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SELEKCJA NOWO WYIZOLOWANYCH SZCZEPOW RHIZOPUS
ORYZAE DO WYDAJNEJ PRODUKCJI KWASU L(+) MLEKOWEGO

Streszczenie

Celem pracy byla ocena zdolnosci nowo wyizolowanych szczepow z rodzaju Rhizopus do produkeji
kwasu mlekowego. W przypadku 20 izolatow, sposrod 40 przebadanych, w filtratach pohodowlanych
stwierdzono znaczace st¢zenia kwasu mlekowego. Byly to szczepy zaliczone do gatunku Rhizopus oryzae,
podczas gdy pozostate szczepy, w tym nalezace do gatunku Rhizopus stolonifer, tych uzdolnien nie prze-
jawiaty. Stezenia kwasu mlekowego w filtratach byly zréznicowane w zaleznosci od uzytego szczepu
grzyba oraz rodzaju zrodta wegla. Najwyzsze stezenie kwasu mlekowego — 74,06 g/l oznaczono w filtracie
pohodowlanym szczepu Rhizopus oryzae R-42, w podlozu zawierajacym 100 g/l glukozy. Najwicksza
wydajno$¢ kwasu mlekowego wynoszaca 89,4 % oraz produktywnos¢ — blisko 0,5 g/I/h uzyskano réwniez
po hodowli szczepu R. oryzae R-42 na podtozu zawierajagcym 50 g/l glukozy. Nieznacznie nizsze wartosci
stwierdzono, gdy jako zrédto wegla uzyto mannozy lub fruktozy. Zdecydowanie nizsze wartosci otrzyma-
no natomiast, gdy zrodtem wegla byla ksyloza lub skrobia. Sposrdd badanych szczepow tylko 6 byto
zdolnych do wzrostu i produkcji kwasu mlekowego w podtozu z sacharoza, Najlepszy szczep R. oryzae R-
83 charakteryzowal si¢ duza wydajnoscia produkcji kwasu mlekowego wynoszaca blisko 90 % na podtozu
z dodatkiem 50 g/l sacharozy. Wszystkie badane szczepy wytwarzaty kwas L(+) mlekowy.

Stowa kluczowe: Rhizopus oryzae, kwas L(+) mlekowy, fermentacja, sacharydy

Wprowadzenie

Grzyby gatunku Rhizopus oryzae sg zdolne do produkcji kwasu mlekowego
1 kwasu fumarowego [5]. Produktem ubocznym fermentacji jest etanol [8, 9]. Niekiedy
kwasowi fumarowemu towarzyszy kwas mlekowy i odwrotnie. Dlatego poszukujac
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producentéw kwasu mlekowego warto koncentrowac si¢ na tych szczepach, ktore nie
wytwarzajg ww. produktéw ubocznych. Zainteresowanie kwasem mlekowym zwigksza
si¢ w zwigzku ze wzrastajagcym zapotrzebowaniem na kwas polimlekowy jako biode-
gradowalne tworzywo sztuczne, a takze na liczne jego zastosowania w przemysle spo-
zywezym i farmaceutycznym. Swiatowa produkcja kwasu mlekowego wynosi obecnie
ponad 150 tys. ton [3], a przewiduje si¢ jej kilkukrotny wzrost do 2020 roku. Szczepy
Rhizopus oryzae wytwarzaja enancjomerycznie czysty kwas L(+) mlekowy, ktory jest
preferowany w syntezie kwasu polimlekowego. Ponadto zaleta grzybowej produkcji
kwasu mlekowego w poréwnaniu z bakteryjng fermentacja mlekowa sa mate wymaga-
nia pokarmowe i proste techniki oczyszczania kwasu mlekowego po fermentacji [2, 4].

Rhizopus oryzae wykorzystuje do produkcji kwasu mlekowego proste sacharydy,
takie jak: glukoza, fruktoza, ksyloza i galaktoza, chociaz wydajnos¢ w przypadku tych
dwoch ostatnich sacharydow nie jest duza [4]. Wybrane szczepy efektywnie fermentu-
ja disacharydy, takie jak sacharoza i maltoza, a takze polisacharydy, takie jak skrobia
[7, 11]. Jako zrédto azotu najczesciej wykorzystywane sg jony amonowe lub azotanowe
[12], a weglan wapniowy stosuje si¢ jako $rodek neutralizujacy powstajacy kwas mle-
kowy [8]. Wydajnos¢ kwasu mlekowego z sacharydéw nie przekracza 85 % przy pro-
duktywnosci nie wigkszej niz 2 g/l/h. Proces fermentacji mozna prowadzi¢ zaréwno
metoda weglebna, jak i w podtozu statym. W tym drugim przypadku duzo nizsze sg
koszty zwigzane z napowietrzaniem i mieszaniem podtoza hodowlanego.

Celem pracy bylo pozyskanie nowych, wydajnych szczepow grzybow Rhizopus
oryzae wytwarzajacych kwas L(+) mlekowy oraz poréwnanie ich ze szczepami ze
znanych kolekcji zagranicznych.

Material i metody badan
Mikroorganizmy

Szczepy grzybow Rhizopus oryzae pochodzilty z nastepujacych kolekcji drobnou-
strojow: DSMZ (German Collection of Microorganisms and Cell Collection — Brunsz-
wik, Niemcy), NBRC (Biological Resource Center Culture Collection — Chiba, Japo-
nia), Kolekcja Kultur Drobnoustrojow Przemystowych Instytutu Biotechnologii
Przemystu Rolno-Spozywczego w Warszawie oraz Kolekcja Kultur Drobnoustrojow
Katedry Biotechnologii, Zywienia Cztowicka i Towaroznawstwa Zywnoséci Uniwersy-
tetu Przyrodniczego w Lublinie. Badaniom poddano 40 szczepow z rodzaju Rhizopus.

Podtoza hodowlane i warunki hodowli wytrzqsanej

Do hodowli grzybow Rhizopus oryzae stosowano podloze o nastgpujacym skla-
dzie; 2 g KH,PO4, 0,5 g MgSO4x7H,0, 1,4 g (NH,),SO,4, 0,3 g CaCl,, 1 g ekstraktu
drozdzowego, 1 ml Tween 80, 50 Iub 100 g sacharydu, 0,5 ml roztworu mikroelemen-
tow (5 g/dm’ FeSO, x 7 H,0, 1,96 g/dm’ MnSO, x H,0, 1,66 g/dm’ ZnSO,), woda
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destylowana uzupetniajaca pozywke do 1 1, pH podtoza ustalano roztworami 0,1 M
NaOH oraz 1 M HCI na poziomie 5,5. Kolby Erlenmayera o pojemnosci 100 ml napet-
niano 50 ml pozywki, sterylizowano, a nastgpnie szczepiono zawiesing konididow po-
szczegolnych szczepow Rhizopus. Hodowle prowadzono na wytrzgsarce rotacyjnej
firmy Infors HT (Bottmingen, Szwajcaria) z zastosowaniem obrotow 200 rpm/min
w temp. 32 °C. Po 24 h do podtoza wprowadzano 1 g weglanu wapnia celem neutrali-
zacji powstajacego kwasu mlekowego.

Oznaczanie stezenia kwasu mlekowego i sacharydow w filtracie pohodowlanym

Plyn pohodowlany zalewano 7-procentowym kwasem siarkowym(VI) celem wy-
tracenia jonéw wapniowych 1 usuni¢cia weglanu wapnia. Probki ogrzewano do temp.
100 °C przez 10 min, a nastepnie chtodzono i dodawano acetonitryl w stosunku objeto-
$ciowym 1 : 1. Zawiesing wirowano przy 12000 x g przez 15 min, a nast¢pnie podda-
wano analizie HPLC. Oznaczanie st¢zenia sacharydow i kwasu mlekowego wykony-
wano przy uzyciu chromatografu cieczowego firmy Gilson z detektorem UV-Vis oraz
detektorem refraktometrycznym firmy Knauer (Berlin, Niemcy) do oznaczania st¢ze-
nia sacharydow. Rozdzial zwiazkow prowadzono przy uzyciu kolumny Aminex HPX-
87H, stosujac jako eluent 30 mM roztwor kwasu siarkowego. Detekcje kwasow pro-
wadzono przy dlugosci fali A =210 nm.

Okreslenie izomerow optycznych: kwasu D(-) i L(+) mlekowego

Okreslenie form izomerycznych kwasu mlekowego prowadzono wedtug procedu-
ry dotaczonej do testu enzymatycznego firmy R-Biopharm (Darmstadt, Niemcy) (kwas
D-mlekowy/kwas L-mlekowy). Po zakonczeniu 96-godzinnej hodowli wytrzasanej
badanych szczepow rodzaju Rhizopus oryzae w podtozu z dodatkiem 50 g/l glukozy
probki wirowano jak wyzej i badano na zawarto$¢ form kwasu mlekowego: L(+) i D(-). Formy
izomeryczne kwasu okreslano jakosciowo i ilosciowo testem firmy R-Biopharm do
enzymatycznego oznaczania kwasu D- i L-mlekowego. Pomiar spektrofotometryczny
przygotowanych préb przeprowadzano przy uzyciu spektrofotometru UV-Vis Unicam
5625 wyposazonego w lampg rteciowa (ATI Unicam, Boston, USA) przy dtugosci fali
A =365 nm.

Analiza statystyczna wynikow

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej za pomocg programu Statistica
10.0 PL (StatSoft, Polska). Dla otrzymanych powtorzen wyliczono $rednig oraz odchy-
lenia standardowe, a nast¢pnie wyznaczono przedziaty ufnosci z zastosowaniem testu
Tukeya. Do analiz przyj¢to poziom istotnosci 0,05.
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Wyniki i dyskusja

W tab. 1. przestawiono pochodzenie szczepdw oraz wyniki z tych hodowli, w kto-
rych w filtratach pohodowlanych stwierdzono obecnos$¢ znaczacych (przekraczajacych
30 g/1) stezen kwasu mlekowego.

Tabela 1. Wykaz szczepow Rhizopus oryzae wytwarzajacych kwas mlekowy w podtozu hodowlanym
z dodatkiem glukozy w ilosci 100 g/l
Table 1. List of Rhizopus oryzae strains producing lactic acid in a medium containing 100 g/1 of glu-
cose
Szczep Gatunek Zrédto pochodzenia Stezenie kwasu.mlekowego
Strain Specics Origin The concentration of lactic
P & acid [¢/I]) (X +s/SD)

R-4 | Rhizopus oryzae | DSM 2200 43,915 + 3 56

R-16 | Rhizopus oryzae | NBRC 4758 30,80" + 1,85

R-36 | Rhizopus oryzae Wylzolowany # nasion zboz 37,348 + 1,81
isolated from crop grains

R-41 | Rhizopus oryzae | wyizolowany z gleby / isolated from soil 37,448 + 1,80

R-42 | Rhizopus oryzae | wyizolowany z gleby / isolated from soil 74,06° + 3 87

R-43 | Rhizopus oryzae | wyizolowany z gleby / isolated from soil 70,44° £ 1,58

R-50 | Rhizopus oryzae |IBPRS, Warszawa / IAFB Warsaw 37,038 + 3 67

R-52 | Rhizopus oryzae | IBPRS, Warszawa / IAFB Warsaw 37,78" + 3,34

. . wyizolowany z gleby (piaszczystej) EF
R-72 | Rhizopus oryzae isolated from soil (sandy) 54,027 +£ 1,41
. wyizolowany z gleby (ziemi prochniczej) F

R-73 | Rhizopus oryzae isolated from soil (mould) >328" 1,18

R-78 | Rhizopus oryzae | DSM 854 51,60°"F + 2,06

R-79 | Rhizopus oryzae | DSM 906 48,56 +2 60

R-82 | Rhizopus oryzae Wylzolowany £ hasion zboz 52,83D EF ¢ 3,20
isolated from crop grains

R-83 | Rhizopus oryzae Wylzolowany # nasion zboz 68,755+ 1,22
isolated from crop grains

R-84 | Rhizopus oryzae | VYizolowany z nasion zb6z 48,54PFF 1 1 40
isolated from crop grains

R-85 | Rhizopus oryzae Wylzolowany # nasion zboz 47,13PE 1 0,69
isolated from crop grains

R-86 | Rhizopus oryzae | VYizolowany z nasion zb6z 47,35°F 10,87
isolated from crop grains

R-87 | Rhizopus oryzae | VYiZolowany z nasion zb6z 44,70 + 1,15
isolated from crop grains

R-89 | Rhizopus oryzae Wylzolowany # nasion zboz 46,420 +£0,78
isolated from crop grains

R-90 | Rhizopus oryzae | VYizolowany z nasion zb6z 47,45F + 1,88
isolated from crop grains

Objasnienia / Explanatory notes:

DSMZ — German Collection of Microorganism and Cell Cultures; NBRC — Biological Resource Center
Culture Collection; IBPRS — Instytut Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego w Warszawie / Insti-
tute of Agricultural and Food Biotechnology in Warsaw; Pozostate szczepy byly wlasnoscia Katedry



52 Michat Palys, Zdzistaw Targonski, Elwira Komon-Janczara, Agnieszka Glibowska

Biotechnologii, Zywienia Cztowieka i Towaroznawstwa Zywno$ci Uniwersytetu Przyrodniczego w Lu-
blinie / Other strains were owned by the Department of Biotechnology, Human Nutrition and Science of
Food Commodities at the University of Life Sciences in Lublin; X — warto$¢ $rednia / mean value;

s — odchylenie standardowe / SD — standard deviation, Wyniki oznaczone ta sama literg nie r6znia si¢
statystycznie istotnie (p > 0,05) / results denoted by the same letter do not differ statistically significantly
(p>0.05);n=3.

Sposrod badanych szczepdw zdolno$¢ do wytwarzania znaczacych ilosci kwasu
mlekowego wykazywaly szczepy gatunku Rhizopus oryzae. 1zolaty gatunku Rhizopus
stolonifer (dane niepublikowane) nie wytwarzaty natomiast kwasu mlekowego. Naj-
wyzsze stezenia kwasu mlekowego oznaczono w filtratach z izolatow Rhizopus oryzae
oznaczonych jako R-42 i R-43 oraz nieznacznie nizsze z izolatu oznaczonego jako R-
83, natomiast znacznie nizsze wartos$ci stezenia kwasu mlekowego stwierdzono po
hodowli szczepow Rhizopus oryzae z kolekcji zachodnich DSM 2200, DSM 854, DSM
906 oraz NBRC 4758. Stezenia kwasu mlekowego w filtratach byly bardzo zréznico-
wane po hodowli badanych szczepoéw, co wskazuje na celowos¢ prac selekcyjnych, by
pozyskac jak najlepszych producentow kwasu mlekowego. Wstepna selekcja szczepow
prowadzona byta w podtozu zawierajacym glukozeg w ilosci 100 g/l1.

Do kolejnych badan wybrano 16 szczepow, aby ocenic ich zdolnos¢ do wykorzy-
stania r6znych monosacharydéw w produkcji kwasu mlekowego (tab. 2).

Najwyzsze stezenia kwasu mlekowego otrzymano po hodowli szczepoéw Rhizopus
oryzae oznaczonych jako R-42 i R-43, gdy zrédlem wegla byta glukoza, nieznacznie
nizsze wartosci otrzymano w przypadku mannozy i fruktozy, a duzo nizsze, gdy zro-
dlem wegla byta ksyloza. Dla innych szczepow te relacje byty odmienne. W przypadku
kilku szczepow stgzenie kwasu mlekowego w filtratach pohodowlanych byto dwukrot-
nie wyzsze, gdy w podlozu zastosowano ksyloze jako zrodto wegla, w stosunku do
szczepow R-42 i R-43 namnozonych na tym samym zrdédle wegla. Vially 1 wsp. [10]
badali produkcje kwasu mlekowego w obecnosci roznych zrodet wegla przy uzyciu
szczepu Rhizopus oryzae UMIP 4.77 1 stwierdzili najwyzsze st¢zenie kwasu mlekowe-
go w filtratach po hodowli badanego szczepu z dodatkiem glukozy jako zrodta wegla,
duzo nizsze w obecnosci ksylozy lub sacharozy, a brak kwasu mlekowego w filtratach
po hodowli z udziatem glicerolu lub laktozy. Badacze ci uzyskali wyzsza produktyw-
no$¢ kwasu mlekowego niz w przypadku badanych w niniejszej pracy szczepow, ale
nalezy zaznaczy¢, ze hodowle prowadzili w warunkach kontrolowanego pH w bioreak-
torze, co sprzyjato wigkszej produktywnosci tego kwasu.

Najwyzszg produktywnos¢ kwasu mlekowego osiggnicto, gdy zrodlem wegla by-
fa glukoza, niezaleznie od uzytego szczepu Rhizopus oryzae (tab. 3).
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Tabela 2. Stezenie kwasu mlekowego uzyskane po 96-godzinnej hodowli wybranych szczepdéw Rhizo-
pus oryzae w podtozu hodowlanym z dodatkiem monosacharydow w ilosci 50 g/l
Table 2.  Concentration of lactic acid obtained after 96 h cultivation of selected Rhizopus oryzae strains
in medium containing 50 g/l of monosaccharide
Srednie stezenie kwasu mlekowego
Average concentration of lactic acid [g/1]
Szczep Monosacharyd / Monosaccharide
. Fruktoza Galaktoza Glukoza Ksyloza Mannoza
Fructose Galactose Glucose Xylose Mannose
X £s/SD
R4 |29,74°+1,15 | 12,89*+1,22 | 38,85°PFF 10,96 2,11% + 0,38 7,698 £ 0,76
R-16 | 32,35°F+£1,32 | 0,00%+ 0,00 36,4557 + 1,63 0,007 + 0,00 12,5657 + 1,02
R-42 | 35,55"6+ 1,47 | 22,01°+0,95 44,699 + 1,12 10,7197 £ 0,44 | 36,68% +1,39
R-43 [36,33"M 11,19 22,88 +0,47 43,0779 + 1,58 11,077 +0,38 | 41,041 + 1,00
R-72 |36,52"M + 0,88 | 21,31%9+0,52 | 37,82°PF +0,35 10,574 +0,37 | 30,847 +0,72
R-73 | 34,15"+£0,41 | 1946°+037 | 37,70°% £ 0,72 7,665 +027 |30,48°"7 £ 0,42
R-78 | 39,167+ 1,00 | 23,04%+0,86 | 43,7979 +£1,40 9,13+ 0,45 |30,77P" £ 0,83
R-79 | 38,05M+£0,.89 | 21,23%¢+0,44 | 41,93°7F £ 1,40 8,62° + 0,38 28,90 + 0,66
R-82 | 24398+0,72 | 31,70'+1,02 | 34,30*"< +1,63 12,557 £ 0,54 29,00 £ 0,86
R-83 | 27,01%¢+0,61 | 29,85"+0,74 | 41,25PFFC £ 1,64 | 22,04" £0,55 28,427 +0,75
R-84 | 25,17*B+0,68 | 28,888+ 0,76 | 36,77°°P +127 | 2042""+0,66 |[31,75°P" +0,81
R-85 | 24,488 +0,89 | 26,95%"+0,96 | 35,002®“ +1,13 21,10°+£0,75 [30,24°7 1,02
R-86 | 21,69 +0,59 | 25,87°"+0,69 | 36,97°CPF £ 1,09 | 20,278 £ 0,55 | 33,49°"F" +0,79
R-87 | 2521*+0,57 | 26,53+ 0,64 31,174 £ 1,12 18,802 +£ 0,54 |30,08°°" £ 0,66
R-89 | 23,478 +0,68 | 24,0597+ 0,68 | 34,57"% ¢ +1,22 20,98"+£0,52 | 30,74+ 0,93
R-90 | 24,09%B+0,55 | 22,65¢+0,54 32,284 11,16 18,44% + 0,38 33,037 + 0,66

Objasnienia / Explanatory notes:
Analizy statystyczne wykonano oddzielnie dla kazdego monosacharydu / Statistical analyzes were per-
formed separately for each monosaccharide; Pozostale objasnienia jak pod tab. 1. / Other explanatory
notes as in Tab. 1.

Produktywnos¢ kwasu mlekowego na poziome bliskim 0,5 g/lI/h nalezy uzna¢ na
tym etapie badan za korzystng. Najmniejsza produktywnos$cia charakteryzowaty si¢
natomiast szczepy hodowane w podtozu z ksyloza. Zaobserwowano duze zrdznicowa-
nie produktywnosci badanych szczepéw. W podiozach z pozostalymi monosachary-
dami produktywno$¢ mozna jednak uzna¢ za zadowalajaca.
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Tabela 3.  Produktywnos$¢ kwasu mlekowego uzyskana po 96-godzinnej hodowli wybranych szczepow
Rhizopus oryzae w podtozu hodowlanym z dodatkiem monosacharydéw w ilosci 50 g/l
Table 3.  Lactic acid productivity after 96 h cultivation of selected Rhizopus oryzae strains obtained in
medium containing 50 g/l of monosaccharide
Produktywnos¢ kwasu mlekowego
Lactic acid productivity [g/1/h]
Szczep Monosacharyd / Monosaccharide
Strain Fruktoza Galaktoza Glukoza Ksyloza Mannoza
Fructose Galactose Glucose Xylose Mannose
X £s/SD
R-4 0,31 +£ 0,01 0,13°+0,01 | 0,40°PFF 1+ 0,01 0,02 + 0,00 0,084 +0,01
R-16 0,34 + 0,01 0,00% + 0,00 0,385+ 0,02 0,00" + 0,00 0,1387+0,01
R-42 | 0,37°76+0,02 | 0,23%+0,01 0,479 + 0,01 0,114 + 0,00 0,385 + 0,01
R-43 | 03811001 | 0,24%°+0,00 0,4579 + 0,02 0,127 + 0,00 0,437 +0,01
R-72 | 038" +001 | 0224001 | 039PF +0,00 0,119°+£0,00 | 0,327 +0,01
R-73 0,36 + 0,00 0,20+ 0,00 0,39°PF + 0,01 0,08 + 0,00 0,32P” + 0,00
R-78 0,41 + 0,01 0,24% + 0,01 0,469 +0,01 0,10V £ 0,00 | 0,327 +0,01
R-79 0,40°"£0,01 | 0,22°9+0,00 | 04479 +0,01 0,09 + 0,00 0,30+ 0,01
R-82 0,258 + 0,01 0,331+ 0,01 0,36*%C +0,02 0,137+ 0,01 0,30 £ 0,01
R-83 0,285+ 0,01 0,31"+0,01 | 0,43°FFS £ 0,02 0,237 + 0,01 0,30 £ 0,01
R-84 | 026*%+0,01 | 0302 +£0,01 | 0,38%“" +0,01 0,21"+0,01 | 0,33°°"+0,01
R-85 0,26"8+0,01 | 0,28%"+001 | 0,36"%¢ £0,01 0,227 + 0,01 0,327 + 0,01
R-86 0,23+ 0,01 0,27+ 0,01 | 0,39%°PF +0,01 | 021877 +0,01 | 0,35°F +0,01
R-87 0,26°8+£0,01 | 0,28%+0,01 0,324+ 0,01 0,20+ 0,01 | 0,317+ 0,01
R-89 | 0,24*+0,01 | 025%+0,01 | 0,36*%¢ +0,01 0,227 + 0,01 0,32¢P" + 0,01
R-90 0,258 + 0,01 0,249+ 0,01 0,344 + 0,01 0,192 + 0,00 0,34°” + 0,01

Objasnienia jak pod tab. 2. / Explanatory notes as in Tab. 2.

Ze wzgledow aplikacyjnych waznymi zrodtami wegla sg sacharoza i skrobia, kto-
re naleza do podstawowych zrodet wegla i energii w procesach biotechnologicznych,
a jednoczesnie maja istotny wplyw na ceng produktu koncowego. W tab. 4. przedsta-
wiono wyniki stezen kwasu mlekowego w filtratach po hodowlach badanych szczepow
Rhizopus oryzae w podlozu z sacharozg lub skrobig. Sposrod 16 szczepdéw w podtozu
z sacharozg tylko 6 wytwarzalo kwas mlekowy, a najwyzsze stezenia kwasu stwier-
dzono w filtratach po hodowli szczepéw oznaczonych jako R-83 i R-84. Zadowalajaca
byta takze produktywnos¢ tych szczepow, nawet nieznacznie wigksza niz po hodowli
w podiozach z glukozg (tab. 3). Szczepy, ktore wyrdzniaty si¢ duzag produkcja kwasu
mlekowego w podtozu z glukoza, a ktore byly opisane wczesniej, tj. R-42 i R-43, nie
byly natomiast zdolne do produkcji kwasu mlekowego w podtozu z dodatkiem sacha-
rozy. Watanabe i Oda [11] przebadali 26 szczepdw Rhizopus oryzae z kolekcji NBRC
i stwierdzili, ze tylko 2 z nich wytwarzaly kwas mlekowy w podlozu z sacharoza,
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w tym szczep R. oryzae NBRC 4785. W niniejszej pracy takze stwierdzono, ze ten
szczep wytwarza kwas mlekowy w podtozu z sacharoza, jednak zarowno st¢zenie kwa-
su, jak 1 wydajno$¢ po 4-dobowej hodowli byty wiclokrotnie mniejsze niz w przypadku
szczepu R. oryzae R-83 z kolekcji Katedry. Ponadto warto zwrdci¢ uwage, ze wielo-
krotnie omawiany w publikacjach szczep Rhizopus oryzae NRRL 395 zdaniem Bulut
1 wsp. [1] byt zdolny do produkcji kwasu mlekowego z sacharozy, ale ze stosunkowo
mata wydajnos$cig wynoszacg 0,42 g/g, gdy stezenie sacharozy w podtozu wynosito
50 g/l. Dlatego podejmowanie prac nad selekcjg szczepow efektywnie metabolizuja-
cych czysta sacharoze, jak rowniez melase do kwasu mlekowego jest w petni uzasad-
nione. Guo i wsp. [3] wyselekcjonowali szczep Rhizopus oryzae GY 18, ktory pozwalat
uzyska¢ w filtracie pohodowlanym ilo$¢ kwasu mlekowego rowna 97,5 g/l, gdy
w podtozu byto 120 g sacharozy.

Tabela 4. Stezenia i produktywnosci kwasu mlekowego uzyskane po 96-godzinnej hodowli wybranych
szczepOw Rhizopus oryzae w podtozu z dodatkiem sacharydow w ilosci 50 g/l

Table 4.  Lactic acid concentrations and productivity after 96 h cultivation of selected Rhizopus oryzae
strains obtained in medium containing 50 g/l of monosaccharide

Sacharyd / Saccharide
Sacharoza / Sucrose Skrobia / Starch
Szczep Stezenie kwasu Produktywnos¢ Stezenie kwasu Produktywnos¢

Strain ml.ekov.vego kwgsu mlekowego ml'ekovyego kwa§u m.lekowego

Lactic acid con- Lactic acid produc- Lactic acid con- Lactic acid produc-

centration [g/1] tivity [g/1/h] centration [g/1] tivity [g/1/h]

X £s/SD

R-4 0,00* + 0,00 0,00* + 0,00 3,79% + 0,47 0,04% £ 0,00
R-16 0,86+ 0,16 0,01% £ 0,00 8,83" + 0,66 0,09° + 0,01
R-42 0,00™ + 0,00 0,00% + 0,00 19,88 + 0,69 0,21+ 0,01
R-43 0,00* + 0,00 0,00* + 0,00 18,49° + 0,54 0,19+ 0,01
R-72 28,408 + 0,40 0,30% + 0,00 8,22+ 0,38 0,09° = 0,00
R-73 0,00” + 0,00 0,00” + 0,00 8,63+ 0,28 0,09° + 0,00
R-78 0,00™ + 0,00 0,00% + 0,00 9,21°+ 0,44 0,10° + 0,00
R-79 0,00™ + 0,00 0,00* + 0,00 7,73%+ 0,31 0,08° + 0,00
R-82 0,00* + 0,00 0,00* + 0,00 22,96+ 0,65 0,24+ 0,01
R-83 44 95" £ 0,56 0,475 + 0,01 25,44% + 0,68 0,27+ 0,01
R-84 41,79 + 1,15 0,44° £ 0,01 26,818+ 0,74 0,282 + 0,01
R-85 0,00* + 0,00 0,00* + 0,00 28,25"+ 0,91 0,29" + 0,01
R-86 0,00* + 0,00 0,00* + 0,00 27275+ 0,61 0,288+ 0,01
R-87 38,28% + 1,02 0,40 + 0,01 2220%+ 0,61 0,23% + 0,01
R-89 38,70° + 0,93 0,40 + 0,01 33,67'+ 1,05 0,35+ 0,01
R-90 0,00™ + 0,00 0,00™ + 0,00 18,44°+ 0,61 0,19+ 0,00

Objasnienia / Explanatory notes:
Analizy statystyczne wykonano oddzielnie dla sacharozy i skrobi / Statistical analyzes were performed sepa-
rately for sucrose and starch; Pozostale objasnienia jak pod tab. 1./ Other explanatory notes as in Tab. 1.
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Tabela 5. Stezenia kwasu mlekowego formy L-(+) 1 D-(-) uzyskane po hodowli szczepdéw Rhizopus

oryzae w podtozu z dodatkiem glukozy w ilosci 50 g/l

Table 5.  Concentrations of lactic acid of L(+) and D(-) form obtained after cultivation of Rhizopus
oryzae strains in medium containing 50 g/l of glucose
Stezenie kwasu mle- Stqﬁgr;:gl?;isr;r;le- Stezenie kwa’su
kowego formy L(+) mlekowego ogodtem
Szczep Lactic acid L(+) form DO Summary of lactic acid
Strain concentration Lactic acid D(T) form concentration
[g /l] concentration [g /l]
[g/]
X +5/SD
R-4 36,845PE + 0,75 0,0002%° + 0,00001 36,845 CPE + 0 57
R-16 35,095P + 0,42 0,0036% + 0,004 35,095P + 085
R-42 43,58F + 1,06 0,00% + 0,00 43,58F + 1,67
R-43 41,945 + 0,98 0,00% + 0,00 41,945 + 1,05
R-72 34,1248€ £ 0,24 0,0013°+ 0,0001 34,1348 £ 0,79
R-73 35,6045€ + 0,74 0,0039° + 0,006 35,6050 + 1,45
R-78 43,257+ 0,83 0,007 + 0,00 43,257 +0,73
R-79 40,065 + 0,53 0,0014° + 0,0003 40,07°EF + 0,66
R-82 35,01°BP 1+ 0,12 0,0006° + 0,0001 35,0148P + 0,94
R-83 39,53PEF 1 0,60 0,0006° + 0,0001 39,54PEF 4 112
R-84 37,21BPE + 0,71 0,00* + 0,00 37,21BPF + 0,33
R-85 35,995P + 0,86 0,00* + 0,00 35,995 1 0,47
R-86 33,618+ 0,36 0,0032¢ + 0,0002 33,6248+ 0,55
R-87 32,01°B+ 1,16 0,007 + 0,00 32,01°B + 1,19
R-89 35,3450 1+ 1,26 0,0004® + 0,0001 35,3450 1 0,46
R-90 29,374+ 0,93 0,00 + 0,00 29374+ 1,45

Objasnienia / Explanatory notes:

Analizy statystyczne wykonano oddzielnie dla formy L(+), D(-) i ogdlnego stezenia kwasu mlekowego /
Statistical analyzes were performed separately for L(+) and D(-) forms and for total concentrations of
lactic acid; Pozostate objasnienia jak pod tab. 1. / Other explanatory notes as in Tab. 1.

Wszystkie szczepy testowane w ramach niniejszej pracy byty zdolne do produkcji
kwasu mlekowego w podlozu ze skrobia, jednak oznaczone st¢zenia kwasu mlekowe-
go w filtratach pohodowlanych byly znacznie nizsze niz po hodowlach na podtozach
z glukozg czy mannoza. Rowniez wartosci produktywnosci kwasu mlekowego uzyska-
ne przez badane szczepy Rizopus oryzae w podtozu ze skrobig byty znacznie mniejsze
niz w przypadku uzycia jako zrodta wegla pozostatych monosacharydow (z wyjatkiem
ksylozy). Zhan i wsp. [12] uzyskali wigkszg wydajnosci procesu produkcji kwasu mle-
kowego, dochodzaca do 90 %, gdy w podtozu jako zrodta wegla uzyto skrobi, ale war-
tosci te otrzymano po wstepnej optymalizacji warunkéw hodowli, w szczegdlnosci po
dodatku optymalnego stezenia azotu. We wstepnych badaniach wilasnych najlepszy
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szczep R-89 wytwarzal kwas mlekowy z wydajnoscia ok. 70 % ze skrobi jako zrodta
wegla, co nalezy uzna¢ za wynik satysfakcjonujacy na tym etapie badan.

Wszystkie badane szczepy zamieszczone w tab. 5. wytwarzaty forme L(+) kwasu
mlekowego z blisko 100-procentowa czystoscia, co jest bardzo istotne w dalszym wy-
korzystaniu kwasu zaréwno jako dodatku do zywnosci, w farmacji, a takze w produkcji
tworzyw sztucznych.

Whioski

1. W wyniku selekcji szczepdw z rodzaju Rhizopus uzyskano 2 szczepy Rhizopus
oryzae R-42 i R-43, ktore wytwarzaty kwas L (+) mlekowy z wydajnoscig ponad
80-procentowy z glukozy i z nieznacznie mniejszg wydajnoscia, gdy zrédlem we-
gla byta mannoza, fruktoza i galaktoza.

2. Wyselekcjonowane szczepy byty zdolne do bezposredniej konwersji skrobi do
kwasu mlekowego, przy czym wydajno$¢ byta uzalezniona od szczepu uzytego do
fermentacji.

3. Tylko 5 szczepoéw byto zdolnych do wzrostu i produkcji kwasu mlekowego w pod-
tozu z sacharoza. Najwicksza wydajnos¢ procesu produkcji kwasu mlekowego
wynoszacg 0,82 g/g uzyskano podczas fermentacji sacharozy przez szczep Rhizo-
pus oryzae R-83.

4. Dalsze prace, w tym optymalizacja hodowli w bioreaktorach, powinny przyczyni¢
si¢ w pierwszym rzgdzie do zwickszenia wydajnosci procesu produkcji kwasu
mlekowego, ktora juz na wstepnym etapie badan jest obiecujaca.

5. Badane szczepy w blisko 100 % wytwarzaty kwas L(+) mlekowy, co jest wazne
w jego pozniejszych aplikacjach.
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SELECTING NEWLY ISOLATED RHIZOPUS ORYZAE STRAINS FOR EFFICIENT
PRODUCTION OF L(+) LACTIC ACID

Summary

The objective of the research study was to assess the ability of newly isolated Rhizopus oryzae strains
to produce L (+) lactic acid. 40 isolates were tested and a significant lactic acid concentration was found in
the post-culture filtrates of 20 isolates. Those strains were assigned to the Rhizopus oryzae species, where-
as the rest of the strains, including species belonging to the Rhizopus stolonifer species, did not show these
abilities. The lactic acid concentration levels in the filtrates varied depending on the used strain of the
fungus and the type of carbon source. The highest lactic acid concentration, 74.06 g/L, was determined in
a post-culture filtrate of R-42 Rhizopus oryzae strain, in a medium containing 100 g/L of glucose. The
highest yield of lactic acid, 89.4 %, and a productivity close to 0.5 g/Lxh were also obtained after cultiva-
tion of R-42 R. oryzae strain in a medium containing 50 g/L of glucose. Slightly lower values were report-
ed when mannose or fructose were used as a carbon source. Yet, significantly lower values were obtained
when the carbon source was a xylose or a starch. Of all the strains tested only 5 were able to grow and
produce lactic acid in a medium with sucrose. The best R-83 R. oryzae strain was characterized by a high
yield production of lactic acid amounting to nearly 90 % in a medium supplemented with 50 g/L of su-
crose. All the tested strains produced L(+) lactic acid.

Key words: Rhizopus oryzae, L(+) lactic acid, fermentation, saccharides
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