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Priprava zmrazenych a lyefilizovanych kultir baktérif
pre kvasenie zeleniny

RENATA RADOSOVSKA - TOMAS KUCHTA

Sihrn. Sledovalo sa preZivanie bakteridlnych kultir pre kvasenie zeleniny (Lactobacillus
pentosus, Pediccoccus parvalus) pridihodobom uskladneni v lyofilizovanej a zimrazenej forme.
OsvedCila sa lyofilizécia v 10 % roztoku suSencho odtunendho mlieka. Pri zinrazovan{ sa ako
kryoprotektanty osved€ili 35 % sacharéza alebo 30 % betain pre Lpentosus a 20 % glycero!
alebo 30 % betain pre Pparvidus.

V predchddzajicej prici [1] bolo 1zolovanych niekolko kmenov baktérif
z rodov Lactobacillus a Pediococcus, vhodnych na kvasenie zeleniny.
VzhTadom na to, Ze pripravené Cerstvé Startovacie kultdry pomerne rychlo
strdcaji viabilitu, zamerala sa prica na spésoby pripravy dlhodobo sklado-
vateInych koncentrovanych kultdr. Na tento tiCel sa pouziva rozpraSovacie
sulenie, lyofilizdcia a zmrazovanie [2,3]. PredbeZné pokusy ukdzali nizke
orezivanie naSich kultir baktérii pri ich rozpraSovacom suseni (B.Glon&4-
<ov4, osobné ozndmenie), Co je v sulade so skisenostami inych [2,3]. Preto
sa usilie sastredilo na postupy zmrazovania a lyofilizdcie.

Spolotnym krokom oboch postupov je zmrazovanie. Je zndme, Ze
ori zmrazovani Zivych buniek, resp. pri ich ndslednom rozmrazovani, moze
1djst k ireverzibilnym zmendm v bunkovych Struktiirach. Dosledkom také-
~oto poSkodenia je smrt bunky resp. jej zniZzend metabolickd aktivita po roz-
mrazeni [4]. Do urCite] miery moZno poSkodeniu zabrdnit pouZitim
-hodnych kryoprotektantov. Pre bakteridlne kultdry sa najlepSie vysledky
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dosial dosiahli s glycerolom [5-7], sacharézou [6,8], laktdézou [8], trehals-
zou [9], resp. zmrazovanim v mlieku [5,10].

Pri lyofilizdcii sa bakteridlna biomasa suspenduje vo vhodnom roztoku,
zmrazi a susi vo vdkuu. Mieru prezivania baktérii, ktord je inak nizka, mozno
zvy8it pouzitim vhodnych protektantov. Dobry ochranny G¢inok pri lyofili-
zécii je zndmy pri 10 % roztoku suSeného odtu¢neného mlieka, pripadne
doplnenom dal$imi protektantmi - Zelatinou [11], kyselinou askorbovou
[12] alebo adonitolom [13]. -

Vychddzajic zo spomenutych publikovanych tidajov, zistenych prevazne
pre mlieCne baktérie, optimalizovala sa priprava zmrazenych a lyofilizo-
vanych koncentrovanych kultir baktérii na kvasenie zeleniny.

Material a metody

Pouzili sa kimene Lactebacillus pentosus kal9w a Pediococcus paivulus
kap3i [1], ktoré sa kultivovali v médiu MRS [14] pri 30°C za mieSania 2 Hz
do hustoty kultiry Aseo = 1,0 az 1,2, ak nie je uvedené inak. Biomasa
sa premyla 0,9 % roztokom NaCl a suspendovala v sterilnych roztokoch
protektantov. Ako protektanty sa pouzili: glycerol (Serva), sacharéza (La-
chema), betain (Sigma), adonitol (Sigma), trehaldéza (Sigma), Sunar a od-
tuc¢nené sufené miieko (Promil).

Pre lyofilizdciu sa suspenzie kultdr plnili po 0,5 ml do sklenenych
lyofilizalnych sktmaviek a zmrazili v etanolovom kryostate pri -30°C.
Lyofilizovalo sa v lyofilizdatore Leybold Lyovac GT2 pocas 12 h. Po lyofi-
lizdcii boli vzorky evakuované a zatavené. Pred testovanim preZivania
baktérii boli lyofilizdty rehydrované povodnym mnozstvom pddy MRS
a inkubované 1 h pri 30°C.

Pre zmrazovanie sa suspenzie kultir rozplnili po | ml do plastikovych
skimaviek a zmrazili v etanolovom kryostate pr1 -30°C. Vzorky sa sklado-
vali v mraznicke pri -20°C a pred testovanim prezivania baktéri{ sa rozmra-
zili pri laboratérnej teplote.

Potet jednotiek, tvoriacich koldnie (CFU), sa urcil po nariedeni vzoriek
0,9 % roztokom NaCl a naneseni na platne MRS [14]. Platne sa kultivovali
pri 30°C 24 h (kmene z rodu Lactobacillus) alebo 72 h (Pediococcus).
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Vysledky a diskusia

So zdmerom pripravif koncentrované kultiry, ktoré by si uchovali Zivo-
taschopnost poCas dlhej doby skladovania, lyofilizovali sa kultiry v rozto-
koch roznych protektantov. Dobré vysledky sa dosiahli pri suspendovani
kultir v 10 % roztoku suSeného odtu¢neného mlieka. PreZivanie baktéri{
L.pentosus kal9w pri jednotlivych krokoch lyofilizdcie v tomto roztoku
uvddza tab.1. Zmrazenima lyofilizdciou sice dochdza k Ghynu 95 % baktérif,
av3ak pripraveny lyofilizdt je velmi trvanlivy - poCas 3 mesiacov skladova-
nia pri 5°C alebo -20°C sa zachovidva v lyofilizdte 100 % pdvodnych Zivych
paktérif. Podobné vysledky sa ziskali tiez s kmeiom P.parvulus kap3i
' s inymi kmefimi z rodu Lactobacillus (podrobné vysledky sa neuvadzaji).

Tabulka 1. Ubytok Zivych bak(érii L pentosus kal9w poZas jednotlivych krokov lyofilizicie.
Table 1. Survival of L peatosus kalSw during freeze-drying.

Pred zmrazenim | 100 %
Po zmrazeni > 80 %
Po lyofilizdcii ° 5%
Po skladovani 6 mes. pri 5°C* 5%

. - Before freezing, 2 - after freezing, 3 - after drying, 4 - after 6-months storage at 5°C.

Menej vyhodnym ako suSené odtuCnené mlieko sa ukdzal Sunar. Lyofi-
‘zdty pripravené v roztokoch Sunaru boli tazko rehydrovatelné, zrejme
ore vyS¥ obsah tuku. Suspenzie baktérii v 1 moll? a 2 mol.Iglycerole,
© molL.I''a 2 mol.I't sacharéze a v 1 mol.I't a 2 mol.l"! betaine sa ukézali ako
nevhodné pre lyofiliziciu, kedZe sa vzorky vzdy skor roztopili ako dolo
« sublimdcii vody.

ZvySenie prezivania kultir pri lyofilizdcii pridavkom dralSich protektan-
ov do mlieka nebolo tspesné. Pridavok 0,3 mol.I"" adonitolu, trehalézy,
szchardzy ani betainu v3ak prezivanie nezvysil (podrobné vysledky sa neu-
idzaji).

Ubytok Zivych baktérif pri lyofilizdcii zdvisel tieZ od pomeru bakteridlnej
~romasy a suspendacného roztoku protektantu. Zistilo sa, Ze pre dostatoné
-rezivanie je potrebnd hustota buniek aspoil 5.10° mi.

Na zdklade uvedenych vysledkov sa odporica pre dihodobé uchovdvanie
«ultdr baktérii na kvasenie zeleniny tento postup:
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Baktérie sa kultivuji v pdde MRS do zaCiatku staciondrnej fazy, odstrediz
a premyji 0,9 % roztokom NaCl. Biomasa sa suspenduje v sterilnom 10 <
roztoku suSeného odtu¢neného mlieka v pomere 1 objemovy diel biomass
ku 'l az 5 objemovym dielom roztoku. Suspenzie sa naplnia do lyofili-
zatnych nddob, rychlo zmrazia na -30°C a lyofilizuji. Lyofilizdty sa viku-
ovo uzavru a skladujd pri teplote 5°C alebo nizsej.

Lyofilizované kultiry na kvasenie zeleniny, pripravené tymto postupom.
maju trvanlivost porovnatelni s publikovanymi trvanlivostami lyofilizo-
vanych kultdr pre pouzitie v mliekdrstve [11-13].

Kym kultiry lyofilizované v mlieku st vhodné pre dlhodobé skladovanie,
pre praktické pouzitie je obsah suSeného mlieka nevhodny, pretoZe pri priamom
pouziti do ndlevov Saldtov by sa prejavil neZiadicim zdkalom. Pre tento tcel
sa preto vyskuSala priprava zmrazenych kultdr. PreZivanie kultir L.pento-
sus kal9w a P.parvulus kap3i pri zmrazovani a skladovani pri pouZiti réznych
kryoprotektantov uvddzaji tabulky 2. a 3. Ukdzalo sa, Ze pre zmrazovanie
kultdr L.pentosus kal9w je vhodné pouzitie 35 % roztoku sachardzy, alebo
15 % a 30 % roztoku betainu. Podobné vysledky sa dosiahli tiez s inym:
kmerimi z rodu Lactobacillus (podrobné vysledky sa neuvddzaja). Na kryo-
protekciu kultar P.parvulus kap3i sa ukdzal vhodny 20 % roztok glycerolu
a 30 % roztok betainu.

Tabulka 2. PreZivanie kultir L pentosus kal9w pri zmrazovani v roztokoch
roznych kryoprotektantov.
Table 2. Effect of cryoprotective agents on survival of L pentosus kal9w in frozen cultures

Hustota {CFU/mml|
skl:\dDoO\:":lia | Glycerol 2 Sugl_mrézn 3 Betain®
10% 20 % 35 50 % 15 % 30 %

0 51100 5110t st10P ) st 5108 510
{ mesiac® 2,610 | 29107 3010" 22107 | . 1,010 | 40107
2 mesiace 4,1.10° 3,7.10° 8.0.10° 1010 | 15107 33107
6 mesiacov 5,6.107 1.4.10° 1,5.10°% 2,0.10 6,3.10 1,1.10'
12 mesiacov 0 0 7.9.10° 0 1,9.10° 57.10°

1 - Storage duration, 2 - glycerol, 3 - sucrose, 4 - betaine, 5 - month(s).
g gly (




Tabulka 3. Prezivanie kultdr Pparvulus kap3i pn zmrazovani v roztokoch
rdznych kryoprotektantov,
Table 3. Effect of cryoprotective agents on survival of Pparvalus kap3i i frozen cultures.

Hustota {CFU/ml]
>klugc§)\?aania Glycerol : Sacharéza > Betain *
10% 20 % 35% 50 % 15% 30 %

0 7,2.10° 72.10% 7.2.10% 72.10% 7.2.10% 72100
| mesiac® 2.7.10° 4,0.107 1.2.10 1,0.107 1,1.10° 4.4.10°
2 mesiace 1.1.10° 4.6.10° 2,4.10° 1,6.10° 1.4.10% 8,0.10°
6 mesiacov 0 2.8.10° 1.8.10° | 0 3,2.10° 1.9.10*
12 mesiacov 0 8.4.10° o | 0 0 6,8.10°

| - Storage duration, 2 - glycerol, 3 - sucrose, 4 - betaine, 5 - month(s).

Suspenzie baktérii v tychto roztokoch boli odolné voti 1- aZ 2-ndsobné-
mu rozmrazeniu a opiitovnému zmrazeniu. Viacndsobné rozmrazenie a
»pitovné zimrazenie malo negativny G¢inok na poCet preZivajicich baktérii
podrobné udaje sa neuvddzaju).

Ubytok Zivych baktérii pri zmrazovani zdvisel tieZ od veku kultiry.
Ukdzalo sa, Ze najlepSie preZivaji kultiry z konca exponencidlnej, resp.
zaciatku staciondrnej fazy (Aseo 0,8 az 1.2; podrobné Gdaje sa neuvddzaji).

Na zdklade uvedenych vysledkov sa odporica pripravovat zmrazené
<oncentrované kultiry na kvasenie zeleniny tymto postupom:

Baktérie kultivovat v pdde MRS do zaCiatku staciondrnej fdzy, odstredit
= premyf 0,9 % roztokom NaCl. Biomasu suspendovat v sterilnom roztoku
«<ryoprotektantu v pomere 1 objemovy diel biomasy k 1 objemovému dielu
-oztoku. Ako kryoprotektant pouZif pre kmene z rodu Lactobacillus sacha-
-4zu alebo betain a pre kmene z rodu Pediococcus glycerol alebo betain.
Suspenzie naplnil do zmrazovacich nddob, rychlo zmrazif na -30°C a
2skladnif pri -20°C.

Takto pripravené zmrazené kultiry majd trvanlivost porovnatefni s pub-
kovanymi trvanlivostami zmrazenych kultir pre pouZitie v mliekdrstve
6-8].
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Preparation of frozen and freeze-dried cultures of bacteria
for vegetables fermentation

Summary

Preservation of bacterial starters for vegetables fermentation (Lactobacillus pentosus, Pediococ-

cus parvulus) was studied. Good results were achieved with freeze-drying using 10 % skimmed milk
as protectant. When frozen cultures were being prepared, 35 % sucrose or 30 % betaine were efficient
cryoprotective agents for L.pentosus, while 20 % glycerol or 30 % betaine were efficient with
P.parvulus.
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Produkcia kyseliny L-mlie¢nej a y-linolénovej
pomocou viiknitych hib rodu Rhizopus
LUDMILA KRISTOF[KOVA - MICHAL ROSENBERG - ERNEST STURDIK

Sdhrn. Prezentované sd poznatky o produkcii kyseliny L-mlie¢nej vldknitymi hubami z roda
Rhizopus. Rozoberaji sa mikrobiologické, biochemické a technologické aspekty tvorby kyse-
liny L-inliegnej vidknirgch hib. Biomasa tychto hib je cenngm zdrojom mikrobidlnych lipidov,
predovsetkym polynenasytenyeh mastnych kyselin. Prispevok poddva prehlad o biosyntéze
lipidov 1 faktoroch, ktoré ju ovplyviijd v procese tvorby kyseliny L-inlie¢nej. Prica podiva
prehlad aj o vyuZiti kyseliny mlielnej a y-linolénovej v potravindrsive a v inych odvetviach
priemyslu.

Fermentacnd vyroba kyseliny mlieCnej patri historicky k najstarsim
poznanym mikrobidlnym technolégidm. Tvorba kyseliny mlieCnej bola
podrobne Studovand z aspektu genetického, biochemického, mikrobiologic-
x¢ho, bioinZinierskeho a technologického [1]. Kyselina mlie¢na sprevidza
wvorbu mnohych metabolitov produkovanych Sirokou paletou baktérif, kva-
siniek a vldknitych hib. Napriek produkcii kyseliny mlieCnej mnohymi
druhmi mikroorganizmov, z hladiska priemyselnej vyroby si doposial
vyuzivané len homofermentativne baktérie patriace do rodu Lactobacillus.
Velmi perspektivne sa javi moznost vyuzitia vldknitych hib z rodu Rhizopus
na produkciu kyseliny L{+) mlieCnej, ktord je mozné spojif s efektivnou
pripravou polynenasytenych mastnych kyselin, predovietkym kyseliny
v-linolénovej [2].

prom.chem. Ludmila Kristofikovd, Ing. Michal Rosenberg, CSc., doc.Ing. Ernest
Sturdik, CSec., Katedra biochemickej technoldgie, Chemickotechnologickd fakulta STU,
Radlinského 9, 812 37 Bratislava.
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Kyselina mlieCna je jednym z najdihSie zndmych prikladov opticky
aktivnej zlGCeniny:

COOoH COOH

| !
[ ) = 0 —~H

l !

<
CHg4 CHg4
D(-) mlictna kyscling L({+) mliegna kyselina

Z fyziologického hladiska je dolezité, Ze kyselina L(+) mlie¢na sa v tele
vy§Sich zivoCichov metabolizuje, pokym D(-) forma sa z tela vylucuje.
Z racemickej kyseliny sa preto vyuzije len L(+) ziozka. Schéma vzniku
opticky aktivnej a racemickej kyseliny mlienej je uvedend na obr. 1.

Vldknité huby rodu Rhizopus produkuju len L(+) formu kyseliny mliec-
nej, ¢o je mimoriadne atraktivne pre pouzitie produktu v potravindrstve,

KYSELINA PYROHROZNOVA'!

N\

D-laktatdehydrogenaza? L-laktatdehydrogenaza?
/ \4
D(-) MLIEGNA KYSELINA3 L(+) MLIECNA KYSELINA3
B

laktatracemaza?

K
DL MLIECNA KYSELINAS

Obr. 1. Schéma vzmku opticky aktivie) a rucenuckej kyseliny mlie¢ne;
v ramer mikrobrilneho metabolizmu [3].
Fig.1. The scheme of optically active and racemic lactic acid
in the frame of microbial metabolism {31,
12

T - pyruvic actd, 2 - fuctatedehydiogenase, 3 - lactic acid, 4 - lactateracemuse.

b
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farmdcii, plastikdrstve a pod. V prispevku poddvame strucny prehlad do-
stupnych poznatkov v oblasti produkcie kyseliny mlie¢nej rodom Rhizopus
s ciefom poukdzaf na odliSnosti bakteridlnej fermenticie a produkcie kyse-
liny L(+) mlie¢nej pomocou vliknitych hib.

1. Bakteridlna fermenticia

Vyroba kyseliny mlieCne] prostrednictvom baktérii md v celosvetovej
orodukcii stdle vysadné postavenie. Homofermentativne, tzv. mlieCne bak-
¢rie konvertujd glukézu na kyselinu mlieCnu v anaerébnych podmienkach
crostrednictvom glykolyzy [4]:

glukdza + 2 ADP + 2 P; — 2 kyselina mlie¢na + 2 ATP

Mlie¢ne baktérie su charakteristické tym, Ze produkuji okrem L-formy
<vseliny mlie¢nej taktieZ D-formu, pricom ich vzdjomny pomer je charak-
ceristicky pre kazdého producenta. Z homofermentativnych baktérii, napr.
Lactobacillus delbrueckii, L.bulgaricus, L.luctis, tvoria predovetkym D-lak-
2t [5,6), L.acidophilus produkuje DL.-laktdt a len Lacrococcus lactis a
Lactococcus cremoris generuji predovSetkym L-formu kyseliny [7,8]. Cistd
L-formu kyseliny syntetizuje len niekolko mutalne 5lachtenych kmenov

O -

Laktobacily s sCasti anaerébne, najcastejSie viak mikroaerofilné. Su
~ironé na Ziviny, a preto rastd na beznych kultivacnych pdédach len vel'mi
<labo, pripadne na nich vdbec nerastd. Pre svoj dobry rast si vyZaduja tlmivé
zivné pody s dostatoCnym obsahom komplexnych organickych dusikatych
zlucenin, rastovych ldtok, urCitych anorganickych i6nov a skvasitelnych
sacharidov ako zdrojov energie [10]. Sthmne je problematika bakteridlnej
orodukcie kyseliny mlieCnej diskutovand v pricach [1,3,11].

2. Produkcia kyseliny L-mlietnej pomocou Rhizopus spp.

2.1. Mikroorganizmy

[ ked bola tvorba kyseliny mlieCnej ako sprievodného metabolitu pozo-
rovand v réznych druhoch vldknitych hab, viicSie mnozstvo tejto kyseliny
crodukuje len rod Rhizopus, druhy R.oryzae a R.arrhizus [12]. Druhy rodu
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Rhizopus, taxonomicky zaradené do radu Mucorales, st v prirode velmi
rozSirené. Vyskytuji sa hlavne v pdde ako mineralizdtory organickej hmoty.
rozkladaji napr. celuldzu, proteiny, Skrob, Casto spdsobuji kontamindcie
potravin. St to mikroskopické huby tvoriace vzduSné mycélium s bohatou
sporuldciou. Tvorba kyseliny L(+) mlieCnej vldknitymi hubami bola popi-
sand uz v r. 1936. Lockwood [13] izoloval kmen Rhizopus oryzae, kiory
pri povrchovej kultivicii konvertoval glukézu na kyselinu mlie¢nu v pri-
tomnosti CaCOs. Niektoré kmene Rhizopus spp. okrem kyseliny mlieCnej
tvoria aj iné organické kyseliny, a to napr. fumarovi a jablénu. Tieto kmene
nie st vhodné pre priemyselné vyuzitie na produkciu kyseliny mlietnej [14].
V sucasnej dobe v oblasti humidnnej vyZivy nalli uplatnenie mikromycéty
z rodu Rhizopus pri vyrobe fermentovanych potravin. Perspektivne sa ¢rid
vyuzitie tejto vidknitej huby pri priprave mikrobidinych metabolitov (orga-
nické kyseliny, enzymy, litky vyuziteIné v gerontoldgii).

2.2, Biochemizmus tvorby lakrdtu

Kmene rodu Rhizopus produkuji vylucne L{+) kyselinu mlieCnu za anac-
robnych i aerébnych podmicnok. Kyselina mlieCna produkovand za anaerdb-
nych podmienok zo sacharidickych substritov je priamym produktom
glykolyzy. Za anaerobnych podmienok Rhizopus spp. produkuji jednu
molekulu kyseliny mlieCnej z jednej molekuly glukdzy. Ako vedlajsi pro-
dukt sa tvori etanol a oxid uhlicity [15].

Za aerdbnych podmienok vytazky Kyseliny mliecnej prevySujd 1 mdl
na 1 mol spotrebovanej glukozy. Z jednej molekuly glukézy vznikd 1,5 mélu
kyseliny mlieCnej a 0,2 mdlu etanolu. Vytazok 75 % kyseliny mlieCne].
ziskanej kultiviciou Rhizopus oryzae za vysoko aerébnych podmienok.
potvrdil fakt, Ze tvorba kyseliny mlieCnej je stimulovand kyslikom [16],

Mechanizmus oxidacnej tvorby kyseliny mlieCnej z glukézy objasiiuje
Carson a Foster [17]. Kyselina pyrohroznovd ako zikladny prekurzor je
tvorend glykolyzou, alebou z kyseliny oxdloctovej. Dva mdély kyseliny
pyrohroznovej su potrebné na oxidaéni tvorbu 1 mélu kyseliny mliecne;.
d’aldie dva uhliky vytvdraji aktivoy Co-prekurzor a zdroven sa uvolni 1 mél
CO,. Kondenzacnou reakciou medzi dvoma Cop-prekurzormi vznikaji po-
trebné intermedidty oxidaCnej svntézy kyseliny pyrohroznovej. Pritom sa ne-
dd jednoznatne rozlisit cyklus Stvoruhlikovych a Sestuhlikovych zlGcenin.

Kyselina mlieCna moze vznikat aj z kyseliny jablénej. Mechanizmom
konverzie Stvoruhlikove) dikarboxylovey kyseliny na Kyselinu mlietnu je
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pravdepodobne spojenie oxidalno-redukCnej a dekarboxylaCnej reakcie,
ako popisal Kortes [18] pre tvorbu kyseliny mlieCnej u kyseliny jablCnej
prostrednictvom tkaniva cicavcov, alebo z kyseliny oxaloctovej Wood-
Waksmanovou reakciou.

Jednym z kI'iCovych enzymov pri tvorbe laktdtu je laktdtdehydrogendza
(LDH). NAD-zdvisld LDH je enzym, ktory katalyzuje redukciu pyruvitu
na kyselinu mlie¢nu prostrednictvom NADH, ale spiitnt reakciu nie. LDH
zo skupiny hib patriacich do triedy Zygomycetes, rodu Rhizopus, zo skupiny
kmefov tvoriacich kyselinu mlie¢nu nebola velmi Studovand. Obayashi [19]
izoloval a &iastocne purifikoval L-LDH z Rhizepus oryzae, pri¢om zistil, Ze
enzym katalyzuje obe reakcie, t.j. redukciu pyruvdtu a oxiddciu laktdru.
Podrobnejsie Stidie [20] tohto druhu ukdzali, ze NAD-zdvistd LDH pdsobi
len v smere redukcie pyruvdtu, teda je podobnd na LDH niektorych baktérif
121,22]. Oxidéciu laktdtu, ako bolo ukdzané, spdsobuje NAD-nezdvisld
LDH, ktord je aktivna len v neskorSich fdzach rastu; v porovnani s NAD-zd-

islou LDH, ktord je aktivna v mladom, nesporulujicom mycélin. MnoZstvo
NAD-zdvislej LDH v mycéliu zdvisi od zloZenia média, hlavne od obsahu
zlukézy, alebo iného utilizovatelného zdroja uhlika. VysSie koncentricie
zlukézy podporuji syntézu LDH.
eguldcia produkcie kyseliny mlieCnej u kmena R.oryzae mdze by
cztiahnutd k faktorom determinujicim syntézu a aktivitu LDH. Relativne
nizka afinita k NADH a viizba NADH s enzymom zabezpeluje, Ze pyruvit
‘= konvertovany na laktdt len viedy, ked tvorba NADH je spojend s glyko-
zou. Kontrole syntézy enzymu bude tieZ predchddzat odklon redukcie
oyruvitu na laktdt s vynimkou, ked je glukdza pritomnd v nadbytku, t.j.,
«=d je jej viac neZ st rastové poziadavky hub. Foster [16] navrhol "vymenny
metabolizmus" na Gcet akumuldcie organickych kyselin hubami pri vyscke;j
<oncentrdcii zdroja uhlika. Uvazoval, ze odklon intermedidtov do "vymen-
n2j dréhy" vznikd jednoducho ako vysledok saturdcie enzymu katalyzuji-
-zho rychlost limitujtci krok v "normalnej drahe” substritom. Existencia
vymenného metabolizmu" je vlasine kontrola metabolizmu sacharidov
. skorSich fdzach glykolyzy.

Pritchard [23] detegoval NAD-nezdavistii LDH (L-laktdt :acceptor oxido-
~duktdza), ktord katalyzuje oxiddciu L-mlieCnej kyseliny na kyselinu py-
rohroznovi. Tento enzym sa syntetizoval aZ po vyCerpani glukézy z média
= zdniku LDH-zdvislej od NAD. Pri $tidiu vztahu medzi utilizdciou glukdzy,

bsahom kyseliny mlie¢nej a enzymovou aktivitou zistil, Ze maximum
aktivity NAD-zdvislej LDH sa zhoduje s periddou rychlej utilizicie glukézy
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(exponencidlna fiza), pokym aktivita NAD-nezavislej LDH sa zvySovala
po vyZerpani glukdzy z média pri vy33ich koncentrdcidch laktditu.

2.3. VyuZitelné substrdty a vyZivové ndroky

Vldknité huby rodu Rhizopus st schopné vyuZzivat okrem glukdzy, ako
najlahSie utilizovateIného zdroja uhlika, aj iné substrity vzhladom k ich
enzymovému vybaveniu. Kmene rodu Rhizopus si zndme tvorbou amylo-
lytickych enzymov, hlavne c-amylizy a glukoamyldzy [24]. Vlastnosti
tychto enzymov boli detailne Studované [25-27], priCom bolo zistené, Ze
niektoré ich vlastnosti st zhodné s amyldzami produkovanymi Aspergillus
niger [28)]. Z uvedeného vyplyva, Ze ako substrity pre produkciu kyseliny
mlie¢nej sa mozu pouzivat §krob, Skrobnaté€ suroviny alebo ich hydrolyzity.
V ostatnom obdobf sa ako substrity zacinaji vyuzivat polnohospoddrske
produkty, napr. raz, kukurica, ryza [29-31]. Perspektivne zaujimavym
C-zdrojom sa javi aj sachardza a odpady pri jej vyrobe, ktoré su schopné
kmene Rhizopus spp. priamo konvertoval na kyselinu L(+) mlie¢nu [32].
Okrem vy§Sie uvedenych substritov sa pozorovala etektivna tvorba kyseliny
mlie¢nej taktieZ na xyléze, galaktéze, mandze, frukidze, celobidze a maltoze
[33].

Okrem zdroja uhlika (ako bolo uvedené vyssie) je nevyhnutny pre rast
buniek tiez zdroj dusika, pritomnost makro- a mikroelementov v médiu.
Zdrojom dusika potrebného pre rast buniek Rhizopus sp. je najCastejSie
uvddzany (NH4)»SO4 v koncentrdcii 0,04 % [13]. Margulius a kol. [34]
pouzili ako zdroj dusika NH4NO3, pricom dosiahli rovnaky vytazok kyseli-
ny mlieCnej, ako ked bol pouzity siran amdnny. Seaby [35] zistil, Ze R.oryzae
utilizuje v kvapalnom médiu NH;ClL, (NH4)2SOy, NH4sNO3 a moCovinu. Je
teda zrejmé, ze optimdlny zdroj dusika je potrebné determinovat pre kazdé-
ho potencidlneho producenta zvIist.

Pre tvorbu kyseliny mlietnej je dolezity pomer medzi obsahom uhlika a
dusika. Ak médium obsahuje viac dusika, tvori sa predovSetkym biomasa,
kyselina mlie¢na v mensej miere. V literatire sa ako najvhodnejsi uvddza
pomer C:N v rozmedzi 50:1 az 100:1 [36].

Ako zdroj fosforu, ktory je nevyhnutny pre biochemizmus bunky (tvorba
ATP), sa pouziva KH2POy a KoHPOL. Medzi biogénne prvky potrebné
pre rast mikroorganizmu patr{ horCik, ktory sa priddva do média vo forme
MgSO4.7H,0 v koncentrdcii 0,004 - 0,04 %. Zaujimavy je vplyv zinoC-
natych a Zeleznatych ionov nia tvorbu kyseliny mlieCnej niektorymi kmenmi
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Rhizopus spp.v médiu s glukdzou ako zdrojom uhlika. Ak sa pouzije v médiu
Zn** bez pritomnosti Fe?*, dosiahne sa iba vysoky ndrast biomasy, nie viak
wvorba kyseliny mlieCnej. Pri pouziti 0,01 % FeSO4 a 0,005 % ZnSO4
sa vytvori 84,5 g kyseliny mlie¢nej zo 100 g glukodzy [37].

2.4. Podmienky fermentacie

Fermentacnt produkciu kyseliny L(+) mliecnej rodom Rhizopus ovplyv-
Auje viacero faktorov, predovsetkym zloZenie kultivaéného média, teplota,
pH a aerdcia.

Hodnota pH prostredia vo velkej miere ovplyviiuje rast mikroorganizmu
2 produkciu metabolitov. Kmene rodu Rhizopus rasti v rozmedzi pH 3,5
2z 8. Optimdlna hodnota pH pre rast je 5 az 6. Ak pH klesne pod 3,5, rast
- tvorba kyseliny mlieCnej sa zastavuje [38]. Lockwood [13] zistil, Ze
ore maximalnu produkciu kyseliny mlie¢nej kmeflom R.oryzae je nevyhnut-
nd pritomnost CaCO3 v médiu ako neutralizalného Cinidia. Tento poznatok
notvrdil aj Hang [39] bez bliZSieho objasnenia pozorovaného javu. Rhizo-
sus spp. rastie dobre pri teplotdch 20 az 45°C, optimdlna produkcia kyseliny
2 v8ak v teplotnom rozmedzi 30 - 35°C. Ndroky na aerdciu s vysoké
sredov8etkym vo fdze rastu huby, v procese syntézy laktdtu sa vyznamne
znizuju [40].

Imobilizdcia mikroorganizmov je vo vieobecnosti atraktivna pre priemy-
selné fermenticie, nakolko sa jej prostrednictvom zvySuje vytazok ziadané-
no produktu. Je len samozrejmé, Ze aj na zefektivnenie produkcie kyseliny
mlie¢nej boli Studované moZnosti vyuZitia imobilizovanych buniek [41-43].
Tieto mdZzu byt imobilizované v akrylamide alebo Ca-algindtovom géli.
Takto upravené s schopné utilizovat glukdézu aj sacharézu v kontinudlnom
systéme. Produktom je vysokoCistd kyselina L(+) mlieCna a jej Specifickd
rvchlost produkceie je 1,8-krdt vySSia ako u voInych buniek [44].

Priemyselni vyrobu mlieCnanu vdpenatého pomocou vldknitych hib
nopisuje americky patent [45], podla ktorého produkcia prebiehala na 13 %
clukézovom médiu pri 35°C a pH 6,0 po dobu 57 hodin. Cinski autori [46]
dosiahli 78,9 % konverziu 15 % glukdzy na kyselinu miieCnu kmefiom
Rhizopus sp.R47 pri 35°C za 48 hodin kultivicie. Nami vyselektovany kmern
Rhizopus arrhizus CCM 8109 poskytuje 75 - 80 % konverziu sacharidickych
substratov (glukdza, sacharéza, Skrob, Skrobnaté hydrolyzdty, melasa)
za 48 hodin fermentdcie [32]. NaSou snahou je v3ak uskutoCnovat také
zdsahy do fermenta¢ného procesu, aby v priebehu produkcie laktdtu, alebo
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bezprostredne po jej skonCeni bola maximdlne stimulovand tvorba lipidu
s vysokym obsahom polynenasytenych mastnych kyselin v mycéliu produ-
centa. Postup takejto pripravy mikrobidlnych lipidov je odliSny od doposial
pouzivanych pristupov, ked fermentdcia tukotvorného mikroorganizmu pre-
biehala na bohatych komplexnych podach v podmienakch submerznej
kultivdcie 4 az 6 dni, pri¢om po separdcii biomasy bolo fermenta¢né médium
odpadom.

2.5. Odpadovd biomasa ako zdroj mikrobialnych lipidov

Mikroorganizmy st potencidlnym zdrojom lipidov. Pod pojmom tuko-
tvorné mikroorganizmy rozumieme tie, ktoré obsahuji v mycéliu viac ako
20 - 25 % lipidov. Tieto mikroorganizmy mozu shizit ako potencidlny zdroj
lipidov pre priemyselné vyuzitie. Ajked je velké mnoZstvo pric zameranych
na vysostne teoretick€ Stidie membrinovych lipidov, je problematika tvorby
lipidov u Rhizopus spp. zaujimavi aj z aplikacného hladiska, ako to doku-
mentuje patentovd literatura z ostatnych rokov [47-49].

Triacylglyceroly v bunkdch kvasiniek a hub tvoria 92 % z celkovych
lipidov. Podrobnd analyza zvySkov mastnych kyselin ukdzala, ze druhy
uhlik glycerolu je esterifikovany nenasytenou mastnou kyselinou. Mastné
kyseliny s v lipidoch hib vo viitSom zastipen{ ako mastné kyseliny
v lipidoch kvasiniek [50]. '

Nadprodukeia lipidov v cukaryotickej bunke je podimienend mnozstvom
enzymu ATP :citidtlydzy v cytoplazme bunky. Vyznam tohto enzymu spo-
Civa v tom, ze tvori z citrdtu acctylkoenzym A, ktory slizi ako substrat
pre syntézu mastych kyselin. Tukotvorné mikroorgaﬁizmy akumuluja ci-
trdt v mitochondridch, odtial ho transportuji do cytoplazmy a tu je Stiepeny
ATP :cirrdtlydzou. Netukotvorné mikroorganizmy tento enzym neobsahuju,
preto je tvorba lipidov milo efektivna. Tento proces prebieha iba u kvasiniek
a hib, baktérie tvoria acetyl-CoA z pyruvdtu priamo v cytoplazme [51].

Syntéza mastnych kyselin je ovplyvitovand mnohymi fyzikdlnymi a fy-
zikdlno-chemickymi faktormi ako st napr. zdroj uhlika, dusika, mikroele-
menty, teplota, pH, aktudlna koncentricia kyslika [52]. Je zndme, Ze
pre akumuldciu lipidov v mycéliu mikroorganizmu su vhodnym zdrojom
sacharidy. Aj ked je efektivnost transtormdcie glukézy na lipid najlepsia,
percentudlne zastipenie lipidov v bunke moze byt rézne a Casto je vysSie
pri pouziti in¢ho uhlikatého substritu {53,54].




Vyznamnym faktorom zodpovednym najmi za rast biomasy je zdroj
dusika. Podla niektorych prdc [55,56] je akumuldcia lipidov spriahnuti
najmi s pritomnostou NHJ iénov v kultivatnom médiu. Zdroveii v¥ak
zvy$end akumuldcia lipidov vedie k ich menSej nenasytenosti. Syntéza
lipidov prebieha v celej fdze rastu aZ do vyCerpania zdroja uhlika. V prvej
rdze, ked sd vietky zlozky média v prebytku, narastd mnoZstvo biomasy, ale
>bsah lipidov je priblizne rovnaky. Ak bunky nemaju utilizovateIny zdroj
dusika, zastavuje sa proteosyntéza, avSak uhlikaty substrdt je dalej konver-
tovany na lipidy. So vzrastajicim pomerom C:N stipa mnoZstvo vytvo-
renych lipidov a ich zastipenie v biomase, klesd v3ak zastiipenie nenasytenych
mastnych kyselin. Je to sposobené zmenou pomeru mnozstiev Struktirmych
pidov k zdsobnym. Rozne mnozstvo a druh dusikatych ldtok ovplyvituje
nielen Strukturalizdciu lipidov a ich obsah v suSine, ale aj charakter rastu a
“vziolégiu mycélia (napr. pridavok pepténu vyrazne ovplyviuje tvorbu
neletiek [571)

Minerdlne prvky majd vplyv na aktivdciu enzymov potrebnych k biosyn-
:éze mastnych kyselin. Pridavok Zn?* do média pri kultivdcii kmefia Mor-
erella romannia sposobuje zvySenie mnoZstva kKyseliny y-linolénove;j.
Podobne aj Zelezo zvySuje nenasytenostlipidov, ale do urCitej miery inhibuje
‘ipogenézu [55]. Zo stimuldtorov maji pozitivny vplyv na lipogenézu
antioxidanty ako si tokoteroly, ubichinény, steroidné hormdny, alkdny a iné

50,58,59].

Tvorba lipidov je zdvisld vo velkej miere aj od kultivainej teploty. Stuperi
nenasytenosti mastnych kyselin klesd so vzrastajicou teplotou, hlavne zni-
zenim obsahu kyseliny linolovej a y-linolénovej. Mikroorganizmy pri niz-
sich teplotdch syntetizuj lipidy s niz8im bodom topenia, o dosahuja vi¢Sou
nenasytenostou, vetvenim a skracovanim refazca mastnych kyselin [60].
Zastpenie mastnych kyselin sa meni aj v zdvislosti od pH. Kolisanie
-elkovych mnoZstiev nenasytenych mastnych kyselin pri prechode z neu-
rdlneho pH do kyslej oblasti je podobné ako pri zvySovani teploty [56].

3. Pouzitie kyseliny mlieCnej a y-linolénovej
Kyselina mlie¢na md Sirok€ pouzitie ako acidifikany agens, ale uplat-

7uie sa aj vo forme soli, esterov a dalSich derivdtov. Na zaliatku storodia
~oli laktdty vyuzivané hlavne v koziarskom a textilnom priemysle. AZ ne-
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skor sa oblast aplikdcie kyseliny mlieCnej rozsirila. Dnes moZno rozdelit
aplikdciu kyseliny mlieCnej na dve zdkladné skupiny:

- aplikdcia v potravindrstve, farmdcii a kozmetike

- aplikdcia ako chemikdlie v roznych oblastiach priemyslu.

V potravindrstve sa pouziva kyselina mlie¢na ako okyslovaci prostriedok
do potravin a ndpojov. Kyselina L(+) mlietna a jej soli sd kompletne
netoxické, preto sa moézu pouzivat ako potravindrske aditivum. NavySe je
prirodzenou zlozkou organizmu, preto nie je cudzorodym elementom v po-
travindch. Md oproti inym kyselindm (napr. octovej) lahodnd chuf a je
prakticky bez zdpachu. V medicine a kozmetike sa kyselina mlieCna pouziva
pri lieCeni niektorych koZnych ochoreni. PouZiva sa tiez ako prisada do mlie-
ka dojciat za acelom regulicie intestindlne] flory u deti. MlieCnan vipenaty
shizi ake zdroj vdpnika pre organizmus.

Kyselina mlieCna sa pouziva v koziarskom priemysle na odvdpiiovanic
kozi, v textilnom priemysle ako moridlo ur€ené na farbenie textilii. V me-
talurgii sa kyselina mlieCna vyuziva na Cistenie povichov kovov, pretoze
nesposobuje koréziu. Perspektivie je vyuzitie kyseliny mlieCnej v plastikar-
skom priemysle, hlavne pri vyrobe biodegradabilnych plastov.

Kyselina y-linolénovd (GLA) je jedna z esencidlnych mastnych kyselin.
M4 klucové postavenie pri premene linolovej kyseliny na arachidonovi
a dalSie kyseliny radu w-6. Nedostatotné mnoZzstvo GLA a inych polynena-
sytenych mastnych kyselin v organizme moZe byt pri¢inou rdoznych ochorent,
alebo zhorSenia existujiceho stavu choroby, napr. u Tudi so srdcovo-cievnymi
chorobami, zhubnymi nidormi, reumatickymi chorobami, bronchidlnou as-
tmou a pod. [61].

Poziadavku dostato¢ného prijmu vysSich polynenasytenych mastnych
kyselin, zvldst v kritickych obdobiach Zivota, mozno ucelne riesit cestou
vyzivy. V stcasnosti sa v zahrani¢i vyvijaji rozne nutriCne orientované
preparity s GLA. Zdrojom tejto mastnej kyseliny st doposial' najmi semend
niektorych rastlin a morské ryby. Potencidlnymi producentmi tejto kyseliny
si tiez mikroorganizmy. Sthrnne je problematika produkcie a aplikdcie
kyseliny y-linolénovej rozoberand v prici [62].

Tento krdtky literdrny prehfad by mal dostatoCne poukdzat na atraktivitu
produkcie kyseliny L(+) mlieCnej a y-linolénovej pomocou vidknitych hub
rodu Rhizopus. Uvedeny mikroorganizmus, doposial Studovany osobitne
na produkciu obidvoch kyselin, umoziuje totiz spojenie pripravy dvoch
odlisnych metabolitov v jednom fermenwénom cykle. Naviac, je velmi
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Zobrym a atraktivnym modelom na Stidium vzfahov medzi produkciou
crimdrnych metabolitov a lipogenézou u vldknitych hib.
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Production of L-lactic acid and y-linolenic acid by Rhizopus spp.

Summary

Information on the production of the L-fuctic ucid by the llamentous fungi genus Rhizopus is
presented. Microbiological, biochemical and technological aspeets of the L-lactic acid formation by
filumentous fungi are discussed. Paper presents areview about the lipid biosynthesis during formation
of the L-lactic acid by Rhizopus spp. The biomass ot this fung is the valuable source of microbial
lipids, manly polyunsaturated latty acids, The puper presents also the information concerning
the usage of both metabohtes in food and other industrics.




