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KASUTATUD LUHENDID

ATP adenosiintrifosfaat

B. Bacillus

BC7 Bacillus coagulans SIM-7 (DSM 14043)

EMP Embden-Meyerhof-Parnas

HPLC korgsurve vedelikkromatograaf

Lb. Lactobacillus

LD4 Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii (DSM 20074)
LL3 Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis (DSM 20073)
LDH laktaadi dehiidrogenaas

NAD" nikotiinamiidadeniindinukleotiidi oksilideeritud vorm
NADH nikotiinamiidadeniindinukleotiidi redutseeritud vorm
PEP fosfoneoolpiiruvaat

PDH piiruvaadi dehiidrogenaas

PFL piliruvaadi formiaadi liiaas



SISSEJUHATUS

Piimhapet on toiduainete sdilitamiseks kasutatud juba aastatuhandeid.
Klassikalised piimhappebakterid tdrjuvad elutegevuse kiigus vélja patogeenid ja
annavad toidule meeldiva maitse ning aroomi. Ténapdeval on piimhappe
kasutusvoimalused mérksa laiemad. Seda tarvitab nii keemia-, ravimi-, kosmeetika- kui
ka tekstiilitoostus. Tehnilise piimhappe osas pole organoleptilised parameetrid midrava
tdhtsusega. Esikohale tdusevad kéddritamise kiirus ning produkti korge
1dppkontsentratsioon. Seetdttu on hakatud otsima tiivesid piimhappe todstusliku
tootmise tarvis. Ideaalne produtsent peaks taluma temperatuure, kus potentsiaalsed
reostajad elada ei suuda; tootma ainult lihte piimhappe optilist isomeeri; kannatama
korget siisinikuallika ja produkti kontsentratsiooni ning olema tolerantne hapniku
suhtes. Lisaks tootma kohe kasvatuse alguses piisaval hulgal biomassi, et
kaaritustsiikkel voimalikult lihike oleks. Lohnal ega maitsel pole madravat téhtsust,
loeb ainult piimhappe omahind.

Bakter Bacillus coagulans SIM-7 vastab nendele ndudmistele. Meie tddgrupis on
seda bakterit uuritud juba paar aastat. On kindlaks tehtud kasvatamiseks vajalikud
parameetrid, optimeeritud s66de ning lihvitud kultiveerimismeetodeid. Siiski polnud
enne kéesoleva t60 valmimist teaduslikku alust véita, et B. coagulans SIM-7 oleks
parem produtsent kui klassikalised piimhappebakterid. Kirjanduses leidus kiill andmeid
piimhappebakterite parameetrite kohta, kuid kahjuks ei saanud neid meie tulemustega
korvutada: liiga erinevad olid kasvatamise tingimused. Erapooletuks hinnanguks tuli
erinevaid tiivesid vorrelda sarnastes oludes.

Kéesoleva t00 eesmérgiks oli vorrelda tiive B. coagulans SIM-7 (DSM 14043)
klassikaliste piimhappebakteritega. Selleks tuli esmalt leida piimhappe produktsiooniks
optimaalsed parameetrid erinevate bakteritiivede jaoks: temperatuur, happelisus ning
neutraliseerimise Vviis.

Olen tanulik koigile, kes selle t66 valmimist otseselt voi kaudselt toetasid.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Piimhappekaarimine

Inimkond tunneb piimhappekiirimist juba ammustest acgadest. Hiinas kasutati
seda koogiviljade hapendamisel tuhandeid aastaid tagasi. Esimene kirjalik tdend
piimhappekdirimise rakendamise kohta pédrineb siiski Euroopast. Plinius kirjeldas
kapsaste hapendamist esimesel sajandil m.a.j. (Doyle et al., 1997).

Tanapéeval kasutatakse piimhapet veelgi laiemalt. Lisaks toiduainete séilitamisele
on tal oluline roll naha parkimisel, keemia-, ravimi-, kosmeetika- ning tekstiilitdostuses.
Aastane toodang on tdusnud 80 000 tonnini, sellest 90% on saadud mikroobse
fermentatsiooni tulemusena. Todstuslikult hakati piimhapet fermenteerima juba 1881.
aastal. Ulejdinud 10% tehakse siinteetiliselt laktonitriili ~hiidroliiiisides. Kuna
tulemuseks on L- ja D-laktaadi ratseemiline segu, ei saa siinteetilist piimhapet
toiduainetddstuses kasutada; on ju D-laktaat suurtes kogustes tervisele kahjulik.
Seevastu mikroobsel fermentatsioonil on voimalik kasutada tiivesid, mis toodavad
ainult iiht voi teist piimhappe optilist isomeeri (Hofvendahl et al., 1997).

Viimane on viga oluline kui piimhapet kasutada bioloogiliselt laguneva plastiku
toorainena. Kuna piimhappel on nii hiidroksiiiil- kui ka karbokstiiilriihm, on vdimalik
monomeerid tthendada poliiestriks. Poliilaktaat on tugev, vastupidav, histi toodeldav
ning bioloogiliselt lagundatav. Ainult puhast L-laktaati on voimalik kasutada optiliste
kaablite, vedelkristallide ning kvaliteetplastiku toorainena (Ohara ef al., 1996).

Mikroobse fermentatsiooni kasuks rddgib ka tdik, et toorainena on vdimalik
kasutada piimatdostuse jadke — nditeks vadakut — vOi odavaid poliisahhariide nagu
nditeks térklist voi tselluloosi. Tdnu odavale toormele on voimalik piimhappe omahinda

langetada iihe Ameerika dollarini kilogrammi eest (Akerberg et al., 2000).



1.1.1. Homofermentatiivne piimhappekaarimine

Homofermentatiivse piimhappekddrimise kéigus tekib valdava produktina
piimhape (vt joonis 1). Muid saadusi on alla 10%. Gliikoos suunatakse Embden-
Meyerhof-Parnase (EMP) ratta, mida tuntakse ka fruktoos-bisfosfaat aldolaasi raja nime
all. Seal tehakse 1 moolist gliikoosist summaarselt 2 mooli laktaati. Vabanenud energia
kasutatakse 2 mooli ATP tegemiseks substraatse fosforiililimise kéigus. Lisaks
redutseeritakse 2 NAD" molekuli 2 NADH-ks. Need omakorda oksiideeritakse siis, kui
ensiiiim laktaadi dehiidrogenaas (LDH) piiruvaati laktaadiks redutseerib (Litchfield,
1996).

dihtidroksii-
atsetoon-P
GLUKOOS 7. fruktoos 6-P 7. fruktoos 1,6-BP I
gliitseer-

LATP L ATP aldehiiiid-P

4 ATP
2 NADH .

2 piiruvaat

2 NADH
LDH
2 LAKTAAT

Joonis 1. Homofermentatiivne piimhappekdirimine: Embden-Mayerhof-Parnase
rada. Lithendid: P- fosfaat, BP- bisfosfaat, LDH- laktaadi dehiidrogenaas (Hofendahl et
al., 2000).

Tekkiva piimhappe optiline vorm sdltub laktaadi dehiidrogenaasist. L-LDH teeb
L-laktaati ning D-LDH vastavalt D-laktaati. Leidub mikroorganisme, kellel on ainult
iihte tiilipi ensiilime, aga ka neid, kellel on mdlemad. Viimasel juhul sdltub loodava
produkti isomeersus s06tme koostisest, pH-st, temperatuurist jt. teguritest. Vélised

tegurid voivad mikroobe homofermentatiivsest kddrimisest korvale kallutada. Madala



temperatuuri, sobimatu pH, gliikoosi nappuse voi teiste suhkrute olemasolul voib
mikroobide piliruvaadi metabolism muutuda. Hapete segu tekkelise fermentatsiooni (vt

joonis 2) kidigus tekib nii laktaati, slisthappegaasi, formiaati, atsetaati kui ka etanooli
(Hofvendahl et al., 2000).

LAKTAAT

1 NADH

LDH

FORMIAAT PURUVAAT CO,

PFL PDH

1 NADH
atsetitil-CoA

ATSETAAT W ETANOOL

1 ATP 2 NADH

Joonis 2. Hapete segu tekkeline fermentatsioon. Liihendid: LDH- laktaadi

dehiidrogenaas, PDH- piiruvaadi dehiidrogenaas, PFL- piiruvaadi formiaadi liiaas
(Hofendahl et al., 2000).

1.1.2. Heterofermentatiivne piimhappekaarimine

Heterofermentatiivne piimhappekéédrimine kulgeb fosfoketolaasi raja kaudu (vt
joonis 3). Seda kasutavad obligaatsed heterofermenteerijad heksooside ja pentooside
tarvitamiseks, aga ka fakultatiivsed heterofermenteerijad pentooside kadritamiseks.

Fosfoketolaasi rajas tehakse gliikoosist lisaks laktaadile ka siisihappegaasi, etanooli
ning atsetaati (Hofvendahl et al., 2000).



ATSETAAT ETANOOL

A
LATP  ¥.\ 2 NADH
e atsettiiil-P
1 ATP (6{07)
GLUKOOS 6-P-glukonaat ksiiluloos 5-P
1 NADH 1 NADH )
gliitseer-
1 NADH 2 ATP aldehiiiid-P
LAKTAAT ,4 piliruvaat
LDH
1 NADH

Joonis 3. Heterofermentatiivne piimhappekéddrimine: fosfoketolaasi rada.
Liihendid: P- fosfaat, LDH- laktaadi dehiidrogenaas (Hofendahl et al., 2000).

1.2. Piimhappe produtsendid

Juba esimesed pdllumehed ja karjased muistses Sumeris mérkasid piimaga
toimuvaid muutusi. Piima fermenteeriti ja juustu valmistati Eufrati ning Tigrise vahel
juba 8000 aastat tagasi (Ross ef al., 2002). Bakterite avastamiseni jouti alles késikdes
optika arenguga. 1659. aastal leidis Kircher piimas baktereid, kuid nende isoleerimise,
tdpsema kirjeldamise ning teadliku rakendamiseni jouti alles 19. sajandi 16pus ja 20.
sajandi alguses (Jay, 1986).

Kui Ohtumail kasutati toidu fermenteerimisel vdi konserveerimisel eelkdige
piimhappebaktereid, siis Oriendis eelistati hallitusseeni. Perekonna Mucor, Monila ning
Rhizopus hallitusi rakendati nii sojaubade, riisi, manioki kui ka kapsaste hapendamisel
(Doyle et al., 1997). Kuna kéesolevas tods hallitusseeni ei kasutatud, keskendume
eelkdige piimhappebakteritele.

Piimhappebakterid jaotatakse Bergey bakterimééraja jargi kolme riihma.

1. Grampositiivsed kokid nagu nditeks Lactococcus spp., Enterococcus spp.,

Pediococcus spp., Saccharococcus spp., Streptococcus spp. jt.



2. Mittesporuleeruvad grampositiivsed pulgad (Lactobacillus spp.).

3. Endospoore moodustavad grampositiivsed pulgad ja kokid: Bacillus spp.,
Sporolactobacillus spp. (Holt et al., 1994).

Koik nad kiidritavad sahhariide peamiselt piimhappeks. Enamasti on need bakterid
litkumatud pulgad voi kokid, kes katalaasi puudumise tottu eelistavad anaeroobset voi
mikroaeroobset keskkonda. Happe suhtes on nad vastupidavad, taludes pH 5-st
madalamaid tingimusi. Temperatuuri optimum on lai, sdltuvalt perekonnast 20-45°C.
Inimese tervisele nad enamasti ohtu ei kujuta, vaid mdned streptokokid on patogeensed

(Hofvendahl et al., 2000).

1.2.1. Laktobatsillid

Laktobatsillid on inimese elus védga olulisel kohal. Nende abil hapendatakse
koogivilju, kaitstakse toitu riknemise eest, fermenteeritakse vorsti, valmistatakse
mitmesuguseid piimatooteid. Vdhem taibatakse nende tdhtsust probiontidena suus,
seedekulglas voi tupes. Kahjuks leidub selles perekonnas ka toidu rikkujaid ning
patogeene. Laktobtasillid on grampositiivsed mittesporuleeruvad litkumatud pulgad.
[lma heemita so6tmel kasvades ei suuda nad katalaasi siinteesida. Mdned neist voivad
nitraate redutseerida (Hammes et al., 2004).

Stistemaatiliselt on perekond véga heterogeenne. Niiteks G-C sisaldus kdigub
vahemikus 33-55 mol%, kuigi iildiselt ei tohiks see perekonna sees iile 10% erineda.
Fenotiilibiliste isedrastuste jargi on takson omakorda kolmeks grupiks jaotatud.

1. gruppi kuuluvad obligaatsed homofermentatiivsed lakotbatsillid. Need bakterid
kaaritavad gliikoosi edukalt piimhappeks, ei suuda aga kasutada pentoose ega
glukonaati. Sellesse gruppi on kantud termofiilsed bakterid Lb. delbrueckii, Lb.
bulgaricus, Lb. lactis ning Lb. leichmanii. DNA 80% homoloogia tottu v3ib tdnapéeval
need liike nimetada ka Lb. delbrueckii alamliikideks. Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus't
kasutatakse jogurti valmistamisel. Samuti osaleb ta koos Lb. helveticus'e ning Lb.
delbrueckii subsp. lactis'ega Emmentali, Gorgonzola, Mozarella jt. juustude
valmistamisel. Lb. delbrueckii subsp. delbrueckii abil valmib haputainas (Stiles et al.,

1997).
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2. grupis on fakultatiivselt heterofermentatiivsed laktobatsillid, kes suudavad
heksoose laktaadiks kéddritada. Samuti voivad nad pentoose laktaadi ja atsetaadi
tegemiseks kasutada. Peamised toiduga seotud liigid on Lb. casei ning Lb. plantarum.
Lb. casei suudab koloniseerida inimese seedekulglat, samas esineb mitmesugustes
piimatoodetes ning isegi silo valmistamisel. Juustutoostuses voib ta olulist kahju
tekitada, eritades tsitraati ning siisithappegaasi. Ka Lb. planarum segab juustu, veini ning
tsitruseliste mahla tootmist. Samas on ta oma kohal liha- ning teraviljatoodete
fermenteerimisel (Stiles ez al., 1997).

3. grupp sisaldab obligaatseid heterofermentatiivseid baktereid, kes kdiritavad
heksoose laktaadiks, atsetaadiks, siisthappegaasiks ning etanooliks. Eriti iseloomulik on
gaasi teke gliikoosi tarvitamisel. Mdned selle grupi bakterid kahjustavad sel moel
Gouda ning Edami juustu nagu nditeks Lb. bifermentas. Paljusid 3. grupi liikmeid saab
kasutada haputaina valmistamisel: Lb. sanfransisco, Lb. pontis, Lb. panis ning Lb.
brevis (Stiles et al., 1997).

Enamus laktobatsille teeb ainult iihte piimhappe optilist isomeeri. Laktaadi
dehiidrogenaas on stereospetsiifilne ensiiiim, mis suudab valmistada kas L- vdi D-
laktaati. Aga leidub ka selliseid baktereid, kes suudavad toota piimhappe ratseemset
segu. Hammastavalt ettearvamatu voib olla keskkonnatingimuste moju. Néiteks nii Lb.
delbruecii subsp. delbrueckii kui ka subsp. lactis valmistavad kirjanduse andmetel
ainult D-laktaati (Hammes et al., 2004). Kuid on tdheldatud, et Lb. delbruecii subsp.
delbrueckii't tarklise peal kasvatades on vdimalik saada kuni 95% L-laktaadi. Samas ei
sunni pH ega sd0tme koostise muutmine selliseid L-laktaadi produtsente nagu néiteks
Lb. amylophilus vo1 Lb. rhamnosus piimhappe teist isomeerset vormi tootma

(Hofvendahl et al., 2000).

1.2.2. Batsillid

Selle perekonna esindajaid ei loetud pikka aega klassikaliste piimhappebakterite
kilda. Kui B.W. Hammer 1915. aastal avastas Bacillus coagulans'i, siis peeti seda
kahjulikuks toidu rikkujaks, mis kalgendas piima. Ebameeldiva maitse ning 16hna tottu

polnud batsillide kasutamine toitude valmistamisel mdeldav (Jay, 1986).
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Kui piimhapet hakati véljaspool toiduainetoostust tarvitama, tousid esikohale
hoopis teised kriteeriumid. Tooraine pidi olema odav, protsess kiire, reostusoht
minimaalne, kdiritamine rangelt homfermentatiivne ning produkti optiline isomeersus
tihtne.

1980. aastate 10pus hakati uurima Bacillus'e perekonna esindajate
kasutusvoimalusi. Sobivaks kandidaadiks osutus B. coagulans, mis ei ndudnud haid
tingimusi, suutis aga taluda temperatuure, mis vélistasid mikroobse reostuse ohu
(Herbian et al., 1993).

Tivi B. coagulans TB/04 saavutas suurima piimhappe kontsentratsiooni ning
biomassi 52°C juures. Piimhappe teke oli eelistatud anaeroobsetes tingimuses, biomass
aga aeroobsetes. Suurim piimhappe kontsentratsioon saavutati pH-1 6,5; biomassi teke
jai stabiilseks pH vahemikus 6,0-7,0. Kdrged suhkru kontsentratsioonid mojusid
parssivalt piimhappe tootmisele. Peamiseks takistuseks osutus aga limmastikuallikas.
Maksimaalse biomassi  hulga, kasvukiiruse, piimhappe tekkekiiruse ning
16ppkontsentratsiooni ja suhkru &dratarvitamiseks vajas tiivi kallist péarmiekstrakti.
Vajalikke vitamiine ja kasvufaktoreid suutis tiivi omastada nii pulbrilisest kui ka
vedelast parmiekstraktist (Payot et al., 1999).

Piisavalt palju leidus perekonnas tiivesid, kes suutsid toota ainult {ihte piimhappe
optilist isomeeri. B. cereus'e, B. thuringensis'e ning Bacillus'e tive SHO-1 kasvatamisel
33°C juures ilmnes, et iile 90% tekkis L-laktaati. Seda ei suutnud védrata ka
kasvutingimuste muutmine, nagu niiteks aereerimine. TOsi, B. coagulans ning B.
subtilis ei tootnud sobimatu temperatuuri tottu anaeroobses keskkonnas praktiliselt
iildse piimhapet. Aeroobsetes tingimustes moodustas B. coagulans'i niigi napist
piimhappest kdigest 68% L-vorm (Ohara et al., 1996).

Kéesolevas to0s kasutatud B. coagulans SIM-7 on termofiilne bakter, kelle
kasvuks optimaalne temperatuur on 55-57°C. Ensiiiimi katalaas olemasolu teeb ta
tolerantseks hapniku suhtes. Samas tdhendab tsiitokroom ¢ puudumine, et puudub
hingamisahel ning kogu energia tuleb suhkrute k#éritamisest L-laktaadiks. Antud
bakteri tiivi suudab kasvada monosahhariididest gliikoosil, fruktoosil, galaktoosil,
mannoosil; disahhariididest sahharoosil, maltoosil ja tsellobioosil; poliisahhariididest
tarklisel. Laktoosi, kaseiini ega Zelatiini ta ei tarvita. Antud tiive isoleeris Jaan Simiskeri
toorithm Rakvere Piiritusetehase ililekuumenenud nisust. B. coagulans SIM-7 DSM

14043 on patenteeritud (Simisker ef al., 2002).
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Eelnevate uurimistoddega on tuvastatud, et homofermentatiivne B. coagualans
SIM-7 ei hakka s66tme koostise ega kasvutingimuste muutmise tagajérjel gliikoosi
heterofermentatiivselt kddritama (Malsub, 2003). Lisaks on tehtud kindlaks pH vahemik
(6,2-6,6), kus 35 tunni jooksul tarvitati dra kogu perioodilises kultuuris olnud suhkur
(Medijainen, 2002). Suur t66 on dra tehtud ka s6dtmete uurimise ning optimeerimise
osas. Ideaalildhedastel tingimustel suudab antud tiivi perioodilises kultuuris 24 tunniga

viia piimhappe kontsentratsiooni 1 M-ni (Michelson, 2003).

1.3. Produktsiooni mojutavad tegurid

1.3.1. Kultiveerimine

Baktereid saab vedelsdotmes kasvatada kolmel viisil: perioodilises, poolpidevas
ning pidevkultuuris.

Perioodilise kultuuri puhul kiilvatakse inokulum valmis s66tmesse. Kdik bakterite
kasvuks vajalik — siisiniku- ja 1dmmastikuallikad ning muud kasvufaktorid — on s66tmes
juba olemas. Kultiveerimise kdigus midagi juurde ei lisata ega dra ei voeta. Kasv
perioodilises kultuuris 10peb siis, kui mdni oluline s66tme komponent otsa saab voi
jadkained baktereid kahjustama hakkavad. Piimhappe toostuslikul tootmisel eelistatakse
seda voimalust, kuna nii saavutatakse piisavalt suur piimhappe ldppkontsentratsioon.
Mida enam on sé0tmes produkti, seda odavam on puhastamine, seega langeb toote
omahind. Teiseks perioodilise kultuuri eeliseks on vdiksem reostusoht vorreldes teiste
kultiveerimisviisidega (Hofvendahl et al., 2000).

Fermentatsiooni, kus kasvatuse ajal lisatakse fermenterisse toitaineid, nimetatakse
poolpidevaks kultuuriks. Toostuses rakendatakse seda harva, kuigi nii on voimalik
saagikust tosta. Nimelt peab kasvatuse 10puks olema sddtmes 7-10% piimhapet, et
puhastamine majanduslikult tasuv oleks. See omakorda eeldaks suhkru
kontsentratsiooni tdstmist sootmes iile 10%, mis hakkaks aga bakterite kasvu
inhibeerima. Inhibitsiooni saaks véltida, kui algselt madala suhkrusisaldusega

sootmesse seda kasvatuse kidigus juurde lisada (Gongalves ef al., 1991).
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Viltimaks tooraine suure algkontsentratsiooni ning produkti kuhjumisega
kaasnevaid probleeme, kasutatakse pidevkultuuri. Sellisel juhul jooksutatakse
fermenterist s6ddet 1dbi kiirusega, mis voimaldab bakteritel produkti toota maksimaalse
kiirusega. Piimhappe produktsiooni kiirus on sellisel juhul kiill suur, kuid
16ppkontsentratsioon jddb madalaks. Problemaatiline on ka steriilsuse tagamine. Nende

oluliste puuduste tottu todstuses pidevkultuuri eriti ei rakendata (Litchfield, 1996).

1.3.2. Sootmed

Sootmed jagatakse koostise jargi kolme riihma: looduslikud, siinteetilised ning
komplekssootmed.

Looduslike sdotmete koostis on kindlalt defineerimata. Neid valmistatakse
piimast, lihapuljongist, marja- vdi puuviljamahladest. Arvestades piimhappebakterite
laialdast kasutamist, vdib loodusliku s66tme tdhendus nende puhul ulatuda kalast riisini
ning vadakust kurgimahlani (Passos et al., 1994). Uldiselt kasutatakse defineerimata
s00tmeid biomassi tootmiseks voi kultuuride séilitamiseks.

Stinteetilised so6tmed on keemiliselt kirjeldatavad. Nad valmistatakse
destilleeritud vee ja puhaste kemikaalide baasil. S66tmed sisaldavad siisinikku,
lammastikku, fosforit, vaavlit, energiaallikat ning kasvufaktoreid, mida bakterid ise pole
voimelised siinteesima. Seda tiilipi so6tmeid kasutatakse laborites uurimaks mikroobide
eritatud tihendeid ning ndudeid kasvumeediumi suhtes (Heinaru et al., 1998).

Komplekssootmete koostis on tédpselt defineerimata. Lisaks mineraalainetele
sisaldavad nad ka ebamédraseid lisandeid: parmi-, liha- ja taimeekstrakte, mis peaksid
rahuldama ldmmastikuvajaduse. Vaid vdhesed mikroobid suudavad nimetatud lisandeid
kohe kasutada. Alles valgu happelise v4i ensiimaatilise lagundamise tagajirjel tekkinud
tthendid nagu niiteks peptoon vdi triiptoon on kasutatavad. Komplekssodtmetel
kasvatatakse enamikke heterotroofseid baktereid ning seeni (Heinaru et al., 1998).

Olenemata s66tme tiiiibist, peab see sisaldama piisavalt mikroelemente (Mn, Zn,
Mo, Cu, N1, V, Se, Si, W jt.) ning makroelemente (C, H, N, O, P, S, K, Na, Ca, Mg, Fe
jt.). Mikroobid on oma ndudmistes nii erinevad, et koiki rahuldavat kasvukeskkonda
pole olemas. Siiski on moned universaalsed ndoudmised; s6dde peab sisaldama vett,

stisiniku- ja ldmmastikuallikaid, mineraalaineid ning orgaanilisi kasvufaktoreid.
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Stisinikku on tarvis orgaaniliste iihendite valmistamiseks, see moodustab poole bakteri
kuivmassist. Ladmmastikku vajatakse aminohapete aminoriihmade moodustamiseks.
Makroergiliste iihendite ning nukleiinhapete siinteesil on lisaks limmastikule tarvis ka
fosforit. Mikroelemendid on tavaliselt ensiilimide kofaktoriteks. Kasvufaktorid on
looduslikud orgaanilised ained, mida mikroobid ise siinteesida ei suuda. Niiteks
koensiilimidena toimivad vitamiinid, mdned aminohapped, puriinid, piirimidiinid.
Lisaks s0otme koostisele mingib olulist rolli ka selle happelisus. Hoidmaks dra
kultiveerimise ajal toimuvaid pH muutusi, lisatakse puhverdavaid komponente, nagu
nditeks fosfaate (Heinaru et al., 1998).

Kuna piimhappebakterid elavad looduses kiilluslikes tingimuses — piimas, lihas,
aedviljadel, loomade sisikonnas —, on nad miljonite aastate jooksul muutunud toitumise
suhtes abituks. Enam ei suuda nad koiki B grupi vitamiine ega aminohappeid
stinteesida, vaid on harjunud neid saama sd0tmest. Selle isedrasuse tOttu on sdO0tme

koostisel eriline roll piimhappe tootmisel (Hofvendahl et al., 1997).

1.3.2.1. Sisinikuallikad

Laboritingimustes piimhappe tootmiseks on kdige sobivamad siisinikuallikad
rafineeritud suhkrud: gliikoos, laktoos, sahharoos, maltoos ning tirklis (Litchfield,
1996).

Suurim piimhappe kontsentratsioon ning tekkimise kiirus on saavutatud
sisinikuallikana glitkoosi kasutades. Arabinoos, fruktoos, laktoos ega ksiiloos ei suuda
viinamarjasuhkrule konkurentsi pakkuda. Vaid mannoosi kdéritamine annab vordvéarse
vOi isegi parema tulemuse. Loomulikult soltub tulemus fermenteerimisel kasutatavast
liigist. Nditeks Lactococcus lactis annab gliikkoosi siisinikuallikana tarvitades parema
tulemuse kui maltoosil kasvades. Seevastu Lb. helveticus saavutab suurima piimhappe
kontsentratsiooni just maltoosi tarvitades (Hofvendahl et al., 2000). Viltimaks
inhibitsiooni, ei iileta gliikkoosi algkontsentratsioon sdotmes enamasti 10% piiri. Lb.
delbrueckii puhul on perioodilises kultuuris piiiitud algkontsentratsiooni tdsta 30%-ni,
kuid edutult (Gongalves ef al., 1991).

Laktoosi kasutamine piimhappe valmistamiseks ei ole joukohane koikidele
piimhappebakteritele, kuna eeldab laktoosi permeaasi ning -galaktosidaasi olemasolu.

Tanu nendele ensiiiimidele suudavad bakterid laktoosi 1dbi raku membraani transportida
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ning selle disahhariidi gliikkoosiks ja galaktoosiks hiidroliitisida. Ka laktoosi puhul
hakkavad korged algkontsentratsioonid pérssivalt mdjuma. Optimaalseks peetakse
vahemikku 40-80 g/l, alla selle ei saavutatud kasvatuse I0puks piisavalt korget
piimhappe kontsentratsiooni (Tango et al., 1999).

Piimhapet vOib teha nii nisu-, maisi-, kartuli-, riisi-, rukki-, sorgo- kui ka
odratirklisest (Hofvendahl er al., 1999). Enamasti vedeldatakse ning suhkrustatakse
tarklis amiilaaside ning proteaasidega. Sellisel juhul viivad kdaritamist 1dbi enamasti
laktobatsillid: Lb. planarum, Lb. delbrueckii, Lb. helveticus, Lb. casei (Javanainen et
al., 1995) jt. Kuid Ileidub ka ise amilaase valmistavaid amiilolaktilisi
piimhappebaktereid, kes suudavad tirklist hiidroliiisida. Niiteks Lb. fermentum, Lb.
amylovorus, Lb. amylophilus, Lb. manihontivorans (Guyot et al., 2000) jt.

Rafineeritud suhkruid piimhappeks kééritades vdhenevad kulutused produkti
puhastamisele. Majanduslikult pole siiski kasulik kallist suhkrust suhteliselt odavat
piimhapet toota. Seepirast piiiitakse toorainena kasutada puidu- ning toiduainetdostuse
jadke. Kasutatakse nii vadakut, melassi, vanapaberit kui ka linna reovett (Litchfield,
1996).

Viga perspektiivikas on vadaku kasutamine toorainena. See sisaldab valku,
mineraalaineid ning 4-5% laktoosi. Samas on hind téiesti konkurentsivdimeline, kuna
piimatdostuse jaoks on tegemist jddkproduktiga, millest tuleb vabaneda. Aastas tekib
seda 145-10° tonni, millest ainuiiksi laktoos moodustab 6-10° tonni (Gonzalez, 1996).
Vadaku baasil toodavad piimhapet peamiselt Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb.
helveticus ning Lb. casei.

Vanapaberit, taimset massi ning puidujddtmeid hiidroliiiisides vdib poliimeere
lagundades saada heksoosidest gliikoosi, galaktoosi ja mannoosi; pentoosidest ksiiloosi
ja arabinoosi. Neid monomeere annab aga tarvitada toorainena piimhappe tegemisel.
Voéimalusi tselluloosi kadaritamiseks pakuvad sellised bakterid nagu Lb. delbrueckii ning

Lb. rhamnosus (Hofvendahl et al., 2000).
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1.3.2.2. Lammastikuallikad

Laktobatsillid ei suuda kasvada s66tmes, mis sisaldab vaid suhkrut ning mineraal-
ja ammooniumsooli. Piiratud biosiinteesivoime tdttu vajavad nad moningaid
aminohappeid, B grupi vitamiine, puriine ning pilirimidiine. Moned bakterid — niiteks
Lb. helveticus — on piisava peptidaasse aktiivsusega, et hankida enamus vajalikke
aminohappeid piimavalke 16hkudes (Nakajima ef al., 1998). Aga kui laktokokkide jaoks
valmistada siinteetiline s6dde, peaks see sisaldama 18-19 erinevat aminohapet (van Niel
et al, 1999). Toostuslikus mastaabis oleks see moeldamatu ning seepirast
kultiveeritakse = piimhappebaktereid komplekssootmes. Kdige paremini sobib
lammastikuallikaks parmiekstrakt (Amrane et al., 1998). Selle laiemat kasutamist piirab
aga korge hind.

Leidmaks odavat asendajat parmiekstraktile on proovitud so66tmele lisada
vadakuvalgu hiidroliisaati, linnase idusid, maisi leotist voi hiidroliitisitud nisu kliisid
(Hofvendahl et al., 1997). Odra tiisterajahust on hiidroliilisimise teel piilitud saada
s00det, mis rahuldaks nii siisiniku- kui ka 1dmmastikuvajaduse (Javanainen et al., 1995).
Lb. rhamnosus'e kasvatamisel vitamiinidega rikastatud sojajahu hiidroliisaadil on
saadud hiid tulemusi (Kwon et al., 2000). On ka andmeid, mille kohaselt voib
parmiekstrakti asendada tavalisest presspdrmist valmistatud autoliisaadiga. Néiteks
omavalmistatud parmiautoliisaati kasutades on vdimalik saavutada 37% kdorgem
produktiivsus kui "Dicfo" parmiekstrakti kasutamisel (Michelson, 2003).

Liammastiku ammendumisel kasvatuse kéigus kultuuri kasv peatub ning
piimhappe produktsioon 10peb. Samas sdilitavad Lb. helveticus'e rakud eluvdime ning
olulist biomassi vidhenemist ei toimu. Seevastu siisinikuallika 1dppemise korral jargneb

kiire rakkude autoliiiis ja biomassi vidhenemine (Amrane et al., 1997).

1.3.3. Temperatuur

Soltuvalt liigist voib piimhappebakterite optimaalne kasvutemperatuur ulatuda 20-
45°C (Kandler et al., 1986). Toostuses kasutatakse meelsasti mesofiilseid laktobatsille —
Lb. helveticus, Lb. delbrueckii, Lb. planarum —, kuna nii on mikroobse reostuse oht

viiksem. Tdielikult voiks steriilsusest loobuda, kui tarvitusele votta termofiilsed

17



piimhappebakterid. Néiteks B. coagulans TB/04 optimaalne temperatuur kasvuks ning
piimhappe produktsiooniks on 52°C (Payot et al., 1999). B. coagulans SIM-7
temperatuuri optimum jiab veelgi kdrgemale: 54°C ja 56°C vahele (Medijainen, 2002).
Kuna steriilimisega kaasnenud kulutuste dralangemine vihendab toostuslikus mastaabis
toodetava piimhappe omahinda, on huvi uute termofiilsete tiivede vastu suur.
Temperatuuri mdju piimhappe produktsioonile on vdhe uuritud. Kohati leidub
andmeid, et madalamatel temperatuuridel on kiill Lb. casei piimhappe produktsiooni
kiirus suurem, kuid korgematel temperatuuridel saavutatakse suurem piimhappe
16ppkontsentratsioon (Hujanen et al., 1996). Aga on ka arvamusi, et samal temperatuuril

on vdimalik saavutada mdlema maksimumid (Akerberg et al., 1998).

1.3.4. Happelisus

Enamus baktereid on keskkonna happelisuse suhtes tundlikud, olles vdimelised
kasvama suhteliselt kitsas pH vahemikus. Piimhappebakterid on selles suhtes
vastupidavamad. Nad suudavad oma membraanil siilitada prootongradiendi hoolimata
keskkonna pH muutustest voi tsiitoplasma hapustumisest. Laktobatsillid suudavad
taluda rakusisest pH-d 4,2 ning rakuvilist 3,5 (Kashket, 1987).

Selle ebatavalise vastupidavuse seletamiseks on piistitatud mitmeid teooriaid. Uhe
hiipoteesi kohaselt on laktobatsillide tsiitoplasma teiste piimhappabakteritega vorreldes
aluselisem. Seega suudavad nad taluda kdorgemaid dissotsieerumata piimhappe
kontsentratsioone. Suurem happetaluvus vdib olla tingitud ka rakusisest pH-d
reguleeriva prooton-ATPaasi kdrgemast efektiivsusest (Gétje et al., 1991).

Piimhappe tootmise seisukohast on siiski mdistlik fermenteerida kindlas pH
vahemikus. Enamasti neutraliseeritakse produkt ammoniaagiga vOi
naatriumhiidroksiidiga tiitrides voi lisatakse s66tmesse puhver, mis hoiab kindlat pH-d.
On voimalik ka piimhappe eemaldamine ekstraheerimise, adsorbeerimise voi
elektrodialiiiisi teel (Hofvendahl ez al., 2000).

Produkti eemaldamine voib olla isegi parem lahendus kui neutraliseerimine, sest
baktereid ei kahjusta mitte ainult sobimatu pH, vaid ka kogunev produkt. Néiteks Lb.
helveticus'e kasvu ning produktsiooni mojutab lisaks pH tasemele ka piimhappe

dissotsieerumata vorm. Hapustades soddet soolhappega iihe iihiku vorra, langes
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bakterite kasvukiirus kaks korda; kasutades aga piimhapet, lakkas kasv sootuks (Gitje
et al., 1991). On ka andmeid selle kohta, et nii piimhappe ioonne vorm (Schepers et al.,
2002) kui ka kogu rakusisene laktaat voivad mdjuda parssivalt (Gongalves et al., 1997).

Selle kohta, kuidas inhibitsioon toimib, on mitmeid hiipoteese. Enim levinud
teooria kohaselt tungib piimhappe dissotsieerumata vorm tsiitoplasmasse ning
dissotsieerub seal aluselise keskkonna tottu. Selle tagajérjel viheneb prootongradient,
mis omakorda raskendab suhkru transporti rakku. Ilma suhkruta pole aga voimalik teha
substraatse fosforiiiilimise teel ATP-d, mille energial to6tab prooton-ATPaas. Sel moel
prootongradiendist ilma jadnud rakk hukkub (Gétje et al., 1991).

Teise teooria kohaselt viheneb rakkude kasv ning produktsiooni kiirus ensiitimide
aktiivsuse muutumise tottu. Happelise keskkonna tottu ei suuda Lb. bulgaricus'e [B-
galaktosidaas laktoosi 1digata ning bakter ei saa seda siisinikuallikat enam kadritamiseks
kasutada (Venkatesh et al., 1993). Samuti on pH tundlik laktaadi dehiidrogenaas, mille
aktiveerimine fruktoos 1,6-bisfosfaadi poolt on muutunud tingimustes raskendatud
(Hofvendahl et al., 1999%*). Ka prooton-ATPaas, mis vastutab rakusisese pH hoidmise

eest, on suuteline rahuldavalt td6tama vaid kindlas pH vahemikus (Nannen ef al., 1991).

Kéesoleva t00 eesmérgiks oli vorrelda tiive B. coagulans SIM-7 (DSM 14043)
klassikaliste piimhappebakteritega. Selleks tuli esmalt leida piimhappe produktsiooniks
optimaalsed parameetrid erinevate bakteritiivede jaoks: temperatuur, happelisus ning

neutraliseerimise viis.
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2. MATERJAL JA METOODIKA

2.1. Kasutatud tuved

Kéesolevas t60s kasutati kolme piimhappebakterite tiive. Neist kaks esimest on
tilliptiivedena tuntud laktobatsillid: Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii DSM
20073 (ATCC 14933) (Hofvendahl et al., 2000) ning Lactobacillus delbrueckii subsp.
lactis DSM 20074 (ATCC 9649) (Cooper et al., 1983). Kolmas tiivi kuulus batsillide
hulka. Selle isoleeris Jaan Simiskeri juhitud t66riihm Rakvere Piiritusetehase
teraviljajddtmetest. Eeva Heinaru ning Eve Vedler tegid kindlaks bakteri siistemaatilise
kuuluvuse: Bacillus coagulans SIM-7 DSM 14043 (Simisker et al., 2002).

Nimetatud baktereid siilitati 30% propaantrioolis kiilmutatuna -80°C juures.

2.2. Sootmed

Pohiliselt toimusid kasvatused BC sd6tmes, harvem selle modifikatsioonides (vt
tabel 1). Laktobatsillide inokulume kasvatati teatud aja samasuguses vedelsodtmes,
nagu edasisel kultiveerimiselgi. Batsilli inokulumi ettekasvatamiseks kasutati tardséodet
BC t.

Péarmiautoliisaadi tegemiseks kiilmutati esmalt AS Salutaguse Pirmitehase
toodetud pressparm -18°C juures. Seejirel suspendeeriti iiks osa parmirakke kahes osas
deioniseeritud vees. Segamisel kiirusega 100 p/min liiisusid rakud 48°C juures 36
tunniga (Michelson, 2003). Kartulimahl saadi riivitud kartulite ndrutamisel 1dbi nn.
juusturiide (Lopp, 2004). Fosfaatpuhver (pH 5,5) oli valmistatud 1 M K,;HPO,4 ning 1 M
KH,POg4-st. M3 tihistas 0,88 M KH,PO4 ning 0,06 M K,HPO, segu. M2 oli 0,88 M
NaH,PO4 ning 0,06 M K,HPO, vesilahus. Mg-segu koosnes 0,35 M MgCl, ning 0,35 M
MgSO4-st. "Mikroelemendid" sisaldasid bakterite kasvuks vajalikke mikroelemente
(Bauchop et al., 1960). Sootmete tegemiseks kasutati keedetud vett. Keetmine oli

vajalik katlakivi teket pohjustava kareduse kdrvaldamiseks.
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So6tmete steriilimiseks filtreeriti need 1dbi 0,2 um pooriga membraanfiltri.

Tabel 1. Uhe liitri BC sé6tme ning selle modifikatsioonide tegemiseks kasutatud

komponendid.
Komponendid BC BC t BC sp BC 1
Gliikoos 126,1 g I5¢g 144,2 erinev
Parmiekstrakt 25 7.5 - -
Parmiautoliisaat - - 185,7 ml 112 ml
Triiptoon - 10g - -
Nutrient Broth - - - 84¢g
Kartulimahl - - - 84 ml
Fosfaatpuhver - pH-ni 5,5 - -
M3 2,3 ml - 2,3 ml -
M2 - - - 1,4 ml
Mg-segu 893 ul - 893 ul -
Mikroelemendid 2,3 ml 2,5ml 2,3 ml -
MgSOq4 - - - 12,6 mg
FeCls - - - 200 mg
TWEEN 80 1 ml - - 0,9 ml
Agar - I5¢g - -
Keedetud kraanivesi mahuni 1000 ml 1000 ml 1000 ml 1000 ml
DeMan-Rogosa-Sharpe'i (MRS) soodet kasutati eelkdige laktobatsillide

inokulumide kasvatamiseks. Moned kasvatused viidi 1abi selle modifitseeritud variandis

(vt tabel 2). Neid so6tmeid autoklaaviti 112°C juures tilerdhul 0,5 atmosfdéri 20 minutit.

Tabel 2. Uhe liitri MRS ning MRS_1 s66tme tegemiseks kasutatud komponendid.

Komponendid MRS (deMan ef al., 1960) MRS 1 (Nurk, 2004)
Péarmiekstrakt 5¢g I5¢
Triiptoon 10g 5

Aju infusioon 10g 5¢g
Gliikoos 20¢g erinev
TWEEN 80 lg 1
K,HPO,4 2g 2
NH4C1 2 g -
Naatriumtsitraat 2g -
Naatriumatsetaat - S5¢g
Ammooniumtsitraat - 2g
MgSO4-7H,0 02¢g 02¢g
MnSO4-H,O 0,05 0,05¢g
Destilleeritud vesi mahuni 1000 ml 1000 ml
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2.3. Kasvatuste korraldus

Baktereid kasvatati vedelkultuuris 70 ml mahus. Segamine toimus
magnetsegajatega 100 p/min. Kindla temperatuuri hoidmiseks olid Jenway 1103
Hotplate & Stirrer termostaadid (Jenway, USA). pH, neutraliseerija, kddritustsiikli aeg,
neutraliseerimise viis ning proovide votmise kord oli erinevates kasvatustes erinev.
Ettekasvatuse korraldus olenes tiivede hapnikutaluvusest.

Kiilmutatud séilituskultuurist voetud B. coagualans SIM-7 kasvatati 6 tundi BC t
tards66tmel 56°C termostaadis. Seejdrel suspendeeriti rakud antud kasvatuse s66tmes,
loendati gorjajevi kambris ning kiilvati kasvatusndudesse 2,35-10° rakku (vt joonis 4).

Edasi toimus kasvatus vastavalt antud katse eesmérkidele.

2,35-10°
rakku/N
= —=[ | == N

\_____
BC t
56°C \/ 70 ml s66det
6h 25 ml soodet 100 p/min

Joonis 4. Batsillide kiilmutatud séailituskultuuri ettevalmistamine inokuleerimiseks
ning kasvatuste korraldus. N tihistab kasvatusnoude arvu.

Sailituskultuurist voetud kiilmutatud laktobatsillid kasvatati ette ultraheliga
degaseeritud vedelsootmetes. Primaarne inokulum kasvas mineraaldliga kactud MRS
sodtmes. Uledd kasvanud kultuurist ldks 0,2 ml edasi sekundaarsesse inokulmi (70
milliliitrit kasvatuse soodet, millele oli puhverdamiseks lisatud 3,5 g CaCOs).
Sekundaarne inokulum kasvas 32 tundi 37°C pideval segamisel 100 p/min. Enne
edasikiilvi loendati bakterid gorjajevi kambris, et inokulumi suurus oleks 2,35-10° rakku

(vt joonis 5). Edasi toimus kasvatus vastavalt antud katse eesmérkidele.
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0,2 ml
[j ——  —

N—

2 ml MRS
37°C
Ule6o

Joonis 5. Laktobatsillide

2.4. Neutraliseerimine

2,35:10°
rakku/N
 —
\______
70 ml s6odet
37°C
32h
100 p/min
3,5 g CaCOs
kiilmutatud  sailituskultuuri

—

70 ml s6odet
100 p/min

ettevalmistamine
inokuleerimiseks ning kasvatuste korraldus. N tihistab kasvatusndude arvu.

Neutraliseerijatena olid tarvitusel 4,04 M NaOH, 4,1 M NH4OH vai pulbriline

CaCO:;.

Kahe esimese puhul kasutati kindla pH taseme hoidmiseks automaattitraatorit

Titrino 719 S (Metrohm, Sveits). Tiitrimisel kulunud neutraliseerija maht ajas salvestati

TitroScan (Akrom-Ex, Eesti) tarkvara abil.

3,5 g CaCOs kaaluti kasvatuspudelisse ning autoklaaviti koos anumaga. Vahetult

enne kasvatust mdddeti anumasse steriilne sddde ning inokulum. Sellisel juhul

puhverdas CaCOs; tekkiva piimhappe kohe ega lasknud isegi kasvatuse lopus pH-I

langeda alla 5+0,2 iihiku.
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2.5. Glukoosi kontsentratsiooni maaramine

Leegis steriilitud siistlandelaga voeti kasvatuspudelist 1 ml kultuuri ning
inkubeeriti seda 10 minutit 65°C termostraadis. Seejérel tsentrifuugiti kultuuri 5 min
12000 p/min ning eraldati supernatant. Sellest voi selle lahjendusest mdddeti gliikoosi

kontsentratsioon, kasutades kommertsiaalset reaktiivide komplekti (Biocon, Saksamaa).

2.6. Piimhappe kontsentratsiooni maaramine

Kasvatuspudelist voeti steriilse silistlandelaga 1 ml kultuuri ning hoiti seda 10
minutit 65°C juures. 100 ul soojast kultuurist tehti 10-kordne lahjendus 5 mM H,SOs-
sse, mida jargnevalt tsentrifuugiti 5 minutit 12000 p/min ja eraldati supernatant. See
filtreeriti 1dbi 0,22-0,45 pum filtri (Sigma, Sartorius), tehti sobivad lahjendused ning
moddeti piimhappe sisaldus kasutades kdrgsurvekromatograafiat.

Aparatuur koosnes Kontron Instruments HPLC siisteemist (pump 522,
autosampler 560, DAD detektor 540, kolonnitermostaat HP 1100).

Kolonniks oli Aminex 87H 300x7,8 mm (Bio-Rad), prekolonn Phenomenex
SecurityGuard Carbo-H'. Siisteemi kiitamiseks ning tulemuste analiiiisiks kasutati
HPLC tarkvara Kroma 2000. Mobiilne faas oli 5 mM H,SO4 (Analytical grade, 96%;
Reanal). Eluendi voolutuskiirus oli 0,6 ml/min ning kolonni temperatuur 35°C.
Standardina kasutati 10 (5; 25; 50) mM Li-laktaati (Sigma), ning orgaaniliste hapete
standard (Bio-Rad Organic Acid Standard). Proovi (20 ul) analiiiisiaeg siisteemis oli 30
minutit, ning neeldumist moddeti lainepikkusel 210 nm. Kromatogramm integreeriti,
kasutades piigi pindala (ithendi kontsentratsiooni) arvutamiseks piigi kdrgust ja laiust 72

korgusel. (Jogi, 2004).

2.7. Biomassi kontsentratsiooni maaramine

Biomassi madramisel 14dhtuti eeldusest, et poole bakteri kuivmassist moodustab

valk. Seega voeti kasvatuspudelist steriilse siistlandelaga 1 ml proovi, tsentrifuugiti 5
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minutiga rakud pdhja 12000 p/min ning pesti sadet kaks korda 0,9% NaCl lahusega.
Seejarel suspendeeriti sade tiiles 1M NaOH-s. Saadud liisaadist maéidrati valgu
kontsentratsioon Lowry meetodil (Lowry et al., 1951). Saadud tulemuste jirgi arvutati

biomass.

2.8. Andmetootlus

Automaattitraatoritelt iga 10 minuti jarel saadud andmed salvestati MS Exceli

tabelina. Neutraliseerija kulu jérgi arvutati tekkinud piimhappe kontsentratsioon:

[piimhappe molaarmass (90 g/mol)] x [neutr. konts. (M)] x [neutr. kulu ajahetkeks (ml)]

Cleh= [s66tme algmaht (70 ml)] x [neutr. kulu ajahetkeks (ml)]

Piimhappe ning biomassi tekkekiirus arvutati jargneva valemi jargi (Yeh et al.,

1991):
dx, 1 x,—x  x—X,
- +
dti 2 lin — L L=t

Selles tihistab x biomassi v4i piimhappe kontsentratsiooni (g/1) ajahetkel t. Aega

moddeti tundides.

Piimhappe saagis arvutati selle absoluuthulga jagamisel kulunud gliikoosi
absoluuthulgaga. Arvesse voeti ka tiitrimisest tingitud mahu suurenemine. Saagise
arvutamisel ei vOetud arvesse so6tme koostises esinevaid muid suhkruid, tsitraaditsiikli

vaheiihendeid ega gliikogeenseid aminohappeid.
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3. TULEMUSED JA ARUTELU

Kéesolevas toos vorreldi kaht klassikalist piimhappebakterit Bacillus coagulans
SIM7-ga. Hindamiskriteeriumiks oli nende vdimekus toota piimhapet.

Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii DSM 20074 (edaspidi: LD4) vdeti
vordlusesse lahtudes kirjanduslikest lahteandmetest. Tiivi on laia
temperatuuritaluvusega: teda on kasvatatud vahemikus 37-47°C. Lisaks on see tiivi
voimeline kasvama nii gliikoosil, melassil, laktoosil kui ka hiidroliiiisitud nisujahul.
Piimhappe 16ppkontsentratsiooniks on moddetud 106 g/l ning saagis tarbitud substraadi
kohta on 0,82 g/g (Hofvendahl et al., 2000).

Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis DSM 20073 (edaspidi LL3) kohta olid
teada jargnevad algandmed. Ta suutis 45°C juures jouda piimhappe kontsentratsioonini
82 g/1. Piimhappe saagis kulunud gliikoosi suhtes oli 70 tunnise fermentatsiooni jérel
0,82 g/g. Samuti oli vdga sobiv antud tiive vOoime toota optiliselt puhast D-laktaati
(Cooper et al., 1983). Kuna Bacillus coagulans suudab produtseerida ainult L-laktaati,
oleks vajadusel olnud vdimalik tuvastada vastastikust kontaminatsiooni enslimaatiliselt
piimhappe optilist puhtust kontrollides.

Bacillus coagulans SIM-7 DSM 14043 (edaspidi BC7) on dratanud huvi eelkodige
oma termofiiluse poolest: vihesed piimhappebakterid suudavad kasvada temperatuuril
58°C ning seejuures saavutada piimhappe tekkekiiruseks ligikaudu 10 g/lh. Optimaalses
pH vahemikus (6,2-6,6) voib piimhappe saagis kulunud gliikoosi suhtes ulatuda 0,9 g/g-
ni (Medijainen 2002).

Kuigi nimetatud tiivesid on eraldi uuritud, pole eri allikatest parit andmed aga
vorreldavad, kuna kasvatamise tingimused on olnud erinevad. Sestap tuligi 14bi viia
otsesed vordluskatsed. Esmalt tehti kindlaks temperatuurioptimumid, kasvatades
baktereid sd60tmes, millele oli stabiilse pH hoidmiseks lisatud CaCOs. Seejérel algasid
optimaalse pH ning neutraliseerija otsingud. Nendes katsetes hoiti kindlat pH taset

NaOH voi NH4OH-ga tiitrides. Lopus vorreldi tiivesid neile sobivates tingimuses.
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3.1. Tulemused

3.1.1. Optimaalse temperatuuri maaramine

Tiivesid LL3, LD4 ning BC7 kasvatati BC s66tmes, kuhu oli puhverdamiseks
lisatud CaCOs;. Lahustudes reageeris CaCO; toodetud piimhappega ning tekkisid
kaltsiumlaktaat ning siisihappegaas. Meetod voimaldas kontrollida pH taset rakkudele
suboptimaalses pH vahemikus. pH tase jédi isegi kasvatuse 10pus 540,2 piiridesse.
CaCOs-ga puhverdamisel oli kédritusprotsessi kontrollivaks faktoriks neutraliseerija
lahustumise kiirus. Kui kddritusel tekkinud piimhapet siduvat Ca-iooni lahuses piisavalt
ei esine, s60de hapustub ja represseeriva pH tottu kéddrituse tempo aeglustub.
Fermentatsioon toimus perioodilises kultuuris ning kestis 60 tundi. Kultuuri segati
magnetsegajaga 100 p/min. Iga 10 tunni tagant voeti proove, millest midrati piimhappe
ning gliikoosi sisaldus. Baktereid kasvatati 37°C, 42°C, 45°C, 47°C, 50°C, 52°C, 54°C

ning 56°C juures.
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Joonis. 6. Optimaalse temperatuuri méadramine LL3-e jaoks. Piimhappe teke
erinevatel temperatuuridel 1dbiviidud kasvatuste puhul.
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LL3. Erinevatel temperatuuridel piimhappe teket jdlgides, paikneb LL3-e
optimum 47°C kandis (vt joonis 6). Sellest madalamatel vdi kdrgematel temperatuuridel
oli produktsioon mirgatavalt madalam. Eriti parssivalt mdjus temperatuuri tdstmine iile
50°C. Piimhappe tekke maksimaalse kiiruse hindamine oli raskendatud, sest
kiimnendaks tunniks oli parimatel kasvatustel kultuuri intensiivse kasvu, seega ka
maksimaalse produktiivsuse faas, moddas (vt joonis 7). Siiski oli piimhappe arvutuslik
tekkekiirus 2,82 g/lh kittesaadav vaid 47°C juures kasvanud LL3-¢ rakkudele. Vttes
hindamiskriteeriumiks piimhappe keskmise tekkekiiruse kogu kééritustsiikli kohta, oli
neis tingimustes 47°C optimaalne temperatuur. Seevastu piimhappe saagis kulunud

gliikoosi suhtes ei soltunud olulisel méiéral temperatuurist (vt tabel 3).
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Joonis 7. Optimaalse temperatuuri mddramine LL3-e jaoks. Piimhappe tekkekiirus
erinevatel temperatuuridel 1dbiviidud kasvatuste puhul.

Tabel 3. Optimaalse temperatuuri mdaramine LL3-e jaoks. Piimhappe keskmise
tekkekiiruse ning saagise soltuvus temperatuurist.

Temperatuur (°C) 37 42 45 47 50 52 54 56
Piimhappe keskmine 0,73 092 1,40 1,66 1,09 043 0,15 0,00
tekkekiirus (g/lh)

Piimhappe saagis 1,17 1,07 0,99 1,01 1,09 1,17 0,85 0,00
gliikoosi suhtes (g/g)
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LD4. Ka LD4-a puhul toimus kdige intensiivsem piimhappe tootmine 47°C juures,
joudes 60. tunniks 51,3 g/l. Sealjuures tuleb mainida, et parim produktiivsus avaldus
alles poole kasvatuse peal, enne seda domineerisid madalamal temperatuuril 1dbi viidud
kasvatused (vt joonis 8). Piimhappe tekkekiiruse maksimumid on sdltuvalt
temperatuurist ajaliselt laiali paisatud: 37°C oli see enne 10. tundi ning 50°C juures
peale 50. tundi. 47°C juures kasvanud LD4-a piimhappe tekkekiirus tiletas kdiki teisi
peaaegu kogu kasvatuse jooksul (vt joonis 9). Ka piimhappe keskmine tekkekiirus oli
sellel temperatuuril kdige suurem. Piimhappe saagisel kindel haripunkt puudus. Mida

korgemale tousis temperatuur, seda madalam oli saagis (vt tabel 4).
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Joonis 8. Optimaalse temperatuuri méddramine LD4-a jaoks. Piimhappe teke
erinevatel temperatuuridel ldbiviidud kasvatuste puhul.

Tabel 4. Optimaalse temperatuuri miadramine LD4-a jaoks. Piimhappe keskmise
tekkekiiruse ning saagise soltuvus temperatuurist.

Temperatuur (°C) 37 42 45 47 50 54 56
Piimhappe keskmine 0,30 0,52 0,67 0,94 0,34 0,10 0
tekkekiirus (g/lh)

Piimhappe saagis 1,39 1,12 1,01 0,92 0,82 0,87 0
gliikoosi suhtes (g/g)
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Joonis 9. Optimaalse temperatuuri médramine LD4-a jaoks. Piimhappe tekkekiirus
erinevatel temperatuuridel labiviidud kasvatuste puhul.

BC7. Erinevalt kahest eelmisest tlivest kddritas BC7 gliikoosist piimhapet
eelistatult 52°C juures. Sellest madalamad vdi kdrgemad temperatuurid tdid kaasa
piimhappe tekke minimaalse védhenemise (vt joonis 10). Piimhappe suurimat
tekkekiirust oli antud katsekorralduse juures raske hinnata. Kdikide kddrituste algus oli
kiillalt kiire ja kiimnendaks tunniks maksimaalse produktsiooni faas ldbitud.
Olemasolevatele andmetele tuginedes loeti parimaks 52°C kasvanud BC7-¢ kultuur (vt
joonis 11). Piitmhappe saagis kulunud gliikoosi suhtes jii iildjoontes muutumatuks, kuigi

on méirgata viikest saagise suurenemist kdrgematel temperatuuridel (vt tabel 5).

Tabel 5. Optimaalse temperatuuri miadramine BC7-¢ jaoks. Piimhappe keskmise
tekkekiiruse ning saagise soltuvus temperatuurist.

Temperatuur (°C) 37 42 45 47 50 52 54 56
Piimhappe keskmine 083 096 1,22 1,44 1,63 1,72 1,28 0,95
tekkekiirus (g/lh)

Piimhappe saagis 096 093 1,06 096 096 1,00 1,05 1,11
gliikoosi suhtes (g/g)
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Joonis 10. Optimaalse temperatuuri maddramine BC7-e¢ jaoks. Piimhappe teke
erinevatel temperatuuridel 1dbiviidud kasvatuste puhul.
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Joonis 11. Optimaalse temperatuuri midramine BC7-e¢ jaoks. Piimhappe
tekkekiirus erinevatel temperatuuridel 1dbiviidud kasvatuste puhul.

Esmapilgul tundusid erinevate tiivede kasvatamisel saadud tulemused sarnased
olevat. Kui aga votta kdigi kolme 60. tunniks saavutatud piimhappe kontsentratsioonid
ning iihele graafikule panna, hakkavad erinevused kohe silma (vt joonis 12). Nii LL3-e

kui ka LD4-a optimum oli 47°C juures, kuid piimhappe kontsentratsioon oli viga
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erinev, 101 g/l ja 51 g/l vastavalt. Sealjuures tuleb silmas pidada, et LL3-e ning BC7-¢
tulemused olid vOrdvéérsed. Saavutatud piimhappe ldppkontsentratsioon molema tiive
puhul ulatus iile 100 g/l, vahe oli kdigest 5 g/l BC7-e kasuks. Mirgatava eelise andis
aga viimase termofiilsus. Temperatuuridel, kus laktobatsillide elutegevus puudus, suutis
batsill endiselt piimhapet toota. Piimhappe keskmise tekkekiiruse vordlemine koigil
kolmel piimhappebakteril korraga néitas samuti BC7-e paremust (vt joonis 13). LD4-a
saavutatud tulemused jéid teiste tiivedega vorreldes madalamaks. LL3-e ja BC7-e
keskmised piimhappe tekkekiirused osutusid neis katsetingimustes sarnasteks. Aga
BC7-e puhul piisisid need korgetena laiemas temperatuurivahemikus. Samuti rédkis
batsilli kasuks piimhappe saagis kulunud gliikoosi suhtes. Kui laktobatsillidel oli
mirgata saagise langust optimaalsest kdrgemal temperatuuril, siis BC7-e puhul vdis
mirgata selle viikest tousu (vt joonis 14). Ilmselt tdnu viga rikka so6tme kasutamisele
oli antud metoodika juures vOimalik saada saagiseid iile suhtarvu tiks. Kuigi osadel
juhtudel vois selles oma osa olla ka mdootmisvigadel, on see ilmselt seletatav peale

gliikoosi ka muude s66tme komponentide konverteerimisega piimhappeks.
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Joonis 12. Optimaalse temperatuuri médramine. Tiivede LL3, LD4 ja BC7 vordlus
60. tunniks saavutatud piimhappe kontsentratsiooni pdhjal.
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Joonis 13. Optimaalse temperatuuri mdaramine. Tiivede LL3, LD4 ja BC7 vordlus
piimhappe keskmise tekkekiiruse pohjal.
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Joonis 14. Optimaalse temperatuuri madramine. Tiivede LL3, LD4 ja BC7 vordlus

piimhappe saagise pohjal.
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3.1.2. Optimaalse happelisuse maaramine

BC7-e puhul on pH optimum juba kindlaks méératud (Medijainen 2002). Kuna
antud t00s kasutati teistsuguseid tingimusi, siis tuli seda korrata. Eelkdige selle parast,
et ainult standardsetes tingimustes libi viidud kasvatused annavad tulemusi, mis
lubavad erinevate tiivede omadusi adekvaatselt vOorrelda. Nii néitasid eelmised, CaCOs
manulusega kédritused nditeks BC7-e puhul madalamat temperatuurioptimumi kui
varem tdheldatud. Seega iihtede tingimuste muutmine vd&is mdjutada ka teisi
parameetreid. Teiseks vajas uurimist ka bakterite tundlikkus erinevate neutraliseerijate
suhtes. Nendes katsetes ei saanud kasutada LD4-a, kuna ta mitmes katseseerias lihtsalt
ei kasvanud. Ilmselt oli mingi katse parameeter viljaspool selle tiive taluvuspiiri. Kuna
antud tiive produktiivsus eelmises katseseerias oli mérgatavalt madalam iilejaédnud
tiivedest, edaspidi LD4-a kasvatustest loobuti.

Need katseseeriad viidi 1dbi perioodilises kultuuris, kus nii eelkasvatuse kui ka
pohikairituse sootme (BC) algne gliikkoosi kontsentratsioon oli 700 mM. Kasvatused
toimusid kindla pH védrtuse juures: 5,8; 6,0; 6,2 ja 6,4. Automaattitraatorites kasutati
neutraliseerijana 4,04 M NaOH-d vd6i 4,1 M NH4OH-d. Fermentatsioon BC sd6tmes
kestis 36 tundi. LL3-e kasvatati 47°C ning BC7-t 52°C juures. Kultuuri segati
magnetsegajaga 100 p/min. Piimhappe kontsentratsioon ning selle tekkekiirus arvutati
vidlja kulunud neutraliseerija mahu jargi. Nimetatud meetodi kontrollimiseks voeti iga
12 tunni tagant proove, millest médrati piimhappe ning gliikkoosi kontsentratsioon
katseliselt. Piimhappe saagis kulunud gliikoosi suhtes arvutati vélja just nende proovide

pOhjal.

3.1.2.1. Neutraliseerimine ammooniumhudroksiidiga

LL3. Esimesed katseseeriad, kus gliikoosi algkontsentratsioon oli 700 mM ja
neutraliseerijaks NH4OH andsid esmapilgul raskesti interpreteeritavaid tulemusi.
Esimese kuue tunni jooksul LL3 piimhapet praktiliselt ei tootnud (vt joonis 15).
Téhelepanuvéddrne oli tdik, et parima tulemuseni joudnud kultuur alustas tootmist
teistest hiljem. Sama — 6,4 pH tasemega kasvatus — nditas ennast heast kiiljest ka

piimhappe tekkekiiruse graafikul (vt joonis 16). Haripunkt jdi kiill ajaliselt kasvatuse
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keskmisesse faasi, iiletas aga muudel pH tasemetel saavutatud piimhappe tekkekiirusi.
Ka piimhappe keskmine tekkekiirus oli kdige suurem pH 6,4 juures. Samas, piimhappe
saagis kulunud gliikoosi suhtes oli sellel pH véirtusel madalam. Piimhappe saagise

maksimum oli pH 6,0 — 6,2 juures (vt tabel 6).

Joonis 15. Neutraliseerimine ammooniumhiidroksiidiga erinevatel pH véértustel.
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Neutraliseerija kulu jargi arvutatud piimhappe teke LL3-e kultuuri puhul.

Joonis 16. Neutraliseerimine ammooniumhiidroksiidiga erinevatel pH véértustel.
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Neutraliseerija kulu jargi arvutatud piimhappe tekkekiirus LL3-e kultuuri puhul.
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Tabel 6. Neutraliseerimine ammooniumhiidroksiidiga erinevatel pH véartustel.
Piimhappe keskmine tekkekiirus ja saagis LL3-e kultuuri puhul.

pH Piimhappe keskmine Piimhappe saagis kulunud
tekkekiirus (g/lh) gliikoosi suhtes (g/g)

5,8 1,24 0,98

6,0 1,23 1,05

6,2 1,29 1,06

6,4 1,66 0,98

BC7. Ammooniumhiidroksiidiga neutraliseeritud BC7 joudis pooleteise
O0pdevaga sO6tmest dra kasutada kogu gliikoosi, millega kaasnes jérsk piimhappe tekke
16pp (vt joonis 17). Kinnituseks eelnevatele andmetele, jdi tootmiseks optimaalne pH
vahemik 6,2 ning 6,4 vahele. Ka piimhappe suurim tekkekiirus saavutati selles
piirkonnas (vt joonis 18). pH-1 6,2 hoitud kultuur saavutas kiill kdorgeima piimhappe
kontsentratsiooni ning tekkekiiruse, kuid edumaa teiste ees oli minimaalne. Veelgi
enam, piimhappe keskmise tekkekiiruse jargi tuleks eelistada pH taset 6,2; saagise jirgi

aga 6,4 (vt tabel 7).
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Joonis 17. Neutraliseerimine ammooniumhiidroksiidiga erinevatel pH véértustel.
Neutraliseerija kulu jargi arvutatud piimhappe teke BC7-e kultuuri puhul.

36



10,0
9,0 1
8,0

— pH5.8
—_pH 6,0
pH 6,2
pH 6,4

6,0
5,0
4,0
3,0

2:0 8 / \

1,0 B———

’ / N
0,0 \

piimhappe tekkekiirus (g/lh)

aeg (h)
Joonis 18. Neutraliseerimine ammooniumhiidroksiidiga erinevatel pH viirtustel.
Neutraliseerija kulu jérgi arvutatud piimhappe tekkekiirus BC7-e kultuuri puhul.

Tabel 7. Neutraliseerimine ammooniumhiidroksiidiga erinevatel pH véirtustel.
Piimhappe keskmine tekkekiirus ja saagis BC7-¢ kultuuri puhul.

pH Piimhappe keskmine Piimhappe saagis kulunud
tekkekiirus (g/lh) gliikoosi suhtes (g/g)

5,8 2,35 0,88

6,0 2,38 0,96

6,2 2,46 0,99

6,4 2,42 1,00

3.1.2.2. Neutraliseerimine naatriumhudroksiidiga

LL3. Korge  glikoosi  algkontsentratsiooni  kasutamisel  saavutati
naatriumhiidroksiidiga neutraliseerimisel LL3-e puhul paremad tulemused kui
ammooniumhiidroksiidiga. Piimhappe tekkimisel mingit inhibitsiooni ei tdheldatud (vt
joonis 19). Peale kuuendat tundi algas intensiivne piimhappe kontsentratsiooni tous, mis
36. tunniks hakkas happelisemate kasvatuste puhul ilmutama platoole joudmise méirke.
Péris otsa gliikkoos siiski ei saanud. Nii piimhappe Idppkontsentratsiooni kui ka
tekkekiiruse pohjal on selle tiive produktsiooniks optimaalseim pH 6,0 (vt joonis 20).
Seda viidet toetas ka piimhappe keskmise tekkekiiruse ning saagise korgem tase antud

pH juures (vt tabel 8).
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Joonis 19. Neutraliseerimine naatriumhiidroksiidiga erinevatel pH véiértustel.
Neutraliseerija kulu jéargi arvutatud piimhappe teke LL3-e kultuuri puhul.
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Joonis 20. Neutraliseerimine naatriumhiidroksiidiga erinevatel pH véértustel.
Neutraliseerija kulu jargi arvutatud piimhappe tekkekiirus LL3-e kultuuri puhul.
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Tabel 8. Neutraliseerimine naatriumhiidroksiidiga erinevatel pH véértustel.
Piimhappe keskmine tekkekiirus ja saagis LL3-e kultuuri puhul.

pH Piimhappe keskmine Piimhappe saagis kulunud
tekkekiirus (g/lh) gliikoosi suhtes (g/g)

5,8 1,35 1,09

6,0 2,09 1,22

6,2 1,98 0,98

6,4 1,91 0,80

BC7. Suurima piimhappe 1dppkontsentratsiooni saavutas BC7 pH 6,2 juures (vt
joonis 21). pH-1 6,4 kasvatatud kultuur saavutas kasvatuse kdigus piimhappe tekitamisel
minimaalse edumaa, kuid selle lIdppkontsentratsioon jdi madalamaks ning 36. tunniks ei
suutnud kogu glitkoosi &ra tarbida. Fermentatsiooni 18ppu iseloomustas véiga véike,
aeglaselt sumbuv produktiivsus, nn. kustumine. Piimhappe tekkekiirus oli suurim pH
6,4 juures kasvatatud kultuuril, kuigi vahe oli minimaalne (vt joonis 22). Seevastu
piimhappe keskmine tekkekiirus oli kdikidel pH tasemetel praktiliselt sama. Ka saagise
pohjal oli raske mingeid jareldusi teha: tulemused olid liiga sarnased (vt tabel 9).

Saadud andmete baasil on piimhappe tootmiseks optimaalseim pH 6,2.
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Joonis 21. Neutraliseerimine naatriumhiidroksiidiga erinevatel pH véértustel.
Neutraliseerija kulu jargi arvutatud piimhappe teke BC7-e kultuuri puhul.
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Joonis 22. Neutraliseerimine naatriumhiidroksiidiga erinevatel pH vairtustel.
Neutraliseerija kulu jérgi arvutatud piimhappe tekkekiirus BC7-e kultuuri puhul.

Tabel 9. Neutraliseerimine naatriumhiidroksiidiga erinevatel pH védirtustel.
Piimhappe keskmine tekkekiirus ja saagis BC7-¢ kultuuri puhul.

pH Piimhappe keskmine Piimhappe saagis kulunud
tekkekiirus (g/lh) gliikoosi suhtes (g/g)

5,8 2,43 0,81

6,0 2,44 0,86

6,2 2,47 0,86

6,4 2,45 0,85

3.1.3. Neutraliseerijate vordlemine

Eelnevate katsetega sai kinnitust fakt, et vottes kriteeriumiks piimhappe tekke, oli
BC7-e pH optimum tdepoolest 6,2. Lisaks tehti kindlaks, et LL3-e puhul jéi see 6,0
juurde. Katsete kdigus selgus, et kasutades neutraliseerijana NaOH, NH4OH voi CaCOs,
kdituvad tiived moneti erinevalt. Seetdttu tuli tdpsustavalt uurida erinevate
neutraliseerijate moju tiivede piimhappe tootlikkusele.

Kasvatused toimusid optimaalsetes tingimustes. LL3-e kasvatati temperatuuril
47°C ning pH 6,0 juures. BC7-¢ vastavad parameerid olid 52°C ning 6,2. BC soddet
segati 100 p/min. NaOH ning NH;OH kulu jargi arvutati tekkinud piimhappe

kontsentratsioon. Saadud tulemuste kontrollimiseks vdeti iga 12 tunni tagant proove,
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millest mdddeti piimhappe ning gliikoosi sisaldust. CaCOs-ga puhverdades pH koikus,
jaddes kasvatuse 1opus 5+0,2 piiridesse. CaCOs-ga puhverdatud katsetes voeti proove
10-tunnise intervalliga, méddramaks gliikoosi ning piimhappe kontsentratsiooni.

LL3. Vaadates piimhappe tekkimise graafikuid LL3-e puhul, {illatas hea
tulemusega CaCOs-ga puhverdatud kasvatus (vt joonis 23). Kuni kolmekiimnenda
tunnini oli piimhappe teke tdiesti vorreldav NaOH-ga tiitritud kasvatuse omaga. Aga kui
viimane ilmutas 36. tunnil platoole joudmise mérke, jitkas CaCOs-ga puhverdatud
kasvatus endiselt piimhappe tootmist. See voib olla seletatav kiérituse 10pp-produkti,
piimhappe osalise viljasadenemisega kaltsiumisoolana. Viljasadenenud kaltsiumlaktaat
el avalda rakkudele osmootset survet ja seega on piimhappe véljutamine tsiitoplasmast

kergem. NH4OH-ga neutraliseerimine oli antud tingimustes aga vaheproduktiivne.

120 -
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Joonis 23. Neutraliseerijate vOrdlemine LL3-e niitel. Piimhappe teke CaCOs,
NH4OH ning NaOH-ga neutraliseeritud kasvatustes.

Vaadates graafikut, kus on kujutatud piimhappe tekkekiirust, on antud tingimustes
parim neutraliseerija NaOH (vt joonis 24). NaOH-ga neutraliseeritud kasvatuses
saavutati piimhappe tekkekiiruse haripunkt kiimnendal tunnil. See {iletas kaks korda
CaCOs-ga puhverdatud kasvatuse tulemust. NH;OH-ga neutraliseeritud kasvatuse
graafik aga annab tunnistust inhibitsioonist. CaCO;-ga ning NH4OH-ga neutraliseeritud
kasvatuste piimhappe saagis kulunud gliikoosi suhtes oli praktiliselt vordne. Piimhappe

keskmine tekkekiirus oli NaOH-ga tiitrimisel margatavalt suurem (vt tabel 10).
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Joonis 24. Neutraliseerijate vordlemine LL3-e néitel. Piimhappe tekkekiirus
CaCOs, NH4OH ning NaOH-ga neutraliseeritud kasvatustes.

Tabel 10. Neutraliseerijate voOrdlemine LL3-e nditel. Piimhappe keskmine
tekkekiirus ning saagis 36 tunni jooksul CaCO3, NH4OH ning NaOH-ga neutraliseeritud
kasvatustes.

Neutraliseerija Piimhappe keskmine Piimhappe saagis kulunud
tekkekiirus (g/lh) gliikoosi suhtes (g/g)

CaCOs 1,66 1,01

NH,OH 1,23 1,05

NaOH 2,09 1,22

BC7. Piimhappe tekkimise osas polnud BC7-e puhul suurt vahet, kas
neutraliseerimiseks kasutati NaOH-d voi NH4OH-d. Vaid kasvatuste 10puosas ilmnes
NaOH kasutamisel kerge inhibitsioon. Kiill aga erines neist CaCOs-ga puhverdatud
kasvatuse tulemus (vt joonis 25). Kui tiitrimisega kindlal pH véirtusel hoitud BC7
suutis 30 tunni jooksul sOOtmest &dra tarvitada kogu glikkoosi, siis CaCOs-ga
puhverdatud kasvatuse piimhappe tootmine kulges aeglases tempos. Kuni 40. tunnini
jdid selle kasvatuse tulemused teistele alla, hiljem aga tdus jitkus.

Piimhappe tekkekiirust hinnates oli optimaalseim neutraliseerija NH4OH (vt
joonis 26). Taiesti vorreldava tulemuse andis ka NaOH-ga tiitritud kasvatus. Seevastu
CaCOs-ga puhverdades kiiiindis piimhappe tekkekiirus vaid kolmandikuni teiste

neutraliseerijate omast, kuid saagis oli kdrgem (vt tabel 11).
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Joonis 25. Neutraliseerijate vordlemine BC7-e niitel. Piimhappe teke CaCOs,
NH4OH ning NaOH-ga neutraliseeritud kasvatustes.
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Joonis 26. Neutraliseerijate vordlemine BC7-e néitel. Piimhappe tekkekiirus
CaCOs3, NH4OH ning NaOH-ga neutraliseeritud kasvatustes.
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Tabel 11. Neutraliseerijate vordlemine BC7-e¢ nditel. Piimhappe keskmine
tekkekiirus ning saagis 36 tunni jooksul CaCO3;, NH4OH ning NaOH-ga neutraliseeritud
kasvatustes.

Neutraliseerija Piimhappe keskmine Piimhappe saagis kulunud
tekkekiirus (g/lh) gliikkoosi suhtes (g/g)

CaCOs 1,72 1,00

NH4OH 2,46 0,99

NaOH 2,47 0,86

LL3. Kasutades korget gliilkoosi algkontsentratsiooni kasvas LL3 paremini
NaOH-ga neutraliseerides. Kasvatades seda tiive 500 mM gliikoosisisaldusega MRS 1
sootmel (mida segati 100 p/minutis) pH 6,0 ning 45°C juures, neutraliseerides tekkivat
piimhapet vordlevalt NaOH ja NH4OH-ga, oli tulemus vastupidine (vt joonis 27). Ka
piimhappe tekkekiirust arvestades tuleks neis tingimustes neutraliseerijana eelistada
NH4OH-d (vt joonis 28). Biomassi midramisel saadud andmeid analiilisides selgus, et

suuri erinevusi ei olnud, viikese edumaa saavutas NH4OH-ga tiitritud kasvatus (vt tabel

12).
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Joonis 27. Neutraliseerijate vordlemine LL3-e nditel. Piimhappe teke 500 mM
gliikoosi kontsentratsiooniga MRS 1 s66tmes NH4OH ning NaOH-ga neutraliseeritud
kasvatustes.
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Joonis 28. Neutraliseerijate vordlemine LL3-e nditel. Piimhappe tekkekiirus 500
mM gliikoosi kontsentratsiooniga MRS 1 séotmes NH4OH ning NaOH-ga
neutraliseeritud kasvatustes.

Tabel 12. Neutraliseerijate vordlemine LL3-e néitel. Biomassi teke MRS 1
s60tmel NH4OH ning NaOH-ga neutraliseeritud kasvatustes.

Aeg (h) NH4OH-ga neutraliseerides NaOH-ga neutraliseerides
saavutatud biomass (g/1) saavutatud biomass (g/1)

0 0,076 0,076

2 0,2 0,24

4 0,46 0,52

7 1,32 1,32

17 1,44 1,3

24 0,82 0,74

3.1.4. Tuvede vordlemine neile sobivatel tingimustel

Teinud kindlaks piimhappe tootmiseks sobivad parameetrid, oli vdimalik 1dbi viia
jargmine etapp: kahe tiive produktiivsuse vordlus erinevatel sodtmetel ja tdpsustada
neutraliseerijate toimet nendele tiivedele.

LL3-e ja BC7-e jdrgmine vordluskatse toimus BC sd6tmes, mida segas
magnetsegaja 100 p/min. Temperatuurid olid vastavalt 47°C ning 52°C.
Naatriumhiidroksiidiga tiitrides hoiti pH taset vastavalt 6,0 ning 6,2. Piimhappe

kontsentratsioon arvutati neutraliseerimiseks kulunud NaOH jéirgi. Lisaks voeti iga 12
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tunni jdrel proovid piimhappe ning gliikoosi maddramiseks. Nende proovide pohjal on
arvutatud piimhappe saagis kulunud gliikoosi suhtes.

Piimhappe tekkimist kajastavat graafikut vaadates ilmneb BC7-e paremus. See
tiivi tootis 36 tunni jooksul rohkem piimhapet kui LL3 (vt joonis 29). Teiseks algas
kddritamine praktiliselt paari tunni jooksul, samas kui LL3-e lag-faas kestis vihemalt
kuus tundi. Ka piimhappe tekkekiiruse osas saavutas BC7 laktobatsilliga vorreldes
parema tulemuse (vt joonis 30). Ta saavutas maksimaalse kiiruse juba 5. tunnil, s. t. viis
tundi enne laktobatsilli. LL3-e piimhappe keskmine tekkekiirus jii batsilli omale alla: 2
g/lh vorreldes 2,47 g/lh. Kuid iihes parameetri osas oli laktobastill batsillist iile — see oli
piimhappe saagis kulunud gliikoosi suhtes. Kui BC7-¢l jaib saagis 0,86 g/g piiridesse,
siis LL3 annab arvutusliku véirtuse 1,22 g/g. Mdlema tiive produktsioonikdveraid
iseloomustab vdga viike piimhappe produktsioonikiirus kasvatuse viimases

kolmandikus.
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Joonis 29. LL3-e ja BC7-e vordlus 700 mM gliikoosi kontsentratsiooniga BC
sO0tmes tiivedele sobival pH-1 ning temperatuuril. Piimhappe teke.

46



4 A

5 —LL3
4 —BC7

piimhappe tekkekiirus (g/lh)

aeg (h)

Joonis 30. LL3-e ja BC7-e vordlus 700 mM gliikkoosi kontsentratsiooniga BC
s00tmes tliivedele sobival pH-1 ning temperatuuril. Piimhappe tekkekiirus.

Varasemates  optimeerimiskatsetes  jdeti  tdhelepanuta  tiivede  nduded
kasvumeediumile, kasutades véga rikkaid, kommertsiaalsetel komponentidel pdhinevaid
sOotmeid.

Jargmises vordluskatses kasvatati tiivesid kummalegi sobival pH-I ning
temperatuuril. S66tmes tdsteti gliikoosi tase 700 mM-It 800 mM-ni ning parmiekstrakt
asendati omavalmistatud parmiautoliisaadiga. Materjali ja metoodika osas kannab see
s66de nime BC_sp.

Korgem siisinikuallika kontsentratsioon ning ldmmastikuallika vahetus mdjustas
oluliselt LL3-e piimhappe teket. Selle kontsentratsioon hakkas tdusma alles peale 12.
tundi. Samas BC7-e puhul niisugust inhibitsiooni ei tdheldanud; 36. tunniks oli ta kogu
gliikkoosi dra tarvitanud (vt joonis 31). Piimhappe tekkekiiruse graafikut vaadates selgus,
et selles hinnale optimeeritud sd6tmes, mis sobis hdsti BC7-e jaoks, polnud LL3-el
mingit Sanssi: inhibitsioon oli niivord tugev (vt joonis 32). Keskmine piimhappe
tekkekiirus oli LL3-el 1,41 g/lh, mis oli 45% madalam vorreldes BC7-e saavutatud 2,57
g/lh-ga. Piimhappe saagis kulunud gliikoosi suhtes oli suhteliselt sarnane, kuid batsilli

kasuks: 0,94 g/g vorreldes 0,87 g/g.
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Joonis 31. LL3-e ja BC7-e vordlus 800 mM gliikoosi kontsentratsiooniga BC sp
sO0tmes tlivedele sobival pH-1 ning temperatuuril. Piimhappe teke BC7-e jaoks
optimeeritud sootmes.
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Joonis 32. LL3-e ja BC7-e vordlus 800 mM gliikoosi kontsentratsiooniga BC sp
sO0tmes tiivedele sobival pH-1 ning temperatuuril. Piimhappe tekkekiirus BC7-e jaoks
optimeeritud sootmes.
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3.1.5. Glukoosi kontsentratsiooni moju

Eelmises katseseerias avaldas glilkoosi taseme tdstmine so0tmes tugevat
negatiivset moju LL3-e piimhappe toodangule. Oletati, et korge suhkrute
algkontsentratsioon on peamine LL3-e kasvu ja piimhappe produktsiooni inhibeeriv
faktor. Jdrgnevates katsetes jélgiti gliilkoosi kontsentratsiooni mdju batsilli ning
laktobatsilli piimhappe tootmisele.

LL3. LL3-e rakke kasvatati 45°C juures MRS 1 s6otmel pidevalt magnetsegajaga
segades 100 p/min. Automaattitraatorid hoidsid NaOH-d tiitrides pH taset 6,0 piires.
Neljas kasvatuspudelis oli erinev gliikoosi algkontsentratsioon: 400 mM; 500 mM; 600
mM ning 700 mM. Erinev varasemast kasvatusmetoodikast oli ka eelkasvatuste kulg.
Kui varem oli inokulumiks kasutatud kultuur eel-adapteeritud kdorgele, 700 mM
gliikkoosi kontsentratsioonile ja pH oli reguleeritud CaCOs-e kasutamisega, siis niitid
kasvatati rakke ette 800 mM gliikoosi kontsentratsioonil aktiivse pH tiitrimisega,
kasutades NaOH-d. Piimhappe tekke seisukohalt osutus parimaks 400 mM sodde. Eriti
silmatorkav oli lag-faasi pikkuse soltuvus gliikoosi kontsentratsioonist (vt joonis 33).
Ka piimhappe tekkekiiruse pohjal eelistas laktobatsill madalamat suhkru taset. Kui 600
mM gliikoosisisaldusega s66tme puhul saavutati suurim tekkekiirus alles 12. tunnil, siis
400 mM puhul jéi see 4. tunni piirimaile (vt joonis 34). Biomassi juurdekasvu vaadates
sai selgeks korgete gliikoosi kontsentratsioonide inhibeeriv moju LL3-e rakkudele. 600
mM ning 700 mM gliikoos ei lasknud rakkudel kasvama hakata enne 6. tundi, samas
madalamatel suhkru kontsentratsioonidel algas biomassi juurdekasv loetud tundide

jooksul (vt joonis 35).
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Joonis 33. Gliikoosi kontsentratsiooni mdju LL3-ele. Piimhappe teke 400 mM;
500 mM; 600 mM ning 700 mM gliikoosisisaldusega MRS 1 sd66tmes.
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Joonis 34. Gliikoosi kontsentratsiooni mdju LL3-ele. Piimhappe tekkekiirus 400
mM; 500 mM; 600 mM ning 700 mM gliikoosisisaldusega MRS 1 s66tmes.

50



2,5

2,0
—e
15 /i:\ —e—400 mM
’ /./ S~ —=— 500 mM
T —< .

600 mM
1,0
/ 700 mM
0,5
0,0 "\‘ T T T 1
0 6 12 18 24

biomass (g/l)

Joonis 35. Gliikoosi kontsentratsiooni moju LL3-ele. Biomassi teke 400 mM; 500
mM; 600 mM ning 700 mM gliikoosisisaldusega MRS 1 so6dtmes.

BC7. Antud katseseeria eelkasvatus toimus analoogselt LL3-e samalaadse
kasvatusega. BC7 kasvas BC 1 sootmel, mida segati magnetsegajaga 100 p/min.
Kasvatuspudeleid hoiti temperatuuril 55,5°C ning piisiv pH 6,2 saavutati neis NaOH-ga
tiitrides. Gliikoosi kontsentratsioon oli s66tmes 400 mM; 500 mM; 600 mM voi 700
mM. Loomulikult tarbis kogu suhkru &ra ning joudis platoole esimesena see kultuur,
mille gliikoosisisaldus oli kdige madalam. Vaadates aga produktsioonikdvera kuju ning
tousu, polnud olulist vahet 400 mM ning 500 mM gliikoosi algkontsentratsiooniga
kultuuridel. Mingit tugevat inhibitsiooni polnud maédrgata ka korgematel suhkru
kontsentratsioonidel (vt joonis 36). Piimhappe tekkekiirust vaadates olid tulemused
veelgi vordvéddrsemad: kulminatsioon saabus koigil 5. tunnil. Harja korgus ning
kasvatuse 10puosa tulemused olid erinevamad (vt joonis 37). Biomass kasvas kdige
kiiremini 400 mM gliikoosi algkontsentratsiooniga sodtmes kultiveerides, kuid ka siin
olid tulemused sarnased (vt joonis 38). Gliikoosi madalamad kontsentratsioonid olid
kil eelistatud, kuid ka kdrgemad ei toonud kaasa méargatavat biomassi kasvu langust.
Kokkuvottes ei olnud BC7 gliikoosi kontsentratsiooni muutuste suhtes nii tundlik kui

LL3.
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Joonis 36. Gliikoosi kontsentratsiooni mdju BC7-ele. Piimhappe teke 400 mM;
500 mM; 600 mM ning 700 mM gliikoosisisaldusega BC 1 so6tmes.
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Joonis 37. Gliikkoosi kontsentratsiooni mdju BC7-ele. Piimhappe tekkekiirus 400
mM; 500 mM; 600 mM ning 700 mM gliikoosisisaldusega BC 1 sddtmes.
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Joonis 38. Gliikoosi kontsentratsiooni mdju BC7-ele. Biomassi teke 400 mM; 500
mM; 600 mM ning 700 mM gliikoosisisaldusega BC 1 so6tmes.
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3.2. Arutelu

Bacillus coagulans SIM-7 on termofiilne L-laktaadi tootja, keda oleks vdimalik
rakendada kiiritamisel to0stuslikus mastaabis. Tiive eripdrade dokumenteerimiseks tuli
1abi viia vordluskatsed teiste piimhappebakteritega. Saavutatud tulemuste pdhjal tiletas
Bacillus coagulans SIM-7 (DSM 14043) Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii
tiive DSM 20074 ning Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis'e tive DSM 20073 mitme
olulise parameetri poolest.

Piimhappe tootmiseks optimaalse temperatuuri otsimine CaCOs-ga puhverdatud
s60tmes nditas BC7-e termofiilsust. Kui laktobatsillid saavutasid maksimaalse
piimhappe kontsentratsiooni 47°C juures ning sellest kdrgematel temperatuuridel toimus
jarsk langus, siis BC7 saavutas haripunkti alles 52°C piiril. Peale seda hakkas
piimhappe kontsentratsioon kiill langema, kuid suhteliselt laugelt. Tegelikult oleks

voimalik soodsates tingimuses temperatuuri optimum isegi 58°C viia.
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Joonis 39. Optimaalse temperatuuri maaramine BC7-e jaoks NaOH-ga tiitritud pH
vaartusel 6,2. Piimhappe teke erinevatel temperatuuridel.
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Joonis 40. Optimaalse temperatuuri madramine BC7-e jaoks NaOH-ga tiitritud pH
vaartusel 6,2. Piimhappe tekkekiirus erinevatel temperatuuridel.

Nii niiteks kasvatades batsilli NaOH-ga tiitrides piisivalt pH 6,2 juures, suutis ta
korgeima piimhappe kontsentratsioonini jouda temperatuuril 54°C (vt joonis 39). Kuigi
piimhappe tekkekiiruse graafiku jirgi saavutas kdige parema tulemuse 52°C juures
kasvanud kultuur, jouti just korgematel temperatuuridel kdige varem gliikoosi
ammendumiseni (vt joonis 40).

Kui CaCOs-ga neutraliseerimisel oli karbonaadi lahustuvuse, tlivele sobiva pH
optimumi ja temperatuuri keerukate seoste tdttu optimaalseks temperatuuriks 52°C,
aktiivsel tiitrimisel lahustuvate alustega oli saagis just kdorgematel temperatuuridel
parem. Korgete temperatuuride (57 — 58°C) kasutamine eeldab selle vidga hoolikat
jélgimist, sest neis tingimustel aeglustub bakterite kasv juba viiksemagi
tilekuumenemise tottu. Tiive kasvu optimum on ilmselt mone kraadi vorra madalamal
kui kasvust mittesdltuva kéaéritusfaasi temperatuuri optimum.

Peale esimest etappi loobuti katsetest LD4-aga, kuna selle tiive piimhappe
produktsiooni tulemused jéid iilejadnud kahele tiivele selgelt alla. Kui LL3 ja BC7
joudsid molemad toota iile saja grammi liitris, siis LD4 kiitindis vaid pooleni sellest.

Piimhappe tootmiseks optimaalse pH leidmine osutus problemaatiliseks, kuna
LL3 ei talunud standardse perioodilise kédritamise katsekorralduse juures
ammooniumhiidroksiidiga tiitrimist. Kasutades neutraliseerijana naatriumhiidroksiidi,

tuvastati et LL3 eelistas pH-d 6,0 ning BC7 6,2. Sealjuures tuleb tdhele panna, et pH
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koikumine isegi 0,2 tihiku vorra muutis kardinaalselt LL3-e piimhappe tekkekiirust ning
16ppkontsentratsiooni (vt jooniseid 19 ja 20). Samas oli BC7 tunduvalt tolerantsem: 36.
tunniks saavutatud 1dppkontsentratsioon jii praktiliselt samaks pH vahemikus 5,8-6,4
(vt joonis 21).

Neutraliseerija valiku puhul ilmnes, madalamatel gliikoosi kontsentratsioonidel
ning rikkalikumas sd6tmes oli voimalik NH4OH puhul kergemini ilmnevat inhibitsiooni
véltida ning saada isegi NaOH-ga tiitritud kasvatustest paremaid tulemusi (vt joonis 27).
Seega on NH;OH kasutatav vaid jéreltoitelise fermentatsiooni korral. NaOH
kasutamisel on LL3-e osmootse rohu taluvus millegipidrast moneti parem, kuid kas
vOoimalus véltida jareltoitelist fermenteerimist kompenseerib joonisel 27 kujutatud
produktiivsuste erinevust, on eraldi optimeerimisiilesanne. Véga sobiv on LL3-e jaoks
CaCOs-ga neutraliseerimine (vt joonis 23). Sel viisil dnnestub toota suhteliselt suure
saagise juures piimhapet 16ppkontsentratsioonini, mida teiste neutraliseerijate puhul ei
saavutatud. Laktobatsilli madal pH optimum ja viike kasvukiirus sobivad antud
neutraliseerimismeetodiga.

BC7-e puhul on neutraliseerijate valiku iile otsustamisel olukord teistsugune.
CaCOs-e tarvitamine ei vOimaldaks dra kasutada tiive kiiret kasvamist ja head
produktiivsust. Kontrollides aktiivselt pH taset tiitrimisega, saavutati iihe 00pédevaga
sama piimhappe loppkontsentratsioon, kui CaCOs-ga puhverdades kahega (vt joonis
25). Kuigi NaOH ja NH4OH kéitusid BC7-e puhul fermentatsioonitsiikli esimesel 2/3
sarnaselt, ilmneb kiirituse viimasel kolmandikul NaOH kasutamisel produktsiooni
kiirem "kustumine", vorreldes ammooniumhiidroksiidi kasutamisega. Selle tulemusena
on NaOH puhul probleemiks kogu so6tmes oleva gliikoosi édratarvitamine. "Kustuvas"
produktsioonitsiiklis kuluks véga palju aega saavutamaks jadksuhkruteta laktaadilahust.

Vorreldes BC7-¢ ja LL3-e piimhappe produktiivsusi, ilmneb selge seaduspérasus.
BC7-e kultuur kasvab kiiremini ja suurema rakutiheduseni kui LL3. Selle tulemusena
on batsilli kultuuris rohkem piimhapet tootvaid rakke ja kultuuri piimhappe
produktiivsus seega suurem. Kuna rakkude kasvuks kulutatakse aga rohkem siisinikku
ja energiat, on BC7-e puhul saagis kulutatud gliikoosi suhtes viaiksem kui LL3-el.

Mis puutub voimet taluda erinevaid gliikkoosi kontsentratsioone, siis BC7 suutis
elada ja piimhapet produtseerida laias vahemikus, ilma et suhkur oluliselt parssima
oleks hakanud (vt joonis 36). Seevastu LL3 ei suutnud taluda korgemaid gliikoosi
kontsentratsioone. Need tdoid kaasa pika lag-faasi, biomassi kasv algas hilja. Kuna

piimhappe teke soltub otseselt tootvate rakkude hulgast, jdi parsitud kasvuga kultuuri
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produktsioon madalaks (vt joonis 35). Gliikoosi kontsentratsiooni védhendades oli
voimalik inhibitsiooni viltida.

Uldiselt osutus LL3 keskkonnatingimuste suhtes viga labiilseks. Juba inokulumi
kasvatades tuli teda kaitsta hapniku eest. Spooride puudumine tihendas regulaarseid
imberkiilve ning kiilmutatud siilituskultuuride tegemist. Umberkiilvide kiigus ilmnes
veel liks ebameeldivus: pikk kohanemisperiood. Niiteks tavalisest korgem gliikoosi
kontsentratsioon  sd6tmes ning  pédrmiekstrakti asendamine = omavalmistatud
parmiautoliisaadiga venitas lag-faasi tosina tunni pikkuseks (vt joonis 31). Tiivi ilmutas
tundlikkust osmootse Soki suhtes. Nende puuduste tottu tuli ette juhtumeid, kus BC7
kontamineeris LL3-e kultuuri. Vastupidist ei juhtunud aga iialgi.

T66 kiigus ilmnesid mitmed BC7-¢ tugevad kiiljed. Adrmiselt kasulikuks osutus
termofiilsus. Autoklaavimisest ning teistest steriilimismeetoditest vdis loobuda.
Kontaminatsioonist tingitud katsete ebadnnestumist pole siiani esinenud. Arvestades
potentsiaalset kasutamist todstusliku tiivena, tdhendas see voOimalust kokku hoida
steriilimiskulutuste arvelt. Vdime taluda neutraliseerijana nii ammonium- kui ka
naatriumhiidroksiidi  vastas samuti toOstuse huvidele, kuna see muudaks
tootmisprotsessi paindlikumaks. Sobiv oli ka suhteliselt lai pH vahemik, kus piimhappe
toodang praktiliselt samaks jdi. Kdigi eelpool mainitud omaduste tottu aklimatiseerus
BC7 suhteliselt histi: lag-faas oli voimalik liihendada alla kolme tunni. Isegi gliikoosi
kontsentratsioonidel, mis mdjusid inhibeerivalt LL3-e peale, suutis ta kohe kasvatuse

alguses paljunema hakata, mis omakorda vdimaldas kiiret piimhappe produktsiooni.
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KOKKUVOTE

Piimhappe mikrobioloogilisel tootmisel rakendatakse eelistatult klassikalisi
piimhappebaktereid. Aga kuna tddstusliku piimhappe puhul pole maitse ega 16hn enam
olulised, on hakatud otsima uusi produtsente, mis toodaksid kdrgetel temperatuuridel
tihte puhast piimhappe optilist isomeeri. Antud tingimusele vastavat Bacillus coagulans
SIM-7 (DSM 14043) vorreldi kdesolevast to0s kahe laktobatsilliga: Lactobacillus
delbrueckii subsp. delbrueckii (DSM 20074) ning Lactobacillus delbrueckii subsp.
lactis (DSM 20073).

Esmalt tehti kindlaks uuritavate tiivede piimhappe tootmiseks sobivad parameetrid
neutraliseerides kasvukeskkonda CaCOs-ga. Laktobatsillide temperatuurioptimum
piimhappe produktsiooniks oli 47°C, samas kui batsill saavutas parima produktiivsuse
temperatuuril 52°C. Et Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii (DSM 20074)
piimhappe tootlikkus oli teistest poole viiksem, elimineeriti see tiivi edasistest
vordlustest. pH optimaalne véértus tiivel Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis (DSM
20073) oli 6,0 ning tiivel Bacillus coagulans SIM-7 (DSM 14043): 6,2.

Saadud tulemused nditasid, et tiive Bacillus coagulans SIM-7 (DSM 14043)
eelised vorreldes Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis'ega (DSM 20073) on
jargmised.

1. Tiivi on termofiilsem.

2. Talub kdorget osmootset rohku.

3. Talub kédritamisel hésti hapnikku, on aeroobsetes tingimustes kiire kasvuga.

Sellest tulenevalt on tiive Bacillus coagulans SIM-7 (DSM 14043) perioodilises
kultuuris kéaritades voimalik erinevate neutraliseerijate manulusel saavutada korgeid
piimhappe loppkontsentratsioone. Tiive puhul on inokulumi kiitlemine lihtne ja puudub
vajadus sootmete steriilimiseks. Tiive produktiivsus sdilib laiemas temperatuuri ja pH
vahemikus kui Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis'el (DSM 20073). Ténu kiiremale
kasvule ja kultuuri suuremale tihedusele on Bacillus coagulans SIM-7 (DSM 14043)
piimhappe kééaritustsiikkel umbes 1/3 vorra lithem.

Jarelikult sobib Bacillus coagulans SIM-7 (DSM 14043) hésti piimhappe

toostuslikuks produtsendiks.
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SUMMARY

Usually lactic acid bacteria (LAB) are used to produce lactic acid
microbiologically. Nowadays for chemical industry new thermophilic strains are
searched to produce optically pure lactic acid isomers. In the present paper that kind of
bacterium Bacillus coagulans SIM-7 (DSM 14043) was compared to two lactobacilli:
Lactobacillus  delbrueckii  subsp. delbrueckii (DSM 20074) and Lactobacillus
delbrueckii subsp. lactis (DSM 20073) in this paper.

Growth parameters for production of lactic acid by these bacteria were determined
in the medium neutralized with CaCOs. Optimal temperature of lactic acid production
for lactobacilli was 47°C, meanwhile bacillus obtained best results at 52°C. Due to low
production of lactic acid Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii (DSM 20074) was
eliminated from further study. So optimal pH was determined for the two strains only —
Bacillus coagulans SIM-7 (DSM 14043): 6.2 and Lactobacillus delbrueckii subsp.
lactis (DSM 20073): 6.0.

Results obtained showed that advantages of Bacillus coagulans SIM-7 (DSM
14043) compared with Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis (DSM 20073) are the
following.

1. Strain is more thermophilic.

2. Tolerates high osmotic pressure.

3. During fermentation tolerates oxygen, growth is fast at aerobic conditions.

So Bacillus coagulans SIM-7 (DSM 14043) can produce high concentrations of
lactic acid in batch cultures neutralized with different neutralizers. Treatment of
inoculum is simple and there is no need to sterilize medium. Productivity of the strain
remains stable in wider range of temperature and pH than Lactobacillus delbrueckii
subsp. lactis (DSM 20073) can stand. As a result of faster growth and bigger density of
the culture of Bacillus coagulans SIM-7 (DSM 14043) the cycle of fermentation of is
1/3 shorter.

Therefore we suggest Bacillus coagulans SIM-7 (DSM 14043) as an industrially

suitable producer of lactic acid.
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