie izomerycznej formy L(--) kwasu mlekowego (4,5), jak i wykorzystania
w procesie fermentacji jako zrodla wegla tanszych surowcéw weglowodanowych
niz dotychczas stosowane. Monteaqudo i in. (6) stosowali jako substrat do otrzymy-
wania kwasu mlekowego melase z burakéw cukrowych. Maksymalng wydajnos¢ pro-
cesu wynoszaca 87,8% otrzymali prowadzgc hodowle szczepu L. delbrueckii w tempe-
raturze 55°C w pozywce o poczatkowej zawartosci cukru 5,66% (pH 5,5) i przy za-
stosowaniu 5,14% inokulum. W otrzymanym w wymienionych warunkach kwasie
mlekowym izomer L(-l-) stanowit 90%. Na mozliwo$¢ wykorzystania melasy sojowej
wskazali Montelongo i in. (7). W hodowli szczepu L salivarius w pozywce o pH 5,6
z 2% melasa sojowa po 36 godzinach otrzymali 4,2 g kwasu mlekowego/l przy wydaj-
nosci procesu wynoszacej 85%. Dodatek 0,5% ekstraktu drozdzowego spowodowat
skrécenie czasu trwania procesu do 10 godzin przy jednoczesnym zwiekszeniu ilo-
Sci kwasu mlekowego do 5,5 g/t i wydajnosci 86%.

Richter i Traeger (8) jako surowiec do otrzymywania kwasu mlekowego stosowa-
li sorgo cukrowe. Do hodowli wgtebnej zastosowali sok cukrowy z sorgo otrzymany
metoda ekstrakcji, a pozostate mtdto wykorzystali w hodowlach w podtozu statym.
Podczas hodowli wgtebnej przy uzyciu L. paracasei stezenie kwasu L(-f) mlekowego
po 24 godzinach hodowli wynosito 88 g/t przy wydajnosci 91,7%. Podobna wydaj-
nos¢ (91-95%) otrzymali w hodowli w podtozu statym, jednak czas trwania procesu
wynosit od 120 do 200 godzin.

Yumoto i lkeda (9) badali mozliwos¢ otrzymywania kwasu L(-I-) mlekowego
z rozpuszczalnej skrobi. Najwiekszg ilos¢ kwasu mlekowego (53,4 g/l) uzyskali pro-
wadzac hodowle szczepu L. amylophilus w temperaturze 28°C w pozywce zawie-
rajacej 100 g/l skrobi.

Tanim surowcem stosowanym do produkcji kwasu mlekowego jest serwatka
(10-12). Severson i Barrett (13) opracowali sposob wytwarzania kwasu L(+) mleko-
wego w pozywce zawierajagcej permeat serwatkowy, serwatke, ekstrakt drozdzowy
i sole mineralne z wykorzystaniem szczepu Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
ATCC-55163. Po 68 godzinach hodowli w temperaturze 42°C uzyskali 50 g kwasu
L(--) mlekowego/l pozywki przy petnym zuzyciu taktozy serwatki. Kwas L(-T) mleko-
wy stanowit okoto 100% uzyskanego produktu. Arasaratnam i in. (10) badali prze-
bieg procesu fermentacji kwasu mlekowego przy uzyciu szczepu Lactobacillus delbrueckii
w pozywce z serwatkg wzbogacong glukozg i réznymi zrédiami azotu. Najwieksza
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ilos¢ kwasu mlekowego (40 g/l) uzyskali po 84 godz. hodowli w wymienionej pozyw-
ce z dodatkiem ekstraktu drozdzowego w ilosci 20 g/l. Ricon i in. (14) prowadzili ba-
dania dotyczace optymalizacji procesu wytwarzania kwasu mlekowego w pozywce
z serwatkg przy uzyciu szczepu L casei. Autorzy okreslili wplyw temperatury ho-
dowli, pH pozywki, iloSci materialu posiewowego oraz stezenia laktozy w pozywce
na biosynteze kwasu mlekowego. Najlepszg produktywno$¢ procesu (2,115 g/l x h)
otrzymali prowadzac hodowle w temperaturze 38°C, w pozywce o pH 5,4 zawie-
rajgcej 5,6” laktozy i dodajgc inokulum w ilosci 1,5%. Zayed i Winter (12) stosowali
filtrat stonej serwatki jako pozywke do wytwarzania kwasu mlekowego przez rézne
homofermentatywne bakterie fermentacji mlekowej. Sktad filtratu optymalizowali przez
dodatek ekstraktu drozdzowego i soli mineralnych. Najbardziej efektywnym produ-
centem kwasu mlekowego okazat sie szczep Lactobacillus sp., ktéry po 48 godz. ho-
dowli w temperaturze 30°C wytwarzat 12 g/l mleczanu.

Celem badan byt dobdr szczepu zdolnego do wytwarzania kwasu L(-+-) mlekowe-
go w pozywce z serwatkg oraz okreslenie podstawowych parametréw tego procesu
w skali laboratoryjnej. Zastosowanie serwatki do otrzymywania kwasu mlekowego
pozwoli na znaczne obnizenie kosztéw jego produkcji, jednoczesnie zostanie zago-
spodarowany ten ucigzliwy produkt odpadowy przemystu mleczarskiego.

2. Materialy i metody

2.1. Drobnoustroje

W badaniach stosowano sze$¢ szczepdw bakterii nalezacych do rodzaju Lactobacillus,
ktére pochodzity z Kolekcji Kultur Przemystowych Instytutu Biotechnologii Przemystu
Rolno-Spozywczego. Byly to: trzy gatunki Lactobacillus casei o symbolach KKP/371,
KKP/372 i KKP/373 i Lactobacillus plantarum o symbolu KKP/384, ktérych optymalna
temperatura wzrostu i biosyntezy kwasu mlekowego wynosita 30°C oraz Lactobacillus
delbrueckii lll.L.d./12 o symbolu KKP/56 i Lactobacillus delbrueckii sp. bulgaricus s/l o sym-
bolu KKP/2007/p, ktérych optymalna temperatura wzrostu i biosyntezy wynosita odpo-
wiednio 50°C i 43°C. Szczep L. delbrueckii sp. bulgaricus s/l (wczes$niejsza nazwa Lactobacillus
bulgaricus s/l) uzyskano w wyniku wewnatrzszczepowej selekcji szczepu rodzicielskie-
go L. bulgaricus o symbolu KKP/370 oraz adaptacji do wzrostu i biosyntezy kwasu mle-
kowego w temperaturze 43°C w pozywce z laktozg.

Czyste kultury szczepu L. delbrueckii przechowywano w pozywce brzeczkowej
firmy Merck za$ pozostale szczepy w pozywce octanowej (15) w temperaturze 4°C.
Przeszczep no je co dwa tygodnie i hodowano w temp. 30°C, 43°C lub 50°C (w za-
leznosci od "wmagan badanego szczepu) przez 24-48 godz.
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2.2. Pozywki

Do namnazania materialu posiewowego stosowano zmodyfikowang pozywke
MRS, w ktorej glukoze zastgpiono laktozg (16) oraz pozywke brzeczkowg firmy
Merck wzbogacong autolizatem drozdzowym.

Do biosyntezy kwasu mlekowego stosowano pozywki: ,PI1” i ,P2” zawierajgce
odpowiednio serwatke w proszku ,B” lub ,L” rozcienczong do zawartosci laktozy
10% (pH 6,0), ,P3” zawierajaca ptynng serwatke kwasowg o0 zawartosci laktozy 4%
(pH 6,0) oraz wymienione pozywki wzbogacone dodatkowo 5% autolizatu droz-
dzowego [odpowiednio pozywki ,Pla”, ,P2a” i ,P3a”, pH 6,0]. Do wszystkich pozy-
wek dodawano CaCos w ilosci 6%.

Do przygotowania wymienionych pozywek stosowano serwatke w proszku ,B”
firmy BIOLACTA-TEXEL Sp. z 0.0. w Olsztynie o zawartosci biatka 3,7% s.m. i laktozy
88%, serwatke w proszku ,L” firmy LAKTOPOL Sp. z 0.0. w Suwatkach o zawartosci
biatka 13,8% s.m. i laktozy 76% oraz ptynng serwatke kwasowag o zawartosci biatka
okoto 1% s.m. i laktozy 4%.

2.3. Przygotowanie materiatu posiewowego

W celu otrzymania materialu posiewowego zawiesine bakterii (w zaleznosci od
szczepu zawierajgca od 1,1 do 4,8 x 10" jtk/ml) uzyskang przez dodanie do pozywki
do namnazania 1% 24-godzinnej czystej kultury (1 stadium) przeszczepiano do 10-krotnie
wiekszej objetosci pozywki do namnazania (Il stadium). Hodowle inkubowano w zalez-
nosci od wariantu doswiadczenia przez 8-48 godzin w temperaturach: 30, 43 lub 50°C.

2.4. Biosynteza kwasu mlekowego

Hodowle prowadzono metodg stacjonarng w kolbach pfaskodennych o objetosci
500 ml zawierajgcych 300 ml podioza fermentacyjnego w temperaturach: 30, 43 lub 50°C
(w zaleznosci od wymagan badanego szczepu) przez 44-72 godzin. Materiat posiewowy
Il stadium dodawano, w zaleznoéci od wariantu doswiadczenia, w ilosci od 5 do 10%.

2.5. Metody analityczne i inne oznaczenia

- Kwas mlekowy ogdétem oznaczono metodg wersenianowa (17).

- Kwas mlekowy w formie L(+) i D(-) oznaczano metodg enzymatyczng (testy firmy
Boehringer Mannheim GmbH) zgodnie z instrukcjg podang przez producenta (18).

- Cukry proste oznaczono (w przeliczeniu na laktoze) metoda kolorymetryczna
z odczynnikiem DNS (19).
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- Biatko ogdélne oznaczano zgodnie z norma PN-A -79083-9 ,St6d brovarny .

- Suchg mase oznaczano metodg wagowag przy uzyciu wagosuszarki.

- Liczbe bakterii fermentacji mlekowej oznaczano metodg posiewow na statej
pozywce Szembera (17).

3. Wyniki i dyskusja

3.1. Dob6r szczepu

Ocene cech biotechnologicznych badanych szczepéw przeprowadzono na podstawie
ich zdolnodci do namnazania oraz wytwarzania lcwasu mlekowego w tym forrry L(-I-),
Poréwnujac zdolnos¢ do namnazania badanych bakterii stwierdzono, ze wiek-
sz0$¢ szczepodw osiggata najlepszy wzrost po 48 godz. hodowli zaréwno w zmodyfi-
kowanej pozywce MRS jak i brzeczkowej firmy Merck (rys. 1). Liczba zywych komoé-

Pozywka B 1 24h 48 h Szczepy

Pozywka MRS [ 24h 48 h

Rys. 1. Zdolno$¢ do namnazania badanych szczepéw w pozywce brzeczkowej [B] i MRS z laktoza
[MRS). 1 - L cose/7 KKP/271; 2 - L cosei/lKKP/272; 3 - L casel; KKP/273; 4 - L p/onforum KKP/384; 5 -
L. delbrueckii KKP/56; 6 - L delbrueckii sp. bulgaricus KKP/2007/p.
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rek miescita sie w zakresie 1,1-4,8 x 10%ml. Tylko w przypadku szczepu L delbrueckii
sp. bulgaricus s/l intensywny wzrost odnotowano juz po 24 godzinach hodowli w po-
zywce MRS z laktozg. Liczba zywych komodrek wynosita 4,8 x 10"ml.

Zdolnos¢ badanych szczepéw do biosyntezy kwasu mlekowego oceniono na
podstawie wynikéw préb fermentacyjnych w pozywce z serwatka (rys. 2). Najlep-
szym producentem kwasu mlekowego okazatl sie szczep Lactobacillus delbrueckii sp.
bulgaricus s/l. W pozywce Pla wytwarzat on 6,9 g kwasu mlekowego ogétem na
100 ml cieczy pohodowlanej po 72 godzinach hodowli w temp. 43°C, czyli o 30-61%
wiecej w poréwnaniu z iloscig kwasu mlekowego otrzymang w hodowlach pozo-
statych szczepéw. llos¢ wytworzonego kwasu mlekowego w formie izomeru L(-I-)
byla dla tego szczepu réwniez najwyzsza i wynosita ponad 90% jego ogolnej ilosci.

Biorgc pod uwage uzyskane wyniki do dalszych badan wytypowano szczep
L. delbrueckii sp. bulgaricus s/l.

L caseii KKP/371

L caseii KKP/372

L. caseii KKP/373

L. plantarum KKP/384

L delbrueckii KKP/56

L. delbrueckii sp.
bulgaricus KP/2007/p

0 2 4 6 8

Kwas mlekowy ogétem [g/100 ml cieczy pohodowlanej]
Rys. 2. Wytwarzanie kwasu mlekowego przez badane szczepy z rodzaju Lactobacillus w hodowlach
prowadzonych metoda stacjonarng w temperaturze 30°C (L. casei, L. plantarum), 50°C {L. delbrueckii)

i 43°C (L. delbrueckii sp. bulgaricus s/l) w pozywce Pl a; [warunki hodowli: 48-godz. materiat posiewowy
w ilosci 10% namnozony w pozywce MRS z laktoza; czas hodowli - 72 godz.j.
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3.2. Biosynteza kwasu mlekowego przez szczep Z. delbrueckii sp. bulgfricus
s/l w pozywce z serwatka

Oceniajgc dynamike procesu namnazania L delbrueckii sp. bulgaricus s/l w |ozyw-
ce MRS z laktozg stwierdzono, ze po 20 godzinach hodowli konczy sie faza inten-
sywnego przyrostu biomasy (rys. 3). Znalazio to odbicie w istotnych zmianich pH
srodowiska hodowlanego i zawartosci laktozy. Po tym czasie hodowli pH olnizyto
sie z wartosci 5,5 do 4,0, a wykorzystanie laktozy wynosito 76%.

W celu okreslenia wplywu wieku i dawki materialu posiewowego na biosmteze
kwasu mlekowego zastosowano 8-, 12-, 18- i 24-godzinng hodowle szczepuw po-
zywce MRS z laktozg (tab. 1). Najkorzystniejszy efekt biosyntezy kwasu mlek)wego
po 72 godz. hodowli uzyskano stosujgc 18-godzinny materiat posiewowy Vv ilosci
107, Stosujac 18-godzinny materiat posiewowy w ilosci 5% zaobserwowano zTiniej-
szenie ilosci wytworzonego kwasu mlekowego o 12,4%. Réwniez wyniki badm uzy-
skane przez Badran i Reichart (20) wykazaly, ze zwiekszenie dawki inokulum (z 3do 5%)
wplywato w istotny sposdb na ilos¢ wytwarzanego kwasu mlekowego przez .zczep
L bulgaricus. W piSmiennictwie podawane sg rozne dane dotyczace dawki i wieku
materiatu posiewowego stosowanego w hodowlach szczepdéw z gatunku L. delbueckii.

X

Rys. 3. Dynamika procesu namnazania biomasy bakterii L. delbrueckii sp. bulgaricus s/l w pjzywce
MRS z laktozg w temperaturze 43°C.
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Arasaratnam i in. (10) prowadzac proces biosyntezy kwasu mlekowego w pozywce
z serwatkg przy uzyciu szczepu L delbrueckii zastosowali 24-godzinny materiat po-
siewowy w ilosci 10%. Severson i Barrett (13) preferowali 12-godzinne inokulum
w ilosci 5% w przypadku hodowli szczepu L delbrueckii sp. bulgoricus w pozywce pro-
dukcyjnej zawierajacej serwatke. Natomiast Monteaqudo i in. (6) jako inokulum sto-
sowali 15-godzinng hodowle szczepu L. delbrueckii w pozywce MRS w ilosci 5,14%.

Tabela 1

Wptyw wieku i dawki materiatu posiewowego na wytwarzanie kwasu mlekowego przez L delbrueckii sp.
bulgaricus s/l w hodowli w pozywce Pla w temperaturze 43°C

Materiat posiewowy Kwas mlekowy ogétem 1g/100 ml pozywki]
wiek [h] dawka [%)] 48 godz, hodowli 72 godz. hodowli

8 10 45 6,0
12 10 49 6,5

5 4,9 6,4
18 10 54 73

15 55 75
24 10 52 7,2

W wyniku przeprowadzonych préb fermentacyjnych stwierdzono, ze ilo$¢ wy-
twarzanego kwasu mlekowego oraz wydajnos¢ procesu zalezata od sktadu zastoso-
wanej pozywki (tab. 2). Wydajno$¢ procesu wyrazono jako stosunek ilosci kwasu
mlekowego w formie L(-f) i D (-) powstajacego w trakcie fermentacji do ilosci zuzy-
tego w procesie cukru. Wzbogacenie pozywek w autolizat drozdzowy spowodo-
wato zaréwno wzrost itosci wytwarzanego kwasu mlekowego jak i wydajnosci pro-
cesu. Wzrost ten byt jednak zréznicowany, np. w hodowli w pozywkach wysoko-
biatkowych byt mniej znaczacy. Z danych literaturowych wynika, ze wzbogacenie
pozywek z serwatkg w dodatkowe zrédta azotu, np. namok kukurydziany (21) wpty-
wato na intensyfikacje biosyntezy kwasu mlekowego przez bakterie z rodzaju
Lactobacillus. Aeschlimann i von Stockar (22) w celu zwiekszenia wytwarzania kwasu
mlekowego proponuja dodanie do pozywki z serwatkg ekstraktu drozdzowego
w ilosci 10 g/l
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Talela 2

Wplyw sktadu pozywki na wytwarzanie kwasu mlekowego przez szczep L. delbrueckii sp. bulgaricts s/I
w hodowli w temperaturze 43°C

llos¢ kwasu mlekowego Cukry red.
Rodzaj pozwki Czas hodowli [h] [9/100 ml ptynu pohodowlanego] w przeliczeniu na  Wydajno¢ [%]
forma L(+) forma D(-) laktoze [%0]
Pla 6,9 0,16 0,15 71,
Pl 72 40 0.2 27 57,
P2a 7,0 0,1 0,05 71,
P2 6,5 01 0,3 68,’
P3a m 36 0,1 02 97,
P3 3,0 0,1 0,4 86,

W hodowlach prowadzonych w pozywkach z rozcienczong serwatkg spnszko-
wang [PI, Pla, P2 i P2a] maksymalng ilos¢ kwasu mlekowego ogétem (ok. 7,1 g/00 mi
cieczy pohodowlanej) otrzymano po 72 godzinach w pozywkach wzbogaconyrh au-
tolizatem drozdzowym. Wydajnosci procesu wynosita ok. 71,0%. lzomer L(+) :wasu
mlekowego stanowit ok. 98% kwasu mlekowego ogétem. W przypadku stosoA™ania
pozywek z serwatka plynng zaobserwowano skrdcenie czasu procesu biosyitezy.
Maksymalng ilos¢ kwasu mlekowego (3,7 g/100 ml cieczy pohodowlanej), atakze
najwyzsza wydajnos¢ procesu wynoszaca 97,3% uzyskano juz po 44 godz. hcdowli
w pozywce zawierajgcej pltynng serwatke o poczatkowej zawartosci laktozy 4%
i biatka 1% wzbogaconej rowniez autolizatem drozdzowym |P3a]. llo$¢ wytwoizone-
go w wymienionych warunkach kwasu L(+) mlekowego stanowita ponad 97%sumy
izomerdw L i D. Podobne wyniki w hodowli szczepu L. delbrueckii sp. bulgaricis uzy-
skatl Severson i Barrett (13) stosujgc pozywke z serwatkg oraz Hofendahl i Haln-Ha-
gerdal (23) w pozywce zawierajgcej hydrolizat magki pszennej. Wytworzony kwas
mlekowy w formie izomeru L(-f) stanowit okoto 100% jego ogodlnej ilosci.

4. Podsumowanie

Sposrdd przebadanych bakterii z rodzaju Lactobacillus najlepszym producmtem
kwasu mlekowego w pozywce z serwatka okazat sie szczep Lactobacillus delbiueckii
sp. bulgaricus s/l. Wysoki poziom wytwarzania izomeru L(-I-) kwasu mlekowegc kwa-
lifikuje wymieniony drobnoustréj jako szczep o wysokiej wartosci uzytkowej wprze-
mysle spozywczym. Najwyzszg wydajnos¢ procesu (97,3%) uzyskano po 44 godzi-
nach hodowli wymienionego szczepu w pozywce zawierajgcej ptynna serwatke vzbo-
gacong autolizatem drozdzowym. Stwierdzono, ze wzbogacanie pozywek zawie-
rajacych serwatke w dodatkowe zrédlo azotu powodowato intensyfikacje pricesu
biosyntezy. Najkorzystniejszy wynik biosyntezy uzyskano stosujac jako materiit po-
siewowy 18-godzinng hodowle szczepu w pozywce MRS z laktozg w ilosci 0%.
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