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Otrzymywanie kwasu laktobionowego

Kwas laktobionowy otrzymywany jest poprzez chemiczne, elektrochemiczne, katalityczne oraz
enzymatyczne utlenianie laktozy.

Laktoza jako substrat

Laktoza (B-D-galaktopiranozylo-(1->4)-D-glukoza) jest produkowana na skale przemystowa od ponad 100
lat. Ttuszcze, biatka, laktoza oraz substancje mineralne mleka sg obecne w serwatce, ktéra jest uwalniana
podczas produkcji sera. Ze wzgledu na to, ze serwatka zawiera ok. 4-5% laktozy, jest ona jedng z
najbardziej preferowanych substancji do otrzymywania czystej laktozy. Laktoze otrzymuje sie poprzez
zageszczenie cieczy powstatej po oddzieleniu ttuszczy, biatek i substancji mineralnych z serwatki, a
otrzymany koncentrat poddaje sie krystalizacji. Nastepnie krysztaty s3 myte, suszone i pakowane. Dzieki
postepowi technologii membranowe;j i spadkowi kosztdw membran, systemy filtracji staty sie najbardziej
znaczgcymi metodami produkcji laktozy. W tej metodzie, bezbiatkowa laktoza jest produkowana poprzez
skuteczne zapewnienie odzysku biatek serwatkowych [3].
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Enzymy biorgce udziat w utlenianiu laktozy posiadajg wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe. Oksydaza
laktozowa utlenia laktoze do kwasu laktobionowego i redukuje tlen, wytwarzajgc H.0,. Wyniki badan
potwierdzajg, ze ten enzym wykazuje dziatanie hamujgce przeciwko wzrostowi patogendw przenoszonych
przez zywnos$¢ i mikroorganizmow powodujgcych psucie sie zywnosci zwigzanej z produktami mlecznymi
takimi jak: Listeria monocytogenes, Salmonella enterica ser. typhimurium, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas fragi, oraz Penicillium chrysogenum. Zastosowanie enzymow jako sSrodkéw
przeciwdrobnoustrojowych w produktach mlecznych jest potencjalnym sposobem kontroli wzrostu
mikroorganizméw bez etapu obrdébki termicznej. Badania wykazaty, ze oksydaza laktozy moze by¢
wykorzystana jako nowe podejscie do hamowania wzrostu plesni i bakterii oraz jako przyjazny dla
etykiety konserwant produktéow mleczarskich [12, 24].

Réwniez produkty utleniania laktozy wykazujg dziatanie przeciwdrobnoustrojowe. Udowodniono
potencjat antybiofilmowy kwasu laktobionowego przeciwko Salmonella enterica ser. typhimurium. LBA
hamowat tworzenie sie biofilmu S. typhimurium na powierzchni stali nierdzewnej oraz szkta. Oprdcz tego,
kwas laktobionowy ograniczyt ruchliwos¢ bakterii, zahamowat produkcje pozakomdrkowego
polisacharydu i biatka podczas tworzenia sie biofilmu. Analiza ilosciowej reakcji taricuchowej polimerazy z
odwrotng transkrypcjg w czasie rzeczywistym ujawnita, ze LBA obnizyt ekspresje gendw zaangazowanych
w tworzenie biofilmu S. typhimurium [11].

Laktoza odznacza sie szerokim zastosowaniem w przemysle farmaceutycznym, paszowym i spozywczym.
Zastosowanie znalazta jako dodatek do zywnosci dla niemowlat oraz jako dodatek do lekdw, gtdwnie jako
nos$nik w produktach farmaceutycznych. Na drodze hydrolizy moze by¢ réwniez stosowana przy produkgc;ji
glukozy, galaktozy oraz pochodnych laktozy. Czesto staje sie sktadnikiem diet, ze wzgledu na wartos¢
kaloryczng, niski indeks glikemiczny oraz moc stodzenia. Laktoza przyjmowana z mlekiem i produktami
mlecznymi fermentuje w jelicie tworzac kwas mlekowy. Powstate w ten sposéb kwasne $rodowisko
reguluje wchfanianie wapnia i potasu w jelicie [3].

Laktaza hydrolizuje laktoze na glukoze i galaktoze. Enzym ten jest syntetyzowany w jelicie cienkim przez
mikrokosmki. Zaleznie od predyspozycji genetycznych i struktury populacji, synteza tego enzymu moze
ulec zmniejszeniu z wiekiem, prowadzi to do trudnosci podczas trawienia mleka i produktow
zawierajgcych laktoze. To zaburzenie okreslane jest jako ,nietolerancja laktozy” a objawami sg biegunka
oraz bdle brzucha. Kiedy laktoza dostanie sie do jelit, jej koncentracja wzrasta z powodu braku laktazy. To
sktania wode do przemieszczenia sie z krwi do przewodu pokarmowego w celu przywrdécenia rownowagi
osmotycznej. Powoduje to nieprawidtowg fermentacje, skutkujagcg wzdeciem oraz bdlem brzucha.
Najpopularniejszymi zabiegami majacymi na celu uzyskanie mleka bez laktozy sg ultrafiltracja, obrébka
cieplna oraz hydroliza przez dodatek odpowiednich enzyméw [7].
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Chemiczne utlenianie laktozy

Poczgtkowo otrzymywanie LBA polegato na utlenianiu laktozy ciektym bromem lub jego solami [36], przy
czym produktem reakcji byt techniczny kwas laktobionowy, ktdry nastepnie nalezato oczysci¢ i osuszyc.
Znane jest rowniez dziatanie kwasami mineralnymi na sél wapniowa lub otowiowa kwasu laktobionowego.

Jednak, tak jak w pierwszym przypadku, proces ten wymaga skomplikowanej aparatury, co w negatywny
sposéb wpltywa na wydajnosé i jako$¢ produktu. Najbardziej efektywnym chemicznym sposobem
utleniania laktozy do kwasu laktobionowego jest wykorzystanie soli bromolaktobionianu wapnia i
poddanie jej stopniowemu rozktadowi do wolnego kwasu laktobionowego. Wedtug patentu P 104901
[35], na podwdjng sél bromolaktobionianu wapnia dziata sie zawiesing tlenku wapnia w wodzie, w wyniku
czego otrzymuje sie zasadowy laktobionian wapnia, ktéry po odsgczeniu i przemyciu wodg wapienng
poddaje sie dziataniu gazowego CO; do pH ok. 7. Nastepnie obojetny laktobionian wapnia odsacza sie od
wytrgconego CaCOs i na kolumnie jonitowej przeksztatca w wolny kwas laktobionowy.

Elektrochemiczne utlenianie laktozy

Otrzymywanie LBA na drodze elektrochemicznego utleniania przeprowadzano przy uzyciu bromku wapnia
i wodorotlenku sodu. Wg Sotowiewicza i Jankiewicz-Niewiadomej (1992) [34] utlenianiu
elektrochemicznemu poddaje sie roztwdér wodny laktozy oraz bromku sodu, ktéry przepuszcza sie przez
elektrolizer z przepuszczalng anodg, gdzie pod wptywem energii elektrycznej dochodzi do utlenienia
laktozy. Elektrochemiczne utlenianie laktozy do kwasu laktobionowgo przeprowadzano réwniez na
zmodyfikowanych elektrodach otowianych w buforowym roztworze Na,COs. Wykazano, ze po 4 godzinach
95% laktozy zostato utlenione, przy 75% selektywnosci elektrod Pt i Pb w kierunku kwasu laktobionowego.
Niestety, ze wzgledu na wytwarzanie produktéw toksycznych i duzg absorpcje przez elektrody tych
produktow, metoda ta stata sie mato optacalna. Petng selektywnos$¢ otrzymuje sie wykorzystujgc
elektrody ze ztota. Jednak i w tym przypadku z czasem rdéwniez zaobserwowano powstawanie
niekorzystnych produktéw ubocznych i zanieczyszczenie elektrod. Produkcja LBA na drodze
elektrochemicznego utleniania, cho¢ w skali laboratoryjnej charakteryzuje sie duzg wydajnoscig, to
niestety, jej realizacja na skale przemystowg jest obecnie niemozliwa ze wzgledu na zbyt wysokie koszty i
problemy zwigzane z wytwarzaniem zwigzkow toksycznych [10].

Katalityczne utlenienie laktozy

Kwas laktobionowy mozna otrzymywaé z laktozy poprzez selektywne, katalityczne utlenienie grupy
aldehydowej przy atomie wegla C1 tego dwucukru do grupy karboksylowej. Grupy alkoholowe przy innych
atomach wegla nie ulegajg w tym procesie utlenieniu. Produktem tej reakcji jest kwas laktobionowy [19].
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Heterogenicznymi katalizatorami wykorzystywanymi w tej reakcji sg przede wszystkim metale szlachetne
takie jak platyna, pallad oraz ztoto. Reakcja katalitycznego utleniania przebiega najczesciej w reaktorze
tréjfazowym, gdzie sproszkowany katalizator zawiesza sie w fazie ciektej zawierajacej utleniany zwigzek i
podczas reakcji przepuszcza sie tlen. Obecnie najdoktadniej zbadane sg katalizatory palladowe i
platynowe. Jednak wykorzystane do utleniania laktozy, wykazujg niskg selektywnos$¢ i niski stopien
przereagowania, jak réwniez dochodzi do szybkiej dezaktywacji katalizatora prawdopodobnie na skutek
zbyt duzej adsorpcji tlenu. Wptyw niektérych z tych czynnikdw mozna skutecznie zwiekszaé¢ poprzez
dodatek bizmutu lub ofowiu, ktére wg Karskiego (2006) [16] znacznie polepszajg stopien konwersji laktozy
i mogg powodowac catkowite ich przereagowanie. W badaniach prowadzonych w ostatnich latach do
utleniania laktozy zostat wykorzystany katalizator ze ztota, wczesniej wykorzystywany do utleniania
propenu [21, 25]. W pordwnaniu z katalizatorami palladowymi i platynowymi, katalizator ze ztota
wykazuje duzo wiekszg odpornosé na dezaktywacje i nie wymaga kontroli pH.

Mikrobiologiczne utlenianie laktozy

W mikrobiologicznym utlenianiu laktozy do LBA wykorzystuje sie zarowno zewngtrzkomérkowe, jak i
wewnatrzkomdrkowe enzymy réznych drobnoustrojéw, m.in.: Pseudomonas sp, Pseudomonas taetrolens,
Acetobacter orientalia, Microdochium nivale, Zymomonas mobilis (rys. 2) [4, 6, 18, 20, 21, 23, 27, 32].
Zgodnie z danymi literaturowymi proces utleniania laktozy do LBA jest dwuetapowy [1]. W pierwszym
utlenianie laktozy do laktobiono-6-laktonu katalizuje laktozo-oksydaza, a biokatalizatorem w drugim
etapie jest laktonaza, dzieki ktdrej laktobiono-6-lakton zostaje przeksztatcony w kwas laktobionowy.

CH,0H CHZOH CHZOH CHZOH CHZOH CHZOH
utlenlenle
OH @j20—> COOH
oksydaza laktonaza
OH laktozy
Laktoza Laktobiono-3-lakton Kwas laktobionowy

Rysunek 2. Schemat otrzymywania kwasu laktobionowego z laktozy z uzyciem drobnoustrojéw [14]

Chociaz mikrobiologiczne metody otrzymywania kwasu laktobionowego sg czasochtonne i kosztowne, to
jednak ze wzgledu na duzg wydajnosé sg obecnie najczesciej stosowane do otrzymywania kwasu
laktobionowego. Drzemie w nich jeszcze duzy potencjat, a jedng z obiecujgcych mozliwosci jego lepszego
wykorzystania jest stosowanie bakterii z gatunku Pseudomonas taetrolens [13].
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Charakterystyka serwatki w produkcji kwasu laktobionowego

Serwatka jest jednym z najczesciej wystepujgcych produktéw ubocznych przemystu mleczarskiego.
Szacuje sie, ze ok. 50% powstajgcej serwatki jest bezposrednio odprowadzane do systemdéw wodnych,
powodujgc straty ekonomiczne i problemy zwigzane z zanieczyszczeniem srodowiska (dane z 2020 roku).
W zwigzku z tym, przemyst spozywczy stara sie znalez¢ konkretne zastosowania dla serwatki, w celu
zmniejszenia probleméw srodowiskowych. Serwatka moze by¢ poddawana rozmaitym procesom takim
jak: deproteinizacja, mikrofiltracja i ultrafiltracja w celu wytworzenia skoncentrowanych biatek
serwatkowych.

Uzyskany w tych procesach permeat serwatki sktada sie gtdwnie z laktozy (5%), wody (93%) i sktadnikdw
mineralnych (0,53%), z minimalng iloscig biatek (0,85%) i ttuszczéw (0,36%). Tak ubogi sktad ogranicza jego
zastosowanie a jednym ze sposobdéw wykorzystania tego produktu ubocznego jest produkcja na drodze
fermentacji mikrobiologicznej réznych zwigzkéw, takich jak: oligosacharydy, kwas mlekowy oraz kwas
laktobionowy (LBA) [28].

W ostatnich latach produkcja serwatki kwasowej znacznie wzrosta ze wzgledu na zwiekszong ilos¢
wyprodukowanych seréw twarogowych i jogurtdw greckich. Wysokie biologiczne zapotrzebowanie na tlen
dla serwatki kwasowe] stwarza problem w zagospodarowaniu tego produktu ubocznego. Zastosowanie
serwatki kwasowej ogranicza rowniez jej niskie pH, krotki okres przydatnosci do spozycia, a takze lekko
stony smak. Sktad kwasnej serwatki utrudnia konwersje laktozy do kwasu laktobionowego przez
Pseudomonas taetrolens. Poréwnujgc witasciwosci stodkiej i kwasnej serwatki prowadzone sg badania w
celu zwiekszenia przydatnosci serwatki kwasowej do produkcji LBA. Istotna jest ilo$¢ soli, stezenie biatka,
pH, objetos¢ inokulum oraz czas hodowli. Wyniki badan wykazaty, ze wyzsze stezenie biatka i kwasu
mlekowego w podfozu negatywnie wptywa na utlenianie laktozy do LBA, zwiekszenie ilosci serwatki
kwasowej w podfozu moze wptynac na wydajnosc LBA, a kombinacja stodkiej i kwasnej serwatki moze by¢
dobrym rozwigzaniem dla biotechnologicznej produkcji LBA z wykorzystaniem odpaddw mleczarskich.
Istotne jest rowniez to, ze wielokrotne dodawanie inokulum P. taetrolens do substratu z serwatki
kwasowej optymalizuje konwersje laktozy do LBA [25, 30].

Poddano badaniom przydatno$¢ kwasnej serwatki do produkcji kwasu laktobionowego przy uzyciu
hodowli w kolbie wstrzgsanej i bioreaktorze oraz poréwnano wyniki z serwatky stodky. Wykazano, ze
najbardziej odpowiednia metodg do produkcji kwasu laktobionowego przy uzyciu Pseudomonas
taetrolens jest bioreaktor z wykorzystaniem stodkiej serwatki jako substratu w kontrolowanych
warunkach pH. Natomiast uzycie kwasnej serwatki jako substratu do konwersji laktozy jest lepsze w
bioreaktorze, a utrzymanie fermentacyjnego pH medium na poziomie 6,5 determinuje najlepsze warunki
fermentacji [29].
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Charakterystyka bakterii Pseudomonas taetrolens

Bakterie z gatunku P. taetrolens nalezg do rodzaju Pseudomonas i zaliczajg sie do gammaproteobakterii.
Drobnoustroje nalezgce do tego rodzaju s3 mikroorganizmami tlenowymi i nie tworzg zarodnikéow. Majg
ksztatt pateczek i wyposazone sg w polarne wici, ktére umozliwiajg im poruszanie [9]. Bakterie z rodzaju
Pseudomonas sg zdolne do metabolizowania szerokiego zakresu toksycznych zwigzkdéw nieorganicznych i
organicznych, takich jak weglowodory alifatyczne i aromatyczne. Odgrywajg istotng role w obiegu wegla w
przyrodzie [16].

Istniejg szczepy Pseudomonas odporne na dziatanie antybiotykdéw, srodkéw dezynfekujgcych,
detergentéw czy rozpuszczalnikow organicznych. Sg to wszechobecne drobnoustroje, zdolne do zycia w
réznorodnych warunkach srodowiska. Zasiedlajg zréznicowane srodowiska: glebe, wode, tkanki roslinne i
zwierzece. Niektdére gatunki sg patogenami roslin, zwierzat i ludzi [26]. Mikroorganizmy te sg zdolne do
zycia w przedziale temperatur od 4 do 42°C, w pH od 4 do 8, konieczne sg warunki tlenowe, a takze
dostep do prostych lub ztozonych sktadnikéw organicznych [21].

Systematyka bakterii z gatunku Pseudomonas taetrolens przedstawia sie nastepujgco (Global Catalogue of
Microorganisms): Krélestwo: bakterie; Typ: proteobakterie; Klasa: gammaproteobakterie; Rzad:
Pseudomonadales; Rodzina: Pseudomonadaceae; Rodzaj: Pseudomonas; Gatunek: Pseudomonas
taetrolens

Bakterie z gatunku P. taetrolens s3 gram-ujemnymi pateczkami zdolnymi do ruchu i niewytwarzajgcymi
zarodnikéw. Alonso i in. (2011) [1] podajg, iz w pH 6,5 i warunkach tlenowych, nastepuje silny wzrost tych
drobnoustrojéw, zachowana jest takze ich aktywnos¢ metaboliczna i integralnos¢ membran
komérkowych. W $rodowisku kwasowym (pH=3,35) ich btony komdrkowe mogg ulega¢ depolaryzacji
prowadzacej do tworzenia agregatéw lub $mierci mikroorganizméw. Srodowisko zasadowe (pH>7) nie
stymuluje produkcji kwasu laktobionowego ani wzrostu komodrek P. taetrolens [2]. Wedtug Leibniz
Institute DSMZ (Deutsche Sammlung von Microorganismen und Zellkulturen GmbH) optymalna
temperatura do rozwoju tych mikroorganizméw wynosi 28°C. Bakterie te sg niekorzystne w przemysle
zywnosciowym. Przyczyniajg sie do psucia produktéw miesnych i rybnych, nawet tych przechowywanych
w warunkach chtodniczych. Odpowiadajg za nieprzyjemny, zgnity i siarkowy zapach jaj oraz miesa [7].

Interesujacym zZrédtem laktozy, substratu w mikrobiologicznej produkcji kwasu laktobionowego, moze by¢
serwatka. Obecnie stuzy ona gtéwnie do produkcji szerokiej gamy biatek. Warto jednak zwréci¢ uwage, ze
ten sposdb jej zagospodarowania nie pozwala na wykorzystanie obecnej w niej laktozy. Mozliwosc
biokonwersji tego weglowodanu do kwasu laktobionowego wydaje sie by¢ interesujgcym przedmiotem
badan naukowych. Tym bardziej, ze moze on sie przyczyni¢ do lepszego wykorzystania serwatki, ktéra
stanowi obecnie ucigzliwy produkt uboczny w procesie otrzymywania sera (ok. 96% objetosciowych w
odniesieniu do zuzytego mleka) lub kazeiny (ok. 6% objetosciowych zuzytego mleka).
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Ze 100 dm? przerabianego mleka podczas produkcji sera uzyskuje sie jej ok. 80-90 dm?. Swiatowa
produkcja serwatki wynosi ponad 160 miliondw ton rocznie, a jej wzrost prognozuje sie na 1-2% rocznie
[4]. Dlatego tez opracowanie nowych metod wykorzystania serwatki jest ciggle wazne zaréwno z punktu
widzenia ekologicznego, jaki i biotechnologicznego.
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