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PRODUKCJA KWASU MLEKOWEGO PRZEZ GRZYBY
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Streszczenie

Kwas mlekowy jest beztlenowym produktem glikolizy prowadzonej przez homo- i heterofermenta-
tywne bakterie fermentacji mlekowej. Proby wykorzystania ple$ni z rodzaju Rhizopus do produkcji kwasu
mlekowego wykazaty nieoptacalnos¢ procesu. Plesnie z rodzaju Rhizopus maja o wiele mniejsze wyma-
gania pokarmowe niz bakterie fermentacji mlekowej. Ponadto wykorzystuja jako zrédto wegla tanie poli-
mery, takie jak: skrobia, hemicelulozy i celuloza, a produktem fermentacji jest pozadany kwas L(+) mle-
kowy. W pracy przedstawiono biochemizm wytwarzania kwaséw organicznych, w tym mlekowego,
z glukozy i ksylozy przy udziale szczepow Rhizopus oryzae z uwzglednieniem czynnikéw warunkujacych
efektywno$é tego procesu. Z literatury wynika, ze szczepy z rodzaju Rhizopus w optymalnych warunkach
hodowli, takich jak: rodzaj i stgzenie substratu, odpowiednia temperatura a takze pH i natlenienie podtoza
hodowlanego wyraznie zwigkszaja produkcje kwasu mlekowego. Forma morfologiczna i unieruchomienie
grzybni Rhizopus znacznie podnosza produktywnos$¢ i wydajnos¢ kwasu mlekowego.
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Wprowadzenie

Kwas mlekowy jest zwigzkiem organicznym wytwarzanym przez organizmy:
ludzkie, zwierzece, roslinne i mikroorganizmy [34]. Przez mikroorganizmy (Lacoba-
cillus delbriicki 1 in.) produkowany jest metoda biotechnologiczna z melasy, serwatki,
skrobi ziemniaczanej, kukurydzianej lub innej zbozowej [16]. Plesnie z rodzaju Rhizo-
pus jako zrodta wegla do produkeji kwasu mlekowego wykorzystuja rowniez cukry
proste i ztozone oraz odpady przemystowe [2, 4, 7, 13, 14, 40].

W skali globalnej wytwarza si¢ ok. 50 000 ton rocznie kwasu mlekowego, z cze-
go ok. 70 % metoda fermentacyjna, a pozostala czg$¢ otrzymuje si¢ na drodze syntezy
chemicznej. Kwas mlekowy dostepny jest jako: techniczny, do celow spozywczych,
farmakopealny oraz do produkcji biopolimeréw [17].
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Kwas mlekowy jest substancja bezbarwna i bezzapachowa, co jest wazne w wielu
branzach, w tym w przemysle spozywczym [33, 34, 44]. Jest najprostszym karboksy-
lowym kwasem z asymetrycznym atomem wegla (CH;CHOHCOOH) [5, 19]. Kwas
mlekowy wystepuje w przyrodzie w postaci dwdch izomerdw optycznych: kwasu D(-)
i L(+) mlekowego [34]. Podwyzszony poziom D-izomeru jest szkodliwy dla organi-
zmu cztowieka, dlatego forma L(+) kwasu mlekowego jest preferowana w produkcji
zywno$ci 1 w przemysle farmaceutycznym [11, 34].

Celem pracy bylo przedstawienie aktualnego stanu wiedzy dotyczacego czynni-
kéw decydujacych o efektywnosci produkeji kwasu mlekowego przez grzyby z rodzaju
Rhizopus.

Charakterystyka i wykorzystanie grzybow z rodzaju Rhizopus

Rodzaj Rhizopus nalezy do grzybow strzgpkowych. Moga by¢ one pozyteczne lub
szkodliwe. Szkodliwe dziatanie tych grzybow objawia si¢ w produktach zywnoscio-
wych — powoduja psucie owocow, migsa, serow i chleba. Niektore gatunki, jak Rhizo-
pus nigricans 1 Rhizopus oryzae wytwarzaja mikotoksyny [26].

Grzyby z rodzaju Rhizopus sa wykorzystywane do produkcji lekow steroidowych
np. hydrokortyzonu i zwiazkéw pochodnych. W roztworach cukru moga powodowac
fermentacje¢ alkoholowa, prowadzaca do otrzymania napojow alkoholowych [26]. Ga-
tunki Rhizopus sa uzywane w Azji w procesie fermentacji do przetwarzania soi i pro-
dukcji zywnosci takiej, jak: tempeh, peka, ragi i loog-pang [3, 15]. Fermentacja pro-
duktéw spozywczych przez te grzyby zwigksza ich strawnos$¢ i zapobiega psuciu sig
[15, 28]. Grzyby te, w szczegolnosci gatunek Rhizopus oryzae, sa zdolne do produkcji
kwasow organicznych, gtownie kwasu mlekowego i fumarowego [20, 27, 29, 40].
W poréwnaniu z bakteriami maja male potrzeby pokarmowe, wymagaja oprocz zrodia
wegla jedynie soli nieorganicznych [33, 44]. W czasie fermentacji kultury Rhizopus sa
bardziej odporne na srodowisko kwasowe niz bakterie [33]. Termofilne grzyby z ro-
dzaju Rhizopus, w porownaniu z mezofilnymi, r6znia si¢ morfologia i produkcja kwasu
mlekowego [15].

Produkcja kwasu mlekowego
Biochemizm produkcji kwasu mlekowego przez gatunki grzybow Rhizopus

Proces wytwarzania kwasdéw organicznych z udziatem gatunkow grzyba Rhizopus
ma charakter tlenowy. Przemiany glukozy z udzialem szczepdw Rhizopus oryzae pro-
wadza do wytworzenia pirogronianu, ktory moze by¢ przeksztalcany poprzez dwa
szlaki metaboliczne (rys. 1). Pierwsza $ciezka metabolizmu pirogronianu prowadzi do
wytworzenia aldehydu octowego oraz mleczanu, a w efekcie czystego etanolu i kwasu
mlekowego. Druga $ciezka prowadzi poprzez cykl Krebsa i dostarcza kwasu jabiko-



PRODUKCJA KWASU MLEKOWEGO PRZEZ GRZYBY Z RODZAJU RHIZOPUS 23

wego i fumarowego. W procesach, ktdre przyczyniaja si¢ do produkcji tych metaboli-
tow biora udzial nastepujace enzymy: dekarboksylaza pirogronianowa (PDC), karbok-
sylaza pirogronianowa (PC), dehydrogenaza alkoholowa (ADH), dehydrogenaza mle-
czanowa (LDH), dehydrogenaza jabtczanowa (MDH) i fumaraza. Enzymy te odgrywa-
ja gldwna role w prowadzeniu reakcji biochemicznych, a w konsekwencji okreslaja
wydajno$¢ produktow koncowych [21, 44].

W eksperymencie przeprowadzonym przez Thitipraserta i wsp. [31] stwierdzono,
ze metabolizm glukozy z udziatem Rhizopus oryzae mozna ksztattowaé przez regulacje
poziomu enzyméw ADH i LDH. Wprowadzenie inhibitoréw chemicznych hamujacych
dziatanie dehydrogenazy alkoholowej prowadzi do zmniejszenia wydajnosci etanolu,
co stymuluje dzialanie dehydrogenazy mleczanowej (LDH), a w efekcie powoduje
zwigkszong wydajnos¢ kwasu mlekowego o 38 % w stosunku do pierwotnej fermenta-
cji.
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Rys. 1.  Schemat przedstawiajacy metabolizm glukozy Rhizopus oryzae.
Fig. 1.  Schematic diagram to show glucose metabolism of Rhizopus oryzae.
Zrédlo: / Source: wg Longacre [21], zmodyfikowany / acc. to Longacre [21], modified.
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Maas i wsp. [22] badali wptyw wzrostu 1 oddychania grzyba Rhizopus oryzae
CBS 112.07 w metabolizmie ksylozy i glukozy na produkcje kwasu mlekowego.
W szlaku metabolicznym ksylozy enzym reduktaza ksylozy (XR) prowadzi do kon-
wersji ksylozy w ksylitol, nastepnie dehydrogenaza ksylitolu (XDH) przeksztatca ksy-
litol do ksylulozy za$ ksylokinaza (XK) 5-fosforan ksylulozy do 6-fosforanu glukozy.

Powstaty 6-fosforan glukozy ostatecznie jest rozszczepiany na dwie czasteczki pi-
rogronianu, ktory jest substratem wzrostu biomasy grzyboéw, fermentacji i oddychania.
Metabolizm ksylozy w dwuetapowym procesie redukcji i utleniania prowadzi do wy-
tworzenia biomasy grzybdw, etanolu, dwutlenku wegla, kwasu mlekowego 1 wody.

Zrédlo azotu i soli mineralnych oraz optymalne warunki hodowli grzybéw
z rodzaju Rhizopus w produkcji kwasu mlekowego

Szczepy z rodzaju Rhizopus sa zdolne wykorzystywac jako zrodlo wegla i energii
zaro6wno sacharydy proste i dwucukry, jak rowniez polisacharydy. Do produkcji kwasu
mlekowego we wczesniejszych badaniach wykorzystywano glownie glukozg [6, 7, 9,
21, 25, 27, 29, 38]. Liczne szczepy maja zdolnos¢ wykorzystywania takze fruktozy
[40], ksylozy [22, 39] mannozy, galaktozy [40], a w mniejszym stopniu sacharozy
[40]. Szczepy gatunku Rhizopus oryzae wytwarzajace kwas mlekowy sa zdolne do
degradacji skrobi [24, 30] oraz celulozy i hemicelulozy [37]. Dlatego tez w licznych
publikacjach zwraca si¢ uwage na mozliwosci produkcji kwasu mlekowego na bazie
produktéw ubocznych przemyshu rolno-spozywczego i papierniczego, zawierajacych
skrobi¢ i biomasg ligninocelulozowa [14]. Jednak najwigksze znaczenie maja typowe
surowce, takie jak: melasa, surowce skrobiowe (kukurydza, ziemniaki, ziarno zbo6z)
[12, 40, 46] oraz surowce ligninocelulozowe (stoma zb6z, kolby kukurydziane, odpady
drzewne) [2, 37]. Szczepy Rhizopus oryzae sa zdolne do produkcji kwasu mlekowego
z produktow rozktadu biomasy ligninocelulozowej zawierajacej glukoze i1 ksylozg.
Stoma zbdz i odpady drzewne wymagaja wstgpnej obrobki, np. poprzez ogrzewanie
z 0,5 % kwasem siarkowym w temp. 180 - 200 °C, aby utatwi¢ celulazom i ksylana-
zom dostgp do polimerow biomasy [37].

Produkcja kwasu mlekowego na bazie polisacharydow obejmuje dwa etapy.
W pierwszym w wyniku syntezy enzymoéw hydrolitycznych polisacharydy ulegaja
degradacji do sacharydow prostych (glukoza, ksyloza), a te sa fermentowane do kwasu
mlekowego. Wiele czynnikow decyduje o efektywnos$ci tego procesu, m.in.: tempera-
tura, pH, rodzaj oraz st¢zenie substratu, dobor odpowiedniego szczepu, natlenienie
podioza hodowlanego i inne. Proces ten moze by¢ prowadzony zaro6wno w hodowli
ptynnej, jak tez w ztozu statym [44].

Produkcje kwasu mlekowego przez szczepy z rodzaju Rhizopus prowadzi si¢
w hodowli wglebnej, co opisali w 1936 r. Lockwood i wsp. [20]. Autorzy zastosowali
Rhizopus oryzae 1 wykorzystali glukoze jako zrodlo wegla. Proces ten wymaga ograni-
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czonego dostgpu zrodta azotu. W pierwszej fazie hodowli w obecnosci w podtozu ma-
tych iloSci azotu i soli mineralnych nastgpuje namnozenie biomasy niezbednej do pro-
dukcji kwasu mlekowego. W drugiej fazie cechujacej si¢ zahamowaniem przyrostu
biomasy rozpoczyna si¢ intensywna produkcja kwasu mlekowego. Zrédlo wegla do-
dawane jest do podtoza hodowlanego w nadmiarze w stosunku do zrédta azotu, tak aby
po wytworzeniu pewnej iloSci biomasy nastapita druga faza procesu, w ktorej grzyb
wytwarza kwas mlekowy i inne metabolity. Jako zrédta azotu wykorzystuje si¢ siar-
czan amonu lub azotan amonu. W badaniach Warda i wsp. [36] najlepszym zrodtem
azotu do produkcji kwasu mlekowego przez Rhizopus oryzae NRRL 395 okazal si¢
NH,NOs. Na azotan(V) amonu jako najbardziej odpowiednie zrodto azotu do produkcji
kwasu mlekowego przez Rhizopus arrhizus WEBL 0501 zwrocili tez uwage Zhang
i wsp. [45]. Natomiast Zhou i wsp. [48] w doswiadczeniu z glukoza, w optymalnych
warunkach hodowli grzyba Rhizopus oryzae ATCC 52311, wykazali, Zze najlepszym
zrodtem azotu sposréd badanych (azotan, mocznik, ekstrakt drozdzowy, siarczan amo-
nu) byt siarczan(VI) amonu w st¢zeniu 0,1 %. Najwigksze stezenie kwasu mlekowego
wynoszace 56,8 g/l oraz wydajnosc 0,62 g/g glukozy uzyskano po 60 h inkubacji. Yin
i wsp. [40] takze uznali siarczan amonu za najlepsze zrodlo azotu w produkcji kwasu
mlekowego przez szczep Rhizopus oryzae NRRL 395 w poroéwnaniu z ekstraktem
drozdzowym, maniokiem kukurydzianym i polipeptonem. Najwigksza wydajnos¢ kwa-
su mlekowego otrzymano w obecnosci siarczanu amonu w st¢zeniu 1,35 g/l.

Jin i wsp. [14] wykazali, Ze uzupehienie pozywki zawierajacej odpady przetwor-
stwa spozywczego bogate w skrobi¢ i cukry rozpuszczalne z dodatkiem siarczanu
amonu wyciagiem z drozdzy i peptonem w ilosci 2 g/l zwigkszatlo produkcj¢ kwasu
mlekowego o 8 - 15 % i wydajnos$¢ biomasy grzybow Rhizopus oryzae 2062 1 Rhizo-
pus arrhizus 36017 0 10 - 20 %.

Dobrym zrodtem azotu zastgpujacym pepton moze by¢ rowniez maczka rybna
z dorsza. Stwierdzono bowiem najlepsza wydajnos¢ kwasu mlekowego i biomasy
grzybni w hodowli Rhizopus oryzae As 3.254 na podlozu zawierajacym glukozg z do-
datkiem maczki rybnej [13].

Na produkcj¢ kwasu mlekowego z udziatem grzybow z rodzaju Rhizopus wptywa
stosunek wegla do azotu. Maas 1 wsp. [22] stwierdzili, ze najwigksza wydajnos¢ pro-
dukcji biomasy i kwasu mlekowego w obecnosci ksylozy jako zrédta wegla otrzymuje
si¢ przy stosunku C : N wynoszacym 61 : 1, za§ w obecnosci glukozy, gdy C : N wy-
nosi 201 : 1. Stosujac 30 g/l substratu otrzymali wigksza produkcje kwasu, gdy zro-
dltem wegla byta glukoza (21,6 do 23,5 g/1) niz ksyloza (12,0 do 18,8 g/1). Woicie-
chowski 1 wsp. [37] udowodnili statystycznie, ze stosunek C : N wynoszacy 35 : 1
i stezenie cukrow redukujacych 90 g/l podtoza byly najlepszymi warunkami do pro-
dukcji kwasu mlekowego. Z danych doswiadczalnych wynikato natomiast, ze maksi-
mum produkcji kwasu mlekowego miato miejsce w obecnosci 75 g cukréw redukuja-
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cych/l i stosunku C : N rownym 55 : 1. Przeciwnie Zhang i wsp. [45], po przetestowa-
niu réznych zrodet azotu (siarczan(VI) amonu, azotan(V) amonu, mocznik, wyciag
z drozdzy i pepton) w procesie wytwarzania kwasu mlekowego przez Rhizopus arrhi-
zus WEBL 0501 z odpadéw przemystowych zawierajacych skrobi¢ ziemniaczana wy-
kazali, ze to wlasnie niski stosunek C : N zwigkszal produkcj¢ kwasu mlekowego,
biomasy i etanolu, za§ wysoki stosunek — zwigkszat ilos¢ produkowanego kwasu fu-
marowego.

W podtozu hodowlanym przeznaczonym do produkcji kwasu mlekowego przez
Rhizopus winny znajdowaé si¢ jony potasowe, magnezowe, cynkowe oraz jony siar-
czanowe 1 fosforanowe. Hodowla wglebna szczepow z rodzaju Rhizopus wymaga na-
powietrzania pozywki, szczeg6lnie intensywnego w pierwszej fazie charakteryzujacej
si¢ wytwarzaniem biomasy grzybni. Z kolei wytwarzanie kwasu mlekowego wymaga
neutralizacji podloza, gdyz optymalne pH produkcji kwasu wynosi 5,0 z tolerancja
jednej jednostki.

Doboér optymalnych warunkéow hodowli grzybow z rodzaju Rhizopus w duzym
stopniu moze zwigkszy¢ produkcj¢ kwasu mlekowego [2, 12, 24, 38, 48]. W ekspery-
mentach laboratoryjnych [48] wykazano, ze fermentacja glukozy z uzyciem szczepu
Rhizopus oryzae ATCC 52311 prowadzona w bioreaktorze kolumnowym, w optymal-
nych warunkach dotyczacych sktadu podtoza i dzigki napowietrzaniu zwigkszala wy-
dajno$¢ biomasy i kwasu mlekowego bardziej niz prowadzona w kolbach na wytrza-
sarkach. Mniejszy wptyw na wydajnos$¢ produkcji kwasu mlekowego mialy natomiast
jony metali, z ktorych najlepsze okazaly sig: Zn®", Mg®", Mn*" [48].

Na przydatno$¢ substratow hemicelulozowych do wydajnej produkcji kwasu mle-
kowego przez Rhizopus oryzae HZS6 zwrécili uwage takze Bai i wsp. [2]. Poprzez
dobor warunkow hodowli, takich jak pH i temperatura, zoptymalizowali wzrost za-
adaptowanego szczepu grzyba i zapewnili lepsze wykorzystanie podtoza i dwukrotny
wzrost ilosci kwasu mlekowego. Dotyczyto to w szczegdlnosci mozliwosci wykorzy-
stania ksylozy zawartej w hydrolizacie kolby kukurydzianej — nieasymilowanej przez
szczep macierzysty (Rhizopus oryzae HM11). Najwigksza wydajnos¢ produkcji kwasu
mlekowego osiagano w temp. 34 °C przy pH 5,8.

Na wydajno$¢ kwasu mlekowego miaty ponadto wpltyw takie czynniki, jak: wiel-
ko$¢ 1 forma inokulum, obecnos¢ weglanu wapnia, czas i temperatura fermentacji oraz
sktad podtoza hodowlanego. Wu i wsp. [38] wykazali, ze optymalna pétciagta fermen-
tacja z uzyciem Rhizopus oryzae AS 3.819 z duza wydajnoscia kwasu mlekowego
przebiegala po zaszczepieniu 4 % zawiesing zarodnikéw z uzyciem weglanu wapnia
i temp. od 32 do 34 °C. W innych badaniach wykazano, ze Rhizopus arrhizus szczep
DAR 36017 wykazywat wysoka zdolno$¢ do scukrzania skrobi ziemniaczanej i synte-
zy kwasu mlekowego w obecnosci CaCO;. Najwigksza wydajno$¢ kwasu mlekowego
wynoszaca 21 g/dm’ uzyskano w temp. 30 °C, przy pH podtoza w granicach 5 - 6 [12].
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Wedlug Miury i wsp. [24] optymalne warunki hodowli, tj. temp. 30 °C, pH 6,5 oraz
napowietrzenie hodowli mutanta Rhizopus sp. MK 96-1196 na zhydrolizowanej skrobi
umozliwily otrzymanie ptynu pohodowlanego zawierajacego 93 g/l kwasu mlekowego
przy produktywnosci 2,6 g-1"-h™, czemu odpowiadata wydajno$é na poziomie 87 %.

Formy morfologiczne grzyba a kwas mlekowy

Grzyby nitkowate (filamentous fungi), czyli tworzace grzybni¢ zbudowana ze
strzepek w hodowlach wglebnych, moga rosna¢ w formie homogennej zawiesiny
strzepek, co jest okreslane jako wzrost nitkowaty (filamentous growth) lub jako odrgb-
ne skupiska grzybni, ktére zaleznie od gatunku oraz warunkéw hodowli przyjmuja
rézne formy — od skrajnie luznych ktaczkow do granulek zbudowanych z gestej i zbitej
grzybni, okres$lanych jako pellets. Grzyby tworzace strzgpki podzielone septami rosng
lepiej w hodowlach wglebnych (grzyby wyzsze) niz grzyby o strzgpkach niepodzielo-
nych, m.in. z rodzaju Mucor i Rhizopus [3].

Forma wzrostu w hodowlach wglebnych jest szczegdlnie wazna w technologiach
fermentacyjnych, poniewaz wptywa na szybko$¢ wzrostu mikroorganizméw oraz two-
rzenie produktow [3]. Grzyby z rodzaju Rhizopus w hodowlach wgigbnych moga ro-
sna¢ w trzech wymienionych formach: dyfuzyjnej, luznych ktaczkow grzybmi (clump
form) oraz sferycznych kuleczek o zbitej grzybni, czyli pellets. Forma zalezy od szcze-
pu, ale takze od szeregu czynnikow srodowiskowych, takich jak: pH, ggsto$¢ zarodni-
koéw (inokulum), rodzaj i stezenie podtoza, zawarto$¢ tlenu, wysokos¢ temperatury itd.
Formy morfologiczne grzyba z rodzaju Rhizopus byty ksztattowane przez czynniki
hodowli w wielu badaniach [1, 7, 19, 23, 25, 38, 41, 42, 46, 47, 48].

Bai i wsp. [1] wykazali, ze czynnikami wptywajacymi na tworzenie okreslonych
form morfologicznych grzybow Rhizopus oryzae 1021 byty m.in.: obecnos¢ CaCO;
1 NH4NO;, wielkos¢ inokulum (koncentracja spor), szybkos¢ mieszania i wielkos¢ na-
powietrzania. We¢glan wapnia i poziom stgzenia zarodnikow wptywaty na forme¢ mor-
fologiczna grzybow w hodowlach wgtebnych. Dodatek CaCO; w poczatkowym okre-
sie (od 0 do 6 h) wzrostu grzyba sprzyjat tworzeniu ktaczkéw (clump form) i mniejszej
produkcji kwasu mlekowego. Wprowadzenie weglanu wapnia po 8 - 10 h hodowli
indukowalo wzrost w formie pellets i sprzgzona z tym wyzsza wydajnos¢ produkcji
kwasu mlekowego. Efekt wyzszej wydajnosci kwasu byt uwarunkowany regulacja pH
podtoza. Wymienieni autorzy wykazali takze, ze Rhizopus oryzae 1021, zaleznie od
stezenia zarodnikéw (inokulum), roést w formie nitkowatej (filamentous form), granu-
lowej (pellets) lub ktaczkowej (clump). Formg nitkowata uzyskiwano, gdy gestos$¢
zawiesiny spor byta najmniejsza (10° - 10°/ml), pellets — gdy wynosita 10%ml, a forme
klaczkowa w przypadku inokulum 107 spor/ml. Czynnikami wptywajacymi na wiel-
kos$¢ pellets byty: szybko$¢ mieszania i napowietrzania hodowli Rhizopus oryzae 1021.
Gdy szybko$¢ mieszania zwigkszata si¢, rozmiary pellets ulegaly zmniejszaniu, co
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sprzyjato zwigkszaniu produkcji kwasu mlekowego. W przypadku napowietrzania
otrzymano efekt odwrotny. Wzrost napowietrzania powodowal tworzenie pellets
o wigkszej $rednicy 1 zmniejszenie wydajnosci kwasu mlekowego.

Istotne znaczenie dla formy wzrostu i wydajnosci kwasu mlekowego ma takze ge-
sto$¢ zawiesiny zarodnikéw uzytych jako inokulum. Yin i wsp. [41] stwierdzili, ze
zaszczepienie (w kolbach) pozywki 2x10° zarodnikéw/ml prowadzito do tworzenia
matych jednolitych pellets, ktore dostarczaty najwigkszego stezenia kwasu mlekowego.
Koncentracja od 2x10° do 2x10° zarodnikéw/ml pozywki prowadzita do wytworzenia
trwatej formy ktaczkowej i zmniejszenia produkcji kwasu mlekowego. Dowiedli tez,
ze podobne formy morfologiczne grzyba Rhizopus oryzae NRRL 395 tworzyto inoku-
lum zarodnikoéw w bioreaktorze.

Zdaniem Martaka i wsp. [23] formg morfologiczna grzyba Rhizopus arrhizus
CCM 8109 réwniez mozna ksztattowac przez szczepienie hodowli odpowiednim ino-
kulum zarodnikéw a takze poprzez dodatek CaCO; lub NH,OH. Autorzy otrzymali
jednak wigksza wydajno$¢ kwasu mlekowego wowczas, gdy grzyb rost w formie nit-
kowatej, a nie pellets. Najbardziej efektywna produkcja kwasu zachodzita w §rodowi-
sku o pH 5,30 w przypadku form nitkowatych. Zmiana formy nitkowatej na forme
pellets i zmniejszenie pH ponizej 5,0 spowodowaly zmniejszenie wydajnosci kwasu.
Amoniak wywierat negatywny wptyw na produkcj¢ kwasu mlekowego. Wedtug Zhan-
ga 1 wsp. [46, 47] wzrost wysoko wydajnej w produkcji kwasu mlekowego formy RAi-
zopus arrhizus DAR 36017 (pellets matych rozmiaréw) mozna otrzymac¢ po uprzedniej
adaptacji szczepu do wzrostu w warunkach kwasowych.

Park 1 wsp. [25] stwierdzili wydajna produkcje kwasu mlekowego z udziatem
form ktaczkowych grzyba Rhizopus oryzae NRRL 395. Formg klaczkowa tego grzyba,
podobna do bawelny, uzyskali po dodaniu 5 ppm politlenku etylenu i 3 g/l zwiazkow
mineralnych. Cytowani autorzy otrzymali optymalng produkcj¢ kwasu mlekowego dla
formy ktaczkowej podczas prowadzenia hodowli w bioreaktorze. Yu i wsp. [42] uzy-
skali takze zwigkszona produkcj¢ kwasu mlekowego z glukozy z zastosowaniem form
ktaczkowych kultury Rhizopus oryzae ATCC 9363. W czasie fermentacji utrzymywali
w roztworze poziom amoniaku wyzszy niz 0,1 g/l i pH 4,3 - 4,5, ktoére regulowali wg-
glanem wapnia, aby utrzymac formeg ktaczkowa.

Za obiecujaca w produkcji kwasu mlekowego uwaza si¢ fermentacje polciagta
(faza wzrostu komorek oraz etap produkcji biomasy) z udziatem Rhizopus oryzae AS
3.819 [38]. W obecnosci zrodla wegla, azotu i innych jonow Rhizopus oryzae rost
w formie jednolitych pod wzgledem wielkosci pellets, ktore w optymalnych warun-
kach odzywczych utrzymywaty wysoka wydajno$¢ kwasu mlekowego. Zdaniem auto-
row duzy wpltyw na utrzymanie formy morfologicznej grzybéw AS 3.819 miata takze
temperatura. W temp. powyzej 34 °C, z dodatkiem CaCOs, grzyb tworzyt ktaczki, co
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prowadzito do zmniejszenia wydajnosci kwasu mlekowego, zas w temp. 32 - 34 °C
grzyb rést w formie jednolitych pellets o wysokiej wydajnosci kwasu mlekowego.

Obie formy wzrostu grzybni: nitkowata (filamentous) i granulowa (pellets) Rhizo-
pus oryzae ATCC 52311, przebadane przez Du i wsp. [7], wykazywaly wysoka wydaj-
no$¢ kwasu L-mlekowego w kadzi fermentacyjnej, przy poczatkowym stezeniu gluko-
zy powyzej 70 g/l. Ostateczne stezenie kwasu mlekowego wyprodukowanego przez
nitkowate formy grzybni wskazywato na 80-procentowe zuzycie glukozy, za$ granu-
lowe: na 86-procentowe.

Liu 1 wsp. [19] prowadzili doswiadczenia nad produkcja kwasu mlekowego i chi-
tyny z wybrakowanych ziemniakow i glukozy przy uzyciu pellets Rhizopus oryzae
NRRL 395. Zwigkszenie produkcji kwasu mlekowego bylo regulowane glukoza ziem-
niaka, jako zrodlem wegla, z dodatkiem weglanu wapnia i mieszaning amoniaku oraz
wodorotlenku sodu (neutralizator).

Z przeprowadzonych badan wynika, ze forma morfologiczna grzyba rodzaju Rhi-
zopus, w powiazaniu z doborem innych parametréw hodowlanych znaczaco wptywa na
produkcje kwasu mlekowego (tab. 1).

Wplyw unieruchamiania grzybni na produkcj¢ kwasu mlekowego

Zdaniem niektorych badaczy [25, 32, 39] na produkcje kwasu mlekowego pozy-
tywny wplyw wywiera unieruchomienie grzybni Rhizopus oryzae w procesie fermen-
tacji. Thongchul i wsp. [32] w procesie fermentacji glukozy i zhydrolizowanej masy
manioku z udziatlem grzyba Rhizopus oryzae NRRL 395 uzyskali wigksze stgzenie
kwasu mlekowego w przypadku komoérek unieruchomionych niz wolnych. Najwigksze
stezenie kwasu mlekowego uzyskane z glukozy przez immobilizowana grzybni¢ wy-
nosito 23,76 g/, zas przez grzybnig wolna: 21,82 g/l. Maniok zhydrolizowany kwasem
solnym rowniez zwigkszat st¢zenie kwasu mlekowego, gdy proces prowadzono z uzy-
ciem grzybni unieruchomionej (6,67 g/l) niz wolnej (4,47 g/l). Posrednie wartosci
otrzymano, stosujac enzymatyczny hydrolizat manioku. Podobnie jak stgzenie kwasu
mlekowego, produktywnos$¢ grzybni unieruchomionej osiagata wyzsze wartosci
W poréwnaniu z grzybnig wolna.

Park i wsp. [25], ktorzy prowadzili badania w bioreaktorze, uzyli immobilizowa-
nej formy klaczkowej (bawelnopodobnej) Rhizopus oryzae NRRL 395. W ciagu 58-
godzinnej fermentacji stwierdzili produktywnos¢ kwasu mlekowego na poziomie
87 %.
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Yang i wsp. [39] badali wptyw glukozy i ksylozy jako zrodet wegla na produkcje
kwasu mlekowego przez unieruchomienie pellets Rhizopus oryzae NRRL 395 o $red-
nicy okoto 1 mm. W okresie 22 dni z glukozy wyprodukowali ta metoda kwas mleko-
wy w iloéci ogétem od 1742 do 2001 g/1, co stanowito wydajnos¢ 62 - 74 %. Podsta-
wowa zaleta tej metody bylo wielokrotne uzycie pellets.

Wprowadzenie odpowiednich no$nikow polimerowych (naturalnych i syntetycz-
nych) (tab. 2) i unieruchomienie na nich grzybow Rhizopus oryzae w produkcji kwasu
mlekowego z cukréw bylto przedmiotem badan wielu autorow [4, 6, 8, 9, 10, 18, 30,
35, 43]. Poprzez unieruchomienie na nosnikach komorek grzybowych z rodzaju Rhizo-
pus mozna zwigkszy¢ produkcje kwasu mlekowego az trzykrotnie w porownaniu
z wolnymi komoérkami [6, 18]. Ponadto, unieruchomione komorki grzyba moga by¢
wykorzystane nawet powyzewj 10 cykli fermentacji [6].

Wykorzystanie kwasu mlekowego w przemysle spozywcezym

W przemysle spozywczym kwas mlekowy petni rozmaite funkcje technologiczne.
Jest stosowany jako $rodek zakwaszajacy, konserwujacy, regulujacy mikroflorg lub
jako dodatek poprawiajacy smak [34]. Polimery kwasu mlekowego wykorzystuje sig
do produkcji nieszkodliwych opakowan artykulow zywnosciowych [44].

Kwas mlekowy znajduje si¢ w wielu produktach spozywczych naturalnych badz
przetworzonych w procesie fermentacji [5, 33, 48]. Wystepuje w produktach fermen-
towanych, takich jak ogorki i kapusta oraz w innych warzywach. Produkty kwaszone
zachowuja dluzej trwalos¢. Fermentacja mlekowa wykorzystywana jest rowniez
w mleczarstwie do produkcji jogurtow, kefiru, seréw twarogowych, topionych i ich
pochodnych. Kwas mlekowy wykorzystuje si¢ do zakwaszania przetworéw zzelowa-
nych, takich jak dzemy i marmolady oraz napojow owocowych, majonezoéw, olejow
jadalnych, koncentratow pomidorowych i innych produktéw. Ponadto, kwas mlekowy
jest doskonata substancja zakwaszajaca do produkcji przetworéw rybnych, konserw
migsnych, wedlin, piwa, wodek gatunkowych, lodow i wyrobow cukierniczych [16].
W przemysle piekarniczym jest surowcem do produkeji stearoilo-2-mleczanu wapnia,
uzywanego do produkcji pieczywa i ciast [33]. W przemys$le migsnym, oprocz hamo-
wania rozwoju mikroflory patogennej wywotujacej psucie, kwas mlekowy peini rolg
regulatora kwasowosci, substancji smakowej i wspomagajacej w procesie peklowania
[16, 34].

Kwas mlekowy dodawany do Zywnosci w ilosci ponad 70 % stosowany jest jako
srodek konserwujacy [33]. Z danych opublikowanych w 1995 roku w USA wynika, ze
85 % kwasu mlekowego produkowanego w tym kraju byto stosowane w zywnosci [34,
44].
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Podsumowanie

Szczepy z rodzaju Rhizopus maja wiele zalet w porownaniu z bakteriami wytwa-
rzajacymi kwas mlekowy. Maja niewielkie wymagania, wykorzystuja jako zrodlo we-
gla i energii szereg cukrow prostych i dwucukrow oraz polisacharydy. Biomase grzyb-
ni tatwo oddzieli¢ od filtratu, a sama grzybnia moze by¢ wykorzystana m.in. do pro-
dukcji chitozanu lub jako dodatek do pasz.

Grzyby Rhizopus maja rowniez znaczenie w produkcji kwasu mlekowego, do ce-
16w przemystu spozywczego i chemicznego. Jedyna ich wada jest to, ze w pordéwnaniu
z bakteriami mlekowymi charakteryzuja si¢ mata wydajnoscia produkcji kwasu mle-
kowego z cukrow. Istnieja jednak duze mozliwosci zwigkszania produkcji kwasu mle-
kowego przez te grzyby. Jednym z nich jest optymalizacja warunkow hodowli grzy-
bow, w tym dobor odpowiedniego sktadu pozywki czy parametrow hodowli. Produkcja
kwasu mlekowego uzalezniona jest od odpowiedniego stosunku C i N w pozywce oraz
od wlasciwej temperatury. Najwigksza wydajno$¢ kwasu mlekowego uzyskuje si¢
w temp. od 30 do 34 °C. Duzy wplyw na wzrost wydajnosci kwasu mlekowego maja
ponadto formy morfologiczne grzyba Rhizopus, regulowane m.in. przez dobor pH pod-
oza i stgzenie zarodnikow w inokulum. Wysokie stezenie kwasu mlekowego uzyskuje
si¢ najczesciej stosujac pellets matych rozmiarow lub forme klaczkowa grzybni. Pro-
dukcje kwasu mlekowego wydatnie zwigksza unieruchamianie komorek grzyba na
roznych nosnikach, takich jak: tkanina bawetniana, pianka poliuretanowa, gabka i inne
oraz dobre napowietrzanie w bioreaktorze w procesie fermentacji. Unieruchomienie
grzybni w poréwnaniu z grzybnia wolna moze zwigkszy¢ produkcje kwasu mlekowego
nawet trzykrotnie.

Dalsze zwigkszanie produktywnosci kwasu mlekowego przez szczepy Rhizopus
wymaga pelniejszego poznania szlakow biosyntezy tego zwiazku i ich regulacji oraz
doskonalenia samych szczepoéw przy uzyciu technik genetyki molekularnej, jak row-
niez technik bioinformatyczych, pomocnych w modelowaniu molekularnym.
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LACTIC ACID PRODUCTION BY FUNGI OF RHIZOPUS GENUS
Summary

Lactic acid is a product of anaerobic glycolysis performed by homo- and heterofermentative lactic acid
bacteria. Attempts to use moulds of the Rhizopus genus in the production of lactic acid proved that this
process was not cost-effective. The moulds of the Rhizopus genus have much lower nutritional require-
ments than lactic acid bacteria. Additionally, they use inexpensive polymers as a carbon source, such as:
starch, hemicellulose, and cellulose; and the fermentation product is a desirable L(+) lactic acid. The paper
presents a biochemical profile of the production of organic acids, including lactic acid, from glucose and
xylose with the participation of Rhizopus oryzae strains, and the factors to determine the efficiency of the
process are incorporated therein. The reference literature confirms that strains of the Rhizopus genus in-
crease, in large measure, the production of lactic acid under optimal culture conditions, such as type and
concentration of the substrate, appropriate temperature, as well as pH and oxygenation of the culture me-
dium. The morphological form and immobilization of RAizopus mycelium significantly add to the produc-
tivity and yield of lactic acid.

Key words: lactic acid, Rhizopus, culture conditions, morphological form, immobilization
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