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Sposéb wytwarzania kwasu D-mlekowego

Przedmiotem wynalazku jest sposdb wytwarzania kwasu D-mlekowego na drodze fermentacyjnej.

Z brytyjskiego opisu patentowego nr 1 157 213 znany jest spos6b wytwarzania kwasu D-mlekowego na
drodze fermentacyjnej. Stosowany w tym sposobie Lactobacillus leichmannii ATCC 4797 jest w stanie wytwo-
rzy¢ w ciggu 60 godzin 113 g kwasu D-mlekowego w 1 litrze pozywki zawierajacej obok innych zwyktych dodat-
kéw glukoze albo melasg z burakéw cukrowych.

Ze wzgledu na wzrastajgce zapotrzebowanie na kwas D-mlekowy jako substancje wyjsciowa do chemicz-
nych syntez zwigzkow optycznie czynnych powstata konieczno$¢ opracowania bardziej wydajnego sposobu jego
wytwarzania. Chodzito przy tym zwtaszcza o skrécenie czasu fermentacji oraz znalezienie mikroorganizmu,
ktéry zuzywa nie tylko glukoze i melase z burakéw cukrowych, lecz takze cukier mlekowy, ktéry wystepuje
w duzych ilosciach w serwatce. Cel ten zostat osiggniety za pomoca Lactobacillus bulgaricus.

Bakterie kwasu mlekowego Lactobacillus bulgaricus znane sq z tego, Ze ze wzgledu na wysoka aktywno$¢
w przemianie materii zdolne s do szczegdlnie szybkiej fermentacji. Stosuje sie je wiec do wytwarzania jogurtu,
przy czym sa one w stanie doprowadzi¢ fermentacje mleka do korica w ciqgu 4 godzin. Jednak wystepujace
w przyrodzie i w sfermentowanym mleku szczepy Lactobacillus bulgaricus nie wytwarzajg wiecej niz 26—30 g
kwasu mlekowego na litr Srodowiska. Wigcej niz potowa obecnego cukru mlekowego pozostaje nie przerobiona.

Niespodziewanie w zakwaszonej probce mleka znaleziono szczep Lactobacillus bulgaricus, ktérego wydaj-
no$¢ drogg planowanych selekcji udato sie tak dalece polepszy¢, ze wytwarza on do 115 g kwasu mlekowego na
litr Srodowiska. Doktadna identyfikacja tego szczepu wykazata, ze sktada si¢ on z dtugich Gram-dodatnich
pateczek, ktbre sa katalazo-ujemne, nieruchome i mikroaerofilowe oraz nie zawierajg sporéw. Ponadto mozna go
scharakteryzowa¢ za pomocg nastepujacych danych:

Przemiana materii: homofermentacyjna fermentacja kwasu mlekowego
gaz z glukozy: —
gaz z glukonianu: —
Wzrost w temperaturze 15°C: —
Wzrost w temperaturze 45°C: +
Wytwarzanie kwasu z rybozy: —
arabinozy: —
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ksylozy: —

mannitu: —

sorbitu: —

glukozy: +
i galaktozy: —

- laktozy: +

' maltozy: —

sacharozy: —

trehalozy: —

cellobiozy: —

melibiozy: —

rafinozy: —

salicyny: —

amigdaliny: —

Rozszczepianie argininy: —
Konfiguracja kwasu mlekowego: D (—)
Kwas dwuaminopimelinowy w $ciance komérki: brak

Szczep ten w niemieckim zbiorze mikroorganizmow zostat zdeponowany pod nr DSM 2129,

Nowy szczep Lactobacillus bulgaricus jest w stanie wyprodukowaé w ciggu 48 godzin do 115 g kwasu
D-mlekowego na litr Srodowiska. Szczep ten nie jest ponadto wyspecjalizowany pod katem fermentacji glukozy,
lecz prawie réwnie szybko jak glukoze poddaje fermentacji cukier mlekowy do kwasu mlekowego. W zwigzku
z tym serwatka wystepujaca w dutych iloSciach jako produkt odpadowy w przemy$le mleczarskim moZe by¢
stosowana jako Zrédto surowca do wytwarzania kwasu D-mlekowego. ‘

- Przedmiotem wynalazku jest wigc sposéb wytwarzania kwasu D-mlekowgo droga fermentacji pozywki
zawierajgcej glukoze i/lub cukier mlekowy iinne zwykte dodatki, w ktérym jako mikroorganizm produkujacy
kwas miekowy stosuje sie Lactobacillus bulgaricus DSM 2129. Cukier mlekowy stosuje si¢ przy tym na og6t
w postaci $wiezej serwatki albo w postaci zawiesiny sproszkowanej serwatki, przy czym ewentualnie mozna
jeszcze dodawaé tez glukoze.

Pozywki stosowane do uzysklwama kwasu D-miekowego s3 komponowane w znany sposéb. Obok glukozy
i/lub cukru mlekowego muszg -naturalnie zawieraé jeszcze Zrédto azotu, przy czym bierze sie pod uwage na
przyktad wyciag migsny, namok kukurydziany lub maczke sojowa. Ponadto dodaje si¢ tez sole mineralne
witaminy i Sodki powierzchniowo czynne. Jako $rodki powierzchniowo czynne bierze si¢ pod uwage zwtaszcza
wystepujace w handlu niejonowe $rodki powierzchniowo czynne, korzystnie produkty ciekte. Te Srodki powierz-
chniowo czynne na og6t zawierajg jako substancje czynnq polioksalkilany, np. produkty reakgji alkoholu i kwa-
séw z tlenkiem etylenu i/lub tlenkiem propylenu. Jako alkohole bierze si¢ pod uwage alkohole jedno- i wielowo-
dorotienowe, takie jak alkohole szeregu ttuszczowego, alkohole zywiczne, gliceryna, erytryt, pentaerytryt lub
slkohole cukrowe, jak sorbit i mannit, a jako kwasy zwtaszcza kwasy szeregu ttuszczowego i kwasy ¢ywiczne.
Korzystnie sq réwnieZ czesciowe estry takich wnelowanoﬁclowych alkoholi i wymienionych kwaséw, jak oksyety-
lany monooleinianu anhydrosorbitu.

Ze wzgledu na to, ze Lactobacillus bulgaricus DSM 2129 warazliwy jest na kwasy, nalezy powstajacy kwas
miekowy wigza¢ wodortienkami lub weglanami metali alkalicznych lub metali ziem alkalicznych, zwtaszcza
weglanem wapnia. W ten sposéb warto$é pH utrzymuje sie w zakresie 4,5—7, korzystnie 6,5—6,8. Kazdg pozyw-
ke przed zaszczepieniem Lactobacillus bulgaricus DSM 2129 nalezy poddac sterylizacji w celu usunigcia ewentu-
alnych zameczyszczel’t obcymi organizmami. W tym celu wystarczajgce jest ogrzewanie pozywki w ciggu 15 minut
do temperatury 121°C.

Jak we wszystkich procesach odfermentowywania kwasu mlekowego, réwniez w sposobie wodiug wynalaz-
ku naleZy zachowywaé warunki beztlenowe. Do tego celu wystarcza dwutienek wegla powstajacy przy zobojet-
nianiu kwasu mlekowego weglanem wapnia albo pokrycie Srodowiska fermentacyjnego warstwa azotu. Odfermen-
towywanie kwasu mlekowego moZna prowadzi¢ w temperaturze 30—50°C, korzystnie 40—45°C. Z powstajacej
w sposobie wedtug wynalazku soli kwasu D-mlekowego mozna otrzymywaé wolny kwas D-mlekowy za pomoca
wymieniaczy jonowych albo w przypadku mleczanu wapnia przez zakwaszanie kwasem siarkowym.

Wynalazek jest blizej obiainlany w nastepu;acych przyktadach, przy czym procenty oznaczajg procenty
wagowe.

Przyktad |. Rozwéj szczepu Lactobacillus bulgaricus DSM 2129. Stwierdzony w probce sfermentowa-
nego mieka szczep Lactobacillus bulgaricus wyodrebnia si¢ i hoduje na nastepujacej pozywce 1 (wszystkie dane
w g/litr): pepton kazeinowy (tryptycznie trawiony) — 10, ekstrakt migsny (Merck) — 10, ekstrakt drozdzo-
wy — 5, glukoza — 20, K;HPO4 — 2, octan sodu — 5, MgSO,4*7H,0 — 0,2, MnSQ,4 *H, O — 0,05, niejonowy $ro-
dek powerzchniowo czynny — 1 mi/litr.

Nastgpnie probki tego szczepu rozciericza sie i przeszczepia na ptytki agarowe otrzymane z tego samego
$rodowiska z dodatkiem 1,8% agaru. Zaszczepiane ptytki agarowe przechowuje si¢ nastepnie w warunkach bez-
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tlenowych w termostacie w temperaturze 45°C w ciggu jednego dnia.

Nastepnie pobiera si¢ 30 pojedynczych kolonii i kazdorazowo wprowadza do probéwek zawierajacych
nastepujaca pozywke 4 (dane w g/litr): glukoza — 50, CaCO5 — 70, ekstrakt drozdzowy — 7, namok kukurydzia-
ny (suchy) — 15, octan sodu — 5, niejonowy $rodek powierzchniowo czynny — 1 mi/litr.

Hodowle prowadzi si¢ w ciqgu 24 godzin w temperaturze 45°C. Po uptywie 24 godzin wyraZnie widaé
réznice pomigdzy hodowlami o zréznicowanej zdolnosci fermentacyjnej po kazdorazowo wytwarzanych ilo$
ciach kwasu D-mlekowego. Probéwke o najwyzszej zawartosci kwasu D-mlekowego stosuje si¢ do sporzadzania
nowego wymazu na ptytkach. Postgpowanie to powtarza sig regularnie w ciagu 8 tygodni, podnoszac przy tym
zawarto$¢ cukru w pozywce najpierw do 8%, a po nastepnych 5 tygodniach do 10%. Nastepnie szczep selekcjo-
nuje si¢ wciagu dalszych 12 tygodni, az do momentu uzyskania zdolnosci metabolizowania 100 g glukozy
w litrze potywki w ciagu 24 godzin do 65%, wytwarzajac 55 g kwasu D-mlekowego/litr. Calkowntq odbudowe
glukozy obserwuje sie po uptywie 36—40 godzin.

Przyktad Il. Uzyskany wedtug przyktadu | szczep Lactobacillus bulgaricus zaszczepia si¢ w probéw-
kach do hodowli drobnoustrojéw, przy czym kazda probéwka zawiera 15 ml pozywki 1. Probéwki utrzymuije sie
w temperaturze 45°C w ciagu co najmniej 8 godzin i najwyZej 20 godzin w potozeniu pionowym, po czym stosu-
je jako inokulum dla kultur w kolbach Erlemneyera, zawierajacych kazdorazowo po 250 ml pozywki 1, ktére
réwniez utrzymuje si¢ w temperaturze 45°C w ciagu 8—20 godzin. Zawarto$¢ 6 wy2ej wymienionych kolb Erlen-
meyera stuzy nastepnie jako inokulum dla fermentora o pojemnosci 30 litréw, do ktdrego uprzednio wprowadzo-
no nastgpujaca pozywke 2 (dane w g/litr): glukoza — 30, CaCO; — 15, ekstrakt drozdzowy — 7, pepton kazeino-
wy — 10, namok kukurydziany (suchy) — 20, octan sodu—5, niejonowy $rodek powierzchniowo
czynny - 1 mi/litr.

Zawarto$¢ fermentora miesza si¢ stosujac 100 obrotéw na minute i po 8—12 godzinach w temperaturze
45°C przeprowadza do fermentora o pojemnosci 270 litréw, zawierajacego wymieniona w przyktadzie | poZzyw-
ke 4 albo nastepujacq pozywke 3 (dane w g/litr): glukoza — 30, CaCO3; — 70, ekstrakt drozdzowy — 7, maczka
sojowa — 15, octan sodu — 5, niejonowy $rodek powierzchniowo czynny — 1 mi/litr.

Po podrosnigciu hodowli, to znaczy po uptywie okoto 6—8 godzin, dodaje sig jeszcze glukoze. Dodatkowa

- ilos¢ glukozy zalezy do stopnia zutycia glukozy i tworzenia kwasu. tacznie w ciqggu 40—50 godzin dodsje sie

ilo$¢ glukozy odpowiadajgca okoto 10% wagowych pozywki. Z glukozy tworzy si¢ 110—115 g kwasu D-mleko-
wego/litr Srodowiska hodowlanego (co odpowiada 159—166 g mleczanu wapnia). Wolny kwas mlekowy wyodreb-
nia si¢ zanymi metodami, a mianowicie przez wytracanie wapnia kwasem siarkowym, sgczenie, odparowywanie
i oczyszczanie drogq destylaciji w postaci estru etylowego lub metylowego.

Stosowanie pozywki 3 ma te zalete, Ze w produkcie koricowym nie wystepuje dajaca sie stwnerdzlé ilo$é
kwasu L-mlekowego. Pozywka 4 ma te zalete, Ze o wiele lepiej daje sie saczy¢ po fermentacji w poréwnaniu
z pozywka 3, poniewaz maczka sojowa w poZzywce 3 ulega tylko czesciowej odbudowie. Produkt wytwarzany
przy ufyciu pozywki 4 zawiera 1,5—2% kwasu L-mlekowego pochodzacego z namoku kukurydzianego wystepu-
jacego w pozywce.

Po przesgczeniu mozna rozszczepi¢ kwas L-mlekowy, przeprowadzajac przesqcz przez reaktor enzymatycz-
ny zawierajacy enzym, ktdry specyficznie rozszczepia kwas L-mlekowy. Nadaja si¢ tu uktady z L-laktatoksydaza,
L-laktatdehydrogenazg lub cytochromu b;. L-laktatdehydrogenaza wymaga stosowania NAD jako ko-faktora,
ktéry moze tez byé osadzony na noSniku iw zwigzku z tym moZe byé pbéZniej zregenerowany i ponownie
zastosowany. Dla cytochromu b, jako ko-faktor stosuje sie 2elazicyjanek, ktéry mozna ponowme utlenlé 2a
pomocg pradu elektrycznego na elektrodzie z metalu szlachetnego.

Przyk#tad Ill. Wytwarza sie kulture podstawowa i inokulum w spos6b opisany w przyktadzie I1, lecz -
jako pozywke stosuje sie nastepujacg pozywke 5, ktdéra jako substrat do fermentacji zawiera cukier mlekowy
(dane w g/litr): sproszkowana serwatka — 60, CaCO3 — 70, ekstrakt drozdZzowy — 3, maczka sqowa — 5, octan

sodu — 5, niejonowy $rodek powierzchniowo czynny — 1 ml/litr.

Analogicznie do przyktadu Il po podrosnieciu hodowli wprowadza si¢ dodatkowq ilo$é substratu cukrowe-
go, a to tak dtugo, az tacznie wprowadzana ilo$¢ cukru mlekowego wyniesie 130 g/litr. Tworzenie kwasu mleko-
wego trwa nieco dtuzej niz w przyktadzie |1, lecz dobiega korica po uptywie 45—55 godzin. Poza tym postepuje
sie, jak w przyktadzie 1. .

Przyktad IV. Kulture podstawowsa i inokulum uzyskuje si¢ pod azotem, jak opisano w przyktadzie I.
Stosuje si¢ pozywki 3,4 albo 5, lecz poczatkowo bez CaCOj;, ktéry dodaje si¢ pdZniej w postaci suchej lub
wpostaci 20% zawiesiny, tak aby warto$é pH nigdy nie obnizyta si¢ ponizej 5,5. Po 48 godzinach rozpoczyna sie
dodatkowe dawkowanie pozywki. Stopief rozciericzania wynosi poczatkowo 0,01 litra/godzine na litr pozywki,
przy czym taka samgq ilo$¢ cieczy odbiera sig z fermentora w spos6b ciagty. Stopieri rozciericzania powoli pod-
wy?szasie a¢ do wartosci 0,03—0,04 litra/godzine na litr pozywki, przy czym wyciek z fermentora wykazuje
zawarto$¢ 5—7% kwasu D-mlekowego. Z wycieku oddziela si¢ mase komérkowa za pomocs separatora, pracuja-
cego w sposéb ciggly i zawraca do 90% do fermentora. W cieczy znad osadu nastawia si¢ warto$¢ pH na 6,5 za
pomoca wodorotlenku wapnia i odparowuje do okoto 1/10 pierwotnej objgtoéci. W wymra2arce koncentrat
chtodzi si¢ do temperatury +4°C, przy czym wykrySta|izowuje mleczan wapnia. Stezony roztwér wptywa do
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wymrazarki w sposéb ciagty, podczas gdy wytracony mleczan wapnia usuwa sie w regularnych odstepach przy
uzyciu zaworu zasuwanego. £ug macierzysty zawraca si¢ do fermentora. Kwas mlekowy uwalnia si¢ z otrzymane-
go mleczanu wapnia za pomocg kwasu siarkowego i nastepnie saczenia.

Przyktad V. Ciagty sposéb wytwarzania kwasu mlekowego wedtug przyktadu IV powtarza sig z tg
roznica, ze do sterowania wartosciq pH stosuje sie nie CaCO3, lecz wodorotlenek sodu. Zaleta tego sposobu
polega na tym, ze mozliwe jest wtedy utrzymywanie wartosci pH 6,5—6,8, wskutek czego podwyzsza si¢ pred-
kosé odfermentowywania Lactobacillus bulgaricus DSM 2129, Otrzymany roztwo6r mleczanu sodu wprowadza sie
na kolumny jonowymienne, ktére adsorbujg kwas mlekowy. Po zatadowaniu kolumny kwasem mlekowym eluuje
sie go kwasem solnym. Po regeneracji za pomoca rozciericzonego tugu sodowego kolumne mozna ponownie
stosowaé do adsorpcji kwasu mlekowego. ‘

Zastrzezenia patentowe

" 1. Sposdb wytwarzania kwasu D-mlekowego drogg beztlenowej fermentacji pozywki zawierajacej glukoze
i/albo cukier mlekowy i inne zwykte dodatki w temperaturze 30—50°C przy wartosci pH, 45—7, znamien-
ny tym, Zejako drubnoustréj wytwarzajacy kwas mlekowy stosuje sie Lactobacillus bulgaricus DSM 2129,

2. Spos6b wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Ze fermentacje prowadzi sie w atmosferze gazu
ochronnego.

Pracownia Poligraficzna UP PRL. Nak$ad 100 egz.
Cena 100 z4
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