Badanie stezenia kwasu mlekowego, otrzymanego
w procesie fermentacji mlekowej laktozy, zawartej
w serwatce poprodukcyjnej przy udziale Lactobacillus
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Serwatka jako odpad produkcyjny z przemystu mleczarskiego
jest ztozong mieszaning wielu wartosciowych sktadnikow: biatek,
laktozy, ttuszczéw, zwiazkéw wapnia i fosforu, kwaséw organicz-
nych oraz witamin. Jednoczesnie stanowi surowiec nietrwaty, gdyz
szybko psuje si¢ z powodu obecnej mikroflory. Ze wzgledu na swoje
specyficzne wilasciwosci, serwatka moze by¢ doskonatym medium
do rozwoju bakterii w warunkach laboratoryjnych. W zaleznosci
od metod technologicznych produkcji wyrobéw serowo-mleczar-
skich, zaktady mleczarskie wytwarzaja trzy typy serwatki: pod-
puszczkows (tzw. stodka), kwasowa (tzw. kwasna) oraz mieszana.
Serwatka podpuszczkowa otrzymywana jest przy produkcji serow
dojrzewajacych (sery zoite), zas kwasowa otrzymuje sig przy wy-
twarzaniu twarogow (seréw biatych). Serwatki te réznia sig sktadem
chemicznym oraz wtasciwosciami fizyko-chemicznymi. Serwatka
kwasowa (pH 3,8—4,6) charakteryzuje sie wyzszym udziatem kwasu
mlekowego (do 0,7%) oraz nizsza zawartoscia biatek niz serwat-
ka podpuszczkowa (pH 5,2-6,7) [I, 2]. Roczna produkcja serwatki
w Polsce wynosi od ok. 2 do 3 mIn m. Szacuije sie, ze z catkowitej
objetosci mleka wykorzystywanego do produkcji seréw i twaro-
gow, ok. 65-90% odpadu opuszcza proces technologiczny jako ser-
watka [3]. Jednym z biotechnologicznych kierunkéw przetwarzania
serwatki jest otrzymywanie kwasu mlekowego w procesie fermen-
tacji mlekowej. Wysoka zawarto$¢ laktozy (do 6%) w serwatce daje
ekonomiczne podstawy do wydzielania jej z tego produktu. Laktoza
wykorzystywana jest w procesie fermentacji mlekowej, w ktérej
ulega przemianie do kwasu mlekowego przy udziale bakterii kwasu
mlekowego (z ang. Lactic Acid Bacteria, LAB) [4, 5]. Produkcja kwa-
su mlekowego w procesie fermentacji mlekowej z udziatem LAB
ma te¢ zalete, w pordwnaniu z synteza chemiczng, ze przy odpo-
wiednim doborze szczepu bakterii otrzymuje si¢ okreslony izomer
kwasu mlekowego [6].

Bakterie kwasu mlekowego (charakterystyka LAB)

Bakterie kwasu mlekowego (LAB) stanowia bardzo rozbudo-
wang grupe mikroorganizmoéw, ktérych wspoélng cecha jest zdol-
nos¢ do fermentacji mlekowej. Do tej grupy bakterii zalicza sie
Gram-dodatnie ziarniaki: Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc,
Enterococcus, Oenococcus i Pediococcus oraz Gram-dodatnie, nie-
przetrwalnikujace laseczki z rodzaju Lactobacillus i Carnobacterium.
Mikroorganizmy te réznia si¢ wymaganiami odzywczymi, rodzajem
produkowanych metabolitéw, odczynem podtoza hodowlanego
i temperaturg hodowli. Wsrod nich wystepuja gatunki termofilne
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(wzrost w temp. 37-45°C) oraz mezofilne (wzrost w temp.: 20—
28°C). Wiekszos¢ z nich nalezy do wzglednych beztlenowcéw, cho¢
mozna spotka¢ takze gatunki bezwzglednie beztlenowe. Sposrod
LAB uzywanych jako kultury startowe w przetwérstwie mleczar-
skim, tylko bakterie Lactobacillus (L. helveticus, L. delbrueckii ssp.
bulgaricus) preferuja srodowisko o pH 5,5-5,8. Podczas wzrostu
i fermentacji, pH podtoza obniza sie na skutek akumulacji kwasow
organicznych, w tym kwasu mlekowego [7-+ 10].

Biotechnologiczna produkcja kwasu mlekowego

Nowoczesne podejscie do zagadnienia biotechnologicznej produk-
cji kwasu mlekowego zakiada zastosowanie produktéw odpadowych
generowanych przez rézne gatezie przemystu, gtéwnie spozywczego,
jak réwniez produktéw rolnych. Wéréd surowcéw odnawialnych sto-
sowanych do produkgji kwasu mlekowego mozna wyréznic:

— surowce skrobiowe: ziemniaki, pszenice, kukurydze, kassawe, ryz,
sorgo, zyto, owies, jeczmien

— przemystowe produkty odpadowe: melase i serwatke

— surowce celulozowe: sfome ryzowa, pszeniczna i kukurydziang oraz
wtdkna lucerny, drewno odpadowe, makulature [1 | +13].

Jak wspomniano, mikroorganizmy zdolne do produkcji kwa-
su mlekowego to przede wszystkim LAB i dominuja one wsréd
producentéow kwasu mlekowego, wykorzystywanych na skale
przemystowa. Nalezy jednak nadmieni¢, iz mikroorganizmy te po-
siadaja wysokie wymagania pokarmowe, wynikajace z braku zdol-
nosci syntezy przez bakterie mlekowe witamin z grupy B oraz
aminokwaséw. Wymagaja one wzbogacania pozywki produkcyjnej
organicznymi, tatwo przyswajalnymi zrédtami azotu, witaminami
oraz mikroelementami [I 1+ 15]. Wydajnos¢ produkcji kwasu mle-
kowego dla poszczegélnych szczepéw LAB jest rézna, a dodatko-
wy wplyw na jej efektywno$¢ ma rodzaj substratu, zastosowanego
w podtozu (Tab. I).

Za bogate zrédto wegla do produkcji kwasu mlekowego przyj-
muje sie najczesciej serwatke, ktéra jest produktem ubocznym
otrzymywanym w przemysle mleczarskim. Obok zrédfa wegla, ja-
kim jest laktoza, zawiera ona biatka, a takze sole mineralne i ttusz-
cze. Catkowite wykorzystanie laktozy mozliwe jest w przypadku
suplementowania pozywki hodowlanej dodatkowymi zrédtami
azotu. Opracowane zostaly technologie stosujace jako dodatki
do medium produkcyjnego ekstrakt drozdzowy, pepton, mleko
w proszku oraz make sojowa i namok kukurydziany. Bakteriami
stosowanymi do produkcji kwasu mlekowego z serwatki sa szcze-
py L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. helveticus, jak réwniez L. casei,
L. lactis oraz S. thermophilus [I1, 13]. Wymienione szczepy LAB
przeprowadzaja fermentacje mlekowg laktozy na drodze réznych
szlakéw metabolicznych [36].
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Tablica |

Charakterystyka fizjologiczna wybranych bakterii szczepu Lactobacillus i ich efektywnos$¢ produkcji kwasu mlekowego na podtozach
Z réznymi substratami

Zawartosé L. .
Szczep bakterii Temperacura kwasu mleko- Wadainose produlci Litera-

Substrat optymalna, Typ fermentacji mlekowej kwasu mlekowego,

kwasu mlekowego c wego, | tura
g/ g/l , godz
Kukurydza Lactobacillus amylovorus 32-45 Heterofermentacja 10,1 0,8 [16]
Kassawa Lactobacillus amylovorus 32-45 Heterofermentacja 4,8 0,2 [16]
Ziemniaki Lactobacillus amylovorus 32-45 Heterofermentacja 4,2 0,1 [17]
Lactobacillus amylophilus 37-45 Homofermentacja 27,3 0,3 [18]
Jeczmien Lactobacillus casei 28-32 Fakultatywnie heterofermentacja 162,0 34 [19]
Lactobacillus helveticus 37-45 Fakultatywnie heterofermentacja 66,0 1,4 [20]
Lactobacillus bulgaricus 45-52 Homofermentacja 20,8 0,3 [21]
Serwatka Lactobacillus casei 28-32 Fakultatywnie heterofermentacja 46,0 4,0 [22]
Melasa Lactobacillus delbrueckii 45-52 Homofermentacja 90,0 3,8 [23]
Drewno Lactobacillus delbrueckii 45-52 Homofermentacja 108,0 0,9 [24]
Celuloza Lactobacillus coryniformis subsp. torquens 37-45 Fakultatywnie heterofermentacja 24,0 0,5 [17]
Pszenica Lactobacillus lactis subsp. lactis 28-32 Homofermentacja 106,0 1,0 [25]
Zyto Lactobacillus paracasei 10-37 Heterofermentacja 84,5 2,4 [26]
Sorgo Lactobacillus paracasei 10 -37 Heterofermentacja 81,5 2,7 [26]
Lactobacillus paracasei 10-37 Heterofermentacja 106,0 3,5 [27]
Ryz Lactobacillus sp. 32-45 Homofermentacja 129,0 29 [28]
Kozie mleko Lactobacillus acidophilus 37-45 Homofermentacja - 2,4 [29]
Lactobacillus plantarum 28-32 Homofermentacja 41,0 1,0 [30]
Lactobacillus brevis 28-32 Heterofermentacja ~15,0 - [35]
Laktoza Lactobacillus fermentum 28-32 Heterofermentacja ~15,0 - [35]
Lactobacillus bifidus 37-45 Homofermentacja ~20,0 - [35]
Lactobacillus caucasicus 37-45 Homofermentacja ~20,0 - [35]
Lactobacillus thermophilus 45-52 Homofermentacja ~30,0 - [35]
Scieki winiarskie Lactobacillus pentosus 28 - 32 Homofermentacja 21,8 0,8 [31]
Celobioza Lactobacillus delbrueckii 45-52 Homofermentacja 90,0 2,2 [32]
Scieki papiernicze Lactobacillus rhamnosus 45 - 52 Fakultatywnie heterofermentacja 73,0 2,9 [33, 34]

Ze wzgledu na sposéb metabolizowania heksoz, LAB mozna po-
dzieli¢ na dwie podstawowe grupy:

— homofermentatywne, tj. takie, ktére wytwarzaja wytacznie lub pra-
wie wyfacznie (90%) kwas mlekowy

— heterofermentatywne, produkujace oprécz kwasu mlekowego tak-
ze dwutlenek wegla, kwas octowy, kwas mréwkowy i/lub etanol

— oraz dodatkowo mozna wyrézni¢ grupe bakterii mlekowych fakul-
tatywnie heterofermentatywnych [4, 8, 11, 12].

Kryteria doboru odpowiednich szczepéw bakterii produkcyjnych
zaleza od pozadanych cech produktu korcowego fermentaciji. Naj-
czesciej preferuje sie termofilne szczepy produkujace kwas mlekowy
w krotkim czasie, wytwarzajace niewiele produktéw ubocznych, a tak-
ze silnie dominujace w srodowisku. Zaleta wykorzystania szczepéw
termofilnych, tj. bakterii z rodzajéw Streptococcus lub Enterococcus,
jest podwyzszona temperatura procesu (40-50°C), co zapobiega roz-
wojowi niekorzystnej mikroflory, mogacej zakidci¢ przebieg fermen-
tacji mlekowej. Dodatkowo, jednym z czynnikéw selekcyjnych przy
wyborze odpowiednich szczepéw jest forma produkowanego kwasu
mlekowego. Poszczegdlne gatunki LAB syntetyzuja go w trzech for-
mach: prawoskretnej L(+), lewoskretnej D(-) oraz ich mieszaniny ra-
cemicznej. Kwas mlekowy uzyskiwany na drodze syntezy chemicznej
produkowany jest wytacznie w postaci mieszaniny racemicznej i jest
nieprzydatny do wytwarzania taktycznego polilaktydu (PLA) o odpo-
wiednich wiasciwosciach termoplastycznych [I I, 37].

Rodzaj syntetyzowanego izomeru optycznego uzalezniony jest
od stereospecyficznosci dehydrogenaz mleczanowych (LDH) oraz
aktywnosci racemazy mleczanowej (konwertujacej forme L(+)
w D(-), lub odwrotnie). Czysto$¢ optyczna kwasu mlekowego jest
réwniez istotna dla wiasciwego przebiegu procesu polimeryzacji PLA
[37]. Domieszka enancjomeru D(-) podczas syntezy L-laktydu, pro-
duktu posredniego procesu polimeryzacji, prowadzi do powstania
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DL-laktydu, obniza to wydajnos¢ syntezy polilaktydu, zmniejsza jego
zdolno$¢ do krystalizacji, co wptywa na wtasciwosci fizykochemicz-
ne polimeru (termoplastycznos¢, wytrzymatosé, lepkos¢). PLA moze
wystepowa¢ w formie homochiralnych, izotaktycznych polimeréw
L-PLA i D-PLA lub jako heterochiralny, amorficzny polimer o beztad-
nym rozktadzie jednostek D i L, co moze powodowa¢ niepozadane
zmiany we wiasciwoséciach mechanicznych i reologicznych polime-
ru. Szczepy, ktore posiadaja zdolno$¢ biosyntezy kwasu mlekowego
w formie L(+), s3 szczegélnie cenne, gdyz istnieje zapotrzebowanie
zwlaszcza na produkty bedace pochodnymi tego izomeru. Niewat-
pliwe zalety LAB w produkcji izomeréw kwasu mlekowego spowo-
dowaty, iz znalazty one zastosowanie w przemystowej syntezie tych
zwiazkéw [38, 39].

Ogolne wtasciwosci podiozy i pozywek hodowlanych (mikro-

biologicznych)

Pozywki do hodowli bakterii powinny charakteryzowac¢ sie naste-

pujacymi cechami [40, 41]:

* powinny zawieraé¢ pierwiastki biogenne (C, O, H, N, P, S), sole
mineralne z kationami (Na, Ca, K, Mg), mikroelementy (Mn, Zn,
Mo, Cu, Co, Ni), substancje wzrostowe

* powinny wykazywa¢ optymalny odczyn oraz potencjat redoks

* powinny charakteryzowac¢ sie odpowiednia wartoscia cisnienia
osmotycznego

* powinny by¢ przejrzyste (wyjatek: podioza zawierajace zwiazki
nierozpuszczalne, np. CaCO,, tluszcze)

* musza by¢ jatowe.

Stosowane podtoza dzieli sie ze wzgledu na konsystencje:

¢ stafe (zestalone agarem odzywczym badz zelatyna odzywcza), za-
wierajace 1,5-2 % agaru i stuzace do namnazania bakterii oraz
réznicowania
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* polplynne, zawierajace 0,1-0,7 % agaru i majace zastosowanie
w hodowli mikroorganizméw o mniejszym zapotrzebowaniu
na tlen, oraz ptynne (zwykty bulion odzywczy), ktére wykorzysty-
wane s3 gléwnie do namnazania bakterii [3+5]

* ze wzgledu na pochodzenie wyrézniamy podtoza naturalne, pot-
syntetyczne i sztuczne.

Naturalne, to podtoze o nie w petni zdefiniowanym sktadzie che-
micznym zawierajace wyciagi z tkanek roslinnych lub zwierzecych,
podtoza sztuczne to podfoza o Scisle okreslonym i znanym skfadzie
chemicznym. Oprocz tego istniejg takze pozywki potsyntetyczne, cze-
$ciowo poznane pod wzgledem skfadu chemicznego, np. podtoze M9
wg Adamsa wzbogacone dodatkiem glukozy [42+44].

Podtoza dzieli si¢ réwniez ze wzgledu na zawarto$¢ sktadni-
kow odzywczych. Wyréznia sie: podfoza minimalne, zawierajace
wytacznie te skfadniki, ktére sg niezbedne do podtrzymania funk-
cji zyciowych okreslonej grupy mikroorganizméw oraz podtoza
wzbogacone, gdzie poza podstawowymi sktadnikami, znajduja
si¢ jeszcze dodatkowe, takie jak: krew barania, glukoza i witaminy.
Stosuje sie réwniez podtoza namnazajace, ktére stuza do otrzymy-
wania duzej biomasy badanego szczepu i najczesciej s3 to podtoza
ptynne; podtoza réznicujace, gdzie moze rosna¢ kilka lub kilkana-
$cie gatunkéw bakterii oraz podioza wybiorcze z dodatkiem takich
substancji, ktére umozliwiajg wzrost tylko okreslonych gatunkéw
bakterii, a jednoczesnie hamuja wzrost innych gatunkéw. Pozywki
wybidrczo-namnazajace (selekcyjne) sa to podioza, na ktérych
rosnie ograniczona liczba gatunkéw bakterii, przyktadem moze by¢
podtoze agarowe typu MRS. Stuzy ono do wykrywania obecnosci
i oznaczania liczby bakterii kwasu mlekowego rodzaju Lactobacillus
w serwatce i produktach spozywczych. Podtoze wykorzystywane
jest w wykrywaniu wszystkich Lactobacillus z wolno rosnacymi (L.
brevis i L. fermenti) wiacznie oraz Bifidobacterium spp. Czynnikami
selekcyjnymi podifoza MRS sg cytrynian amonu i octan sodu, hamu-
jace wzrost bakterii Gram-ujemnych. Podtoze to moze by¢ stoso-
wane do metody posiewéw powierzchniowych i wgtebnych. Lacto-
bacillus spp. sa bakteriami mikroaerofilnymi i do inkubacji zalecana
jest atmosfera wzbogacona 5% CO, [42+46].

Techniki analizy zawartosci kwasu mlekowego w bulionie
fermentacyjnym

W literaturze mozna znalez¢ wiele informacji na temat metod
badan jakosciowych i ilosciowych kwasu mlekowego. Jednak wsréd
powszechnie stosowanych norm analitycznych na szczegdélng uwa-
ge zastuguja te, ktére dotycza technik oznaczania zawartosci kwasu
mlekowego w produktach przemystu mleczarskiego, mianowicie od-
powiednio wykorzystujacych metode alkacymetrii potencjometrycz-
nej lub spektrofotometrii. Po dokonaniu ich modyfikacji opracowano
na potrzeby realizowanego projektu Normy Zaktadowe, ktére wdro-
zono w ramach prowadzonych badan wiasnych nad serwatkami po-
produkcyjnymi i bulionami fermentacyjnymi.

Pierwsza norma wtasna (Norma Zakifadowa ZN-G 2:2013), do-
tyczaca bezposredniego oznaczania zawartosci kwasu mlekowego
metoda miareczkowania potencjometrycznego, ma zastosowanie
w przypadku bulionu fermentacyjnego, serwatki, mleka i ich roztwo-
réow. Zostata ona opracowana na podstawie polskiej normy PN-I-
SO 6091:2012 [48]. Metoda oznaczania polega na miareczkowaniu
do pH 8,40 badanej prébki mianowanym 0,1 M roztworem wodo-
rotlenku sodu wobec 1% roztworu fenoloftaleiny jako wskaznika
pomocniczego.

Przedmiotem kolejnej normy wiasnej (Norma Zakiadowa ZN-G
5:2012) jest kolorymetryczne oznaczanie zawartosci kwasu mleko-
wego metoda kompleksu LA-Fe (lll) w produktach mlecznych oraz
roztworach kwasu mlekowego nieprzekraczajacych stezenia 1% [49].
Norme te opracowano na podstawie wczesniejszych norm o charak-
terze nie tylko polskim ale i europejskim: PN-EN ISO 8069:2008 [50],
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PN-A-86060:1994 [51]i PN-A-86062:1994 [52]. Kompleks kwasu mle-
kowego z zelazem(lll) powstaje w wyniku reakcji kwasu z chlorkiem
zelaza(lll), a pomiar jego absorbancji dokonuije sig przy dtugosci fali 410
nm z zastosowaniem spektrofotometru. Zawartos¢ kwasu mlekowego
dla badanej prébki, wyrazonej wg na 100 ml, odczytuje sie z wczesniej
sporzadzonej krzywej wzorcowej.

Metoda enzymatyczna oznaczania zawartosci kwasu mleko-
wego i mleczanéw stanowi trzecia technike analityczng stosowana
w trakcie zaktadowej praktyki laboratoryjnej, a jej podstawe sta-
nowi miedzynarodowa norma PN-EN ISO 8069:2008 [50]. Meto-
da ta jest najdoktadniejsza sposréd wymienionych trzech technik
analitycznych, gdyz pozwala na wyznaczenie zawartosci poszcze-
goélnych izomeréw kwasu mlekowego. Jako wzorce przyjmuije sie
odpowiednio roztwér D-mleczanu litu lub L-mleczanu litu w ste-
zeniu 50 mg/l w zaleznosci od tego, ktérego izomeru zawartos¢
jest oznaczana. Metode tg stosuije sie dla bulionu fermentacyjnego,
serwatki, mleka i ich roztworéw, ktére nie tylko uprzednio odbiat-
czono, ale takze pozbawiono zawartosci ttuszczéw. W metodzie tej
filtrat badanej probki jest poddawany dziataniu enzyméw: dehydro-
genazy L-mleczanowej (L-LDH) i dehydrogenazy D-mleczanowej
(D-LDH) w obecnosci dinukleotydu nikotynoamido-adeninowego
(NAD), w celu utlenienia mleczanu do pirogronianu i przeksztaf-
cenia NAD do jego zredukowanej formy NADH. llos¢ powstatego
NADH jest oznaczana spektrofotometrycznie przy dtugosci fali 340
nm i jest proporcjonalna do zawartosci kwasu mlekowego i mlecza-
néw w badanej probce.

Techniki analizy zawartosci laktozy w bulionie
fermentacyjnym

Serwatka jest bogatym, naturalnym zrédtem laktozy, dzigki cze-
mu moze by¢ wykorzystywana do prowadzenia procesu fermentagiji
mlekowej. W procesie tym laktoza, jako gtéwny substrat fermentagiji
mlekowej przy udziale bakterii kwasu mlekowego, przeksztafcana jest
do kwasu mlekowego. W trakcie procesu fermentacji mlekowej za-
wartos¢ laktozy w hodowlach mikrobiologicznych ulega zmniejszeniu.
Aby poprawnie monitorowa¢ proces fermentacji mlekowej, na kaz-
dym jego etapie nalezy oznaczy¢ m.in. zawartos¢ laktozy w reaktorze
fermentacyjnym [47, 53, 54].

Ogolnie metody oznaczania weglowodanéw mozna podzieli¢
na: fizyczne (metody densymetryczne, refraktometryczne, polary-
metryczne), fizykochemiczne (metoda antronowa, rezorcynowa,
zelazocyjankowa) oraz biologiczne. Jednak najwigksze znaczenie
w ilo$ciowym oznaczaniu weglowodanéw maja metody chemiczne
oparte na redukgji soli miedzi(ll) w $rodowisku alkalicznym (me-
toda Bertranda, Fehlinga, Lane-Eynona, Luffa-Schoorla). Metody
chemiczne z powodzeniem mozna wykorzystywa¢ do oznaczania
zawartosci laktozy w prébkach pochodzacych z procesu fermen-
tacji mlekowej. Wtasciwosci redukujace, opréocz weglowodandw,
posiadaja takze aminokwasy, biatka, kwasy organiczne, aldehydy
oraz zasady purynowe. Dlatego przed przystapieniem do analizy,
aby nie zawyzy¢ wynikéw, nalezy w pierwszej kolejnosci oczysci¢
badang probke z réznych zanieczyszczen. Jedng z metod najczesciej
stosowanych do tego celu jest metoda Carreza, ktéra polega na wy-
korzystaniu w jednakowej objetosci heksacyjanozelazianu(ll) pota-
su i siarczanu(VI) cynku(ll) oraz utworzeniu koloidalnego roztworu
heksacyjanozelazianu(ll) cynku(ll). Powstaty roztwoér ma charakter
miceli, ktore absorbujg substancje wielkoczasteczkowe, oczyszcza-
jac badana prébke z zanieczyszczen. Po oczyszczeniu prébki mozna
przystapi¢ do wiasciwej analizy. W praktyce laboratoryjnej jedna
z najczestszych metod do oznaczania cukréw redukujacych (m.in.
laktozy) w bulionie fermentacyjnym jest metoda Bertranda PN-
67/A-86430 [55]. Oznaczanie laktozy przeprowadza sie metoda
posrednig na podstawie ilo$ci roztworu manganianu(VIl) potasu zu-
Zytego na miareczkowanie jondéw Fe?* odpowiadajacych ilosciowej
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redukcji jonéw Cu?* do Cu* za pomocg laktozy zawartej w badanej
serwatce. Reakcja zachodzi w srodowisku alkalicznym (pH ok. 12)
oraz w podwyzszonej temperaturze. Po dodaniu do roztworu
laktozy odczynnikéw Bertranda | i Il (zawierajacych pieciowodny
siarczan(VI) miedzi(ll), winian sodowo-potasowy i wodorotlenek
sodu) i po ogrzaniu, laktoza zawarta w prébce redukuje iloscio-
wo powstaly w roztworze kompleks miedzi(ll) do tlenku miedzi(l).
Wytracone jony miedzi(l) ulegaja utlenieniu w reakcji z trzecim pty-
nem Bertranda (kwasny roztwér siarczanu(VI) zelaza(lll)) do jonéw
Cu?*, a jony Fe** redukcji do jonéw Fe?*. llo$¢ jonéw Fe?* oznacza
sie przez miareczkowanie mianowanym roztworem manganianu
(VIl) potasu. llos¢ oznaczonego w ten sposéb Cu,O przelicza sig
na zawarto$¢ cukru, korzystajac z odpowiednich tablic [47, 53].
Po dokonaniu modyfikacji przeliczania zawartosci laktozy opraco-
wano na potrzeby realizowanego projektu Norme Zaktadowa (ZN-
G 1:2013), w ktorej zawartos¢ laktozy oblicza sie ze wzoru:

C.fur.ru.\'v = V'{n_(]z,m,; KMnOy) ’ 0,604 I:g/loomtf:|

gdzie:

V — objetos¢ uzytego do miareczkowania KMnO, (o stezeniu
0,02 mol/dm?)

0,604 — przelicznik dla laktozy w 10 ml.

Badania wtasne

W ramach projektu Programu Operacyjnego Innowacyjna Go-
spodarka 2007-2013, realizowanego przez Glokor Sp. z o.0., pod-
jeto prébe opracowania instalacji przemystowej do przetwarzania
odpadu z przemystu mleczarskiego przy jednoczesnym uzyskaniu
biopolimeru biodegradowalnego. Badania wtasne podzielono na kil-
ka etapéw. W pierwszym etapie badan skupiono si¢ na otrzyma-
niu w procesie fermentacji mlekowej kwasu mlekowego z laktozy
zawartej w serwatce kwasnej. Do badan fermentacji mlekowej
zastosowano szczepy bakterii kwasu mlekowego: Lactobacillus
delbrueckii, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum, Lacto-
bacillus casei oraz Lactobacilus fermentum. Szczepy bakterii kwasu
mlekowego pochodzity z kolekcji Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu. Bakterie kwasu mlekowego
inkubowano na réznych pozywkach statych (ACA, YGA, MRS, agar),
anastepnie przeniesiono je do reaktora fermentacyjnego z pozywka
ptynna. W celu optymalizacji procesu fermentacji mlekowej prze-
analizowano rézne szczepy bakterii kwasu mlekowego, sktad po-
zywek, wptyw temperatury, pH oraz dtugos¢ procesu. Dodatkowo
zbadano odpornos¢ srodowiska produkcyjnego na obecnos¢ mikro-
flory szkodliwej. Na kazdym etapie procesu fermentacji mlekowej
oznaczono zawartos$¢ laktozy zmodyfikowana metoda Bertranda
oraz kwasowos$¢ metoda potencjometryczna.

Laseczki bakterii kwasu mlekowego zostaly zidentyfikowane
pod mikroskopem optycznym DELTA Optical, przy powigkszeniu
optycznym x400 i x600. Preparaty wykonano w oparciu o Norme
Zaktadowa, wykorzystujac barwienie Grama [46]. W koncowym
etapie procesu fermentacji mlekowej uzyskano stezenie kwasu
mlekowego w przedziale 3-4% w zaleznosci od zastosowanych
warunkéw. Otrzymany w wyniku fermentacji mlekowej kwas mle-
kowy oczyszczono z brzeczki fermentacyjnej, a nastepnie zatezono
w procesie membranowym. W ostatnim etapie uzyskany kwas mle-
kowy polimeryzowano do PLA, co wcze$niej opisano w miesieczni-
ku CHEMIK, 2014, 68, 8 [37].

Podsumowanie

Niniejsza publikacja stanowi przeglad literaturowy dotycza-
cy procesu fermentacji mlekowej oraz opis badan wtasnych nad
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opracowaniem metod analitycznych kwasu mlekowego i laktozy
oraz optymalizacja procesu fermentacji mlekowej laktozy zawar-
tej w serwatce poprodukcyjnej do kwasu mlekowego. Zagospoda-
rowanie odpadu uciazliwego dla $rodowiska, jakim jest serwatka
kwasna stanowi dla przemystu mleczarskiego duzy problem gospo-
darczy i ekonomiczny. Utylizacja tego odpadu jest znacznym obcia-
zeniem finansowym dla zaktadéw mleczarskich. Wydaje sie stuszne,
ze zastosowanie serwatki jako substratu podtoza fermentacyjnego
jest innowacyjnym pomystem jej zagospodarowania. Omawiane
w artykule procesy zastosowania serwatki w procesie fermentacji
mlekowej sa nadal nowym zagadnieniem, ktére wymaga prowa-
dzenia dalszych prac badawczych, zwtaszcza w duzych instalacjach
przemystowych.

Podziekowania

Badania wspétfinansowane ze srodkéw projektu pn. ,Opracowania innowa-
cyjnej i proekologicznej technologii otrzymywania polimeréw biodegradowal-
nych” w ramach dziafania |.4. ,Wsparcie projektow celowych” osi priorytetowej
| ,,Badania i rozwoj nowoczesnych technologii” Programu Operacyjnego Innowa-
cyjna Gospodarka 2007-2013 realizowanego przez GLOKOR Sp. z 0.0. — numer
projektu POIG.01.04.00-24—124/11.
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Nanorewolucja, czyli expressem ku efektywnej terapii

Nanokapsutki bedace pecherzykowatymi uktadami transportuja-
cymi mogga zamyka¢ w swym wnetrzu wiele typéw zwiazkéw, np. wi-
taminy, hormony, leki przeciwnowotworowe czy tez czastki magne-
tyczne. Uzyskanie efektywnej metody otrzymywania nanono$nikéw
stanowi wielkie wyzwanie dla wspétczesnych badaczy. Doswiadczenia
skupiajace sie wokét strategii kontrolowanego uwalniania zawartosci
nosnika maja na celu przede wszystkim zwigkszenie wydajnosci enkap-
sulacji, skuteczng ochrone zawartego we wnetrzu nosnika zwiazku, ale
réwniez i wydtuzenie czasu, w ktorym sktadnik ten jest uwalniany.

Grupanaukowcéw z Wydziatu Chemii Uniwersytetu Jagiellonskie-
go, koordynowana przez dr. hab. Szczepana Zapotocznego, przed-
stawita ostatnio nowg interesujacg strategie otrzymywania nanokap-
sutek, ktéra moze by¢ przedmiotem dalszych badan o zastosowaniu
biomedycznym. Swoje wyniki naukowcy przedstawili w pracy pt. Na-
nocapsules Templated on Liquid Cores Stabilized by Graft Amphiphilic Po-
Iyelectrolytes w czasopismie Nanoscale. Do konstrukcji nanokapsutek
zawierajacych ciekty olejowy rdzen, badacze wykorzystali tzw. szcze-
pione amfifilowe polielektrolity, zbudowane z poli(2-akryloamido-2-
metylo- | -propanosulfonianu sodu) stanowiacego faricuch giéwny
oraz poliwinylonaftalenu tworzacego tancuchy boczne — PAMPS-gra-
ft-PVN. Synteze tego kopolimeru opracowali w swych poprzednich
badaniach. Otrzymanie nanokapsutek stabilizowanych przez PAMPS-
graft-PVN nie wymagato stosowania matoczasteczkowych surfaktan-
tow, co jest istotnym postepem w badaniach nad nanoformulacjami
emulsyjnymi. Kopolimer szczepiony jest makroczasteczka o budowie

246

rozgatezionej, ktérej rdzen stanowi tancuch polimerowy zbudowany
z meréw jednego rodzaju, podczas gdy boczne tancuchy zbudowane
sa z jednostek (merdw) drugiego rodzaju. Okreslenie amfifilowos¢
oznacza dwubiegunowy charakter czasteczki, tj. wystgpowanie w jej
strukturze zaréwno grup hydrofobowych, jak i hydrofilowych. Cha-
rakterystyczng wtasciwoscia polimeréw amfifilowych jest ponadto
ich zdolno$¢ do solubilizacji zwiazkéw organicznych, ktére cechuje
staba rozpuszczalno$¢ w wodzie.

Ptynny rdzen nanokapsufek stabilizowany kopolimerem PAMPS-
graft-PVN otrzymywano w wyniku bezposredniej emulsyfikacji poprzez
zmieszanie toluenu i PAMPS-graft-PVN w stosunku 1:10, a nastepnie
sonikacje uzyskanej mieszaniny. Taka strategia umozliwia enkapsula-
cje czasteczek aktywnych biologicznie o charakterze hydrofobowym.
Aby otrzymaé wielowarstwowe nanokapsutki, naukowcy postuzyli sig
metoda ,warstwa po warstwie” (LbL, ang. layer by layer), adsorbujac
kolejno warstwy polielektrolitéw: poli(chlorku diallilodimetyloamonio-
wego) (PADMAC) i wspomniany wczesniej PAMPS. Badacze zwracaja
uwage, ze na efektywnos¢ preparacji nanokapsutek miat wptyw nie
tylko sktad uzytego kopolimeru, ale réwniez rodzaj rozpuszczalnika,
ktory stanowit rdzen, kolejno$¢ mieszania i stosunek uzytych odczyn-
nikéw. Wyniki uzyskanych badan sa bardzo obiecujace. Potwierdzaja
wysoki potencjat aplikacyjny uzyskanych kapsut jako stabilnych zbior-
nikéw zwigzkdw o charakterze hydrofobowym, mogacych znalez¢
zastosowanie w wielu dziedzinach. (kk)

(http://biotechnologia.pl/, 1.04.2015)
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