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S t r e s z c z e n i e 
 
Kwas mlekowy jest beztlenowym produktem glikolizy prowadzonej przez homo- i heterofermenta-

tywne bakterie fermentacji mlekowej. Próby wykorzystania pleśni z rodzaju Rhizopus do produkcji kwasu 
mlekowego wykazały nieopłacalność procesu. Pleśnie z rodzaju Rhizopus mają o wiele mniejsze wyma-
gania pokarmowe niż bakterie fermentacji mlekowej. Ponadto wykorzystują jako źródło węgla tanie poli-
mery, takie jak: skrobia, hemicelulozy i celuloza, a produktem fermentacji jest pożądany kwas L(+) mle-
kowy. W pracy przedstawiono biochemizm wytwarzania kwasów organicznych, w tym mlekowego, 
z glukozy i ksylozy przy udziale szczepów Rhizopus oryzae z uwzględnieniem czynników warunkujących 
efektywność tego procesu. Z literatury wynika, że szczepy z rodzaju Rhizopus w optymalnych warunkach 
hodowli, takich jak: rodzaj i stężenie substratu, odpowiednia temperatura a także pH i natlenienie podłoża 
hodowlanego wyraźnie zwiększają produkcję kwasu mlekowego. Forma morfologiczna i unieruchomienie 
grzybni Rhizopus znacznie podnoszą produktywność i wydajność kwasu mlekowego.  
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Wprowadzenie 

Kwas mlekowy jest związkiem organicznym wytwarzanym przez organizmy: 
ludzkie, zwierzęce, roślinne i mikroorganizmy [34]. Przez mikroorganizmy (Lacoba-
cillus delbrücki i in.) produkowany jest metodą biotechnologiczną z melasy, serwatki, 
skrobi ziemniaczanej, kukurydzianej lub innej zbożowej [16]. Pleśnie z rodzaju Rhizo-
pus jako źródła węgla do produkcji kwasu mlekowego wykorzystują również cukry 
proste i złożone oraz odpady przemysłowe [2, 4, 7, 13, 14, 40]. 

W skali globalnej wytwarza się ok. 50 000 ton rocznie kwasu mlekowego, z cze-
go ok. 70 % metodą fermentacyjną, a pozostałą część otrzymuje się na drodze syntezy 
chemicznej. Kwas mlekowy dostępny jest jako: techniczny, do celów spożywczych, 
farmakopealny oraz do produkcji biopolimerów [17]. 
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Kwas mlekowy jest substancją bezbarwną i bezzapachową, co jest ważne w wielu 
branżach, w tym w przemyśle spożywczym [33, 34, 44]. Jest najprostszym karboksy-
lowym kwasem z asymetrycznym atomem węgla (CH3CHOHCOOH) [5, 19]. Kwas 
mlekowy występuje  w przyrodzie w postaci dwóch izomerów optycznych: kwasu D(-) 
i L(+) mlekowego [34]. Podwyższony poziom D-izomeru jest szkodliwy dla organi-
zmu człowieka, dlatego forma  L(+) kwasu mlekowego jest  preferowana w produkcji 
żywności i w przemyśle farmaceutycznym [11, 34]. 

Celem pracy było przedstawienie aktualnego stanu wiedzy dotyczącego czynni-
ków decydujących o efektywności produkcji kwasu mlekowego przez grzyby z rodzaju 
Rhizopus. 

Charakterystyka i wykorzystanie grzybów z rodzaju Rhizopus 

Rodzaj Rhizopus należy do grzybów strzępkowych. Mogą być one pożyteczne lub 
szkodliwe. Szkodliwe działanie tych  grzybów objawia się w produktach żywnościo-
wych – powodują psucie owoców, mięsa, serów i chleba. Niektóre gatunki, jak Rhizo-
pus nigricans i Rhizopus oryzae wytwarzają mikotoksyny [26].  

Grzyby z rodzaju Rhizopus są wykorzystywane do produkcji leków steroidowych 
np. hydrokortyzonu i związków pochodnych. W roztworach cukru mogą powodować 
fermentację alkoholową, prowadzącą do otrzymania napojów alkoholowych [26]. Ga-
tunki Rhizopus są używane w Azji w procesie fermentacji do przetwarzania soi i pro-
dukcji żywności takiej, jak: tempeh, peka, ragi i loog-pang [3, 15]. Fermentacja pro-
duktów spożywczych przez te grzyby zwiększa ich strawność i zapobiega psuciu się 
[15, 28]. Grzyby te, w szczególności gatunek Rhizopus oryzae, są zdolne do produkcji 
kwasów organicznych, głównie kwasu mlekowego i fumarowego [20, 27, 29, 40]. 
W porównaniu z bakteriami mają małe potrzeby pokarmowe, wymagają oprócz źródła 
węgla jedynie soli nieorganicznych [33, 44]. W czasie fermentacji kultury Rhizopus są 
bardziej odporne na środowisko kwasowe niż bakterie [33]. Termofilne grzyby z ro-
dzaju Rhizopus, w porównaniu z mezofilnymi, różnią się morfologią i produkcją kwasu 
mlekowego [15]. 

Produkcja kwasu mlekowego 

Biochemizm produkcji kwasu mlekowego przez gatunki grzybów Rhizopus 

Proces wytwarzania kwasów organicznych z udziałem gatunków grzyba Rhizopus 
ma charakter tlenowy. Przemiany glukozy z udziałem szczepów Rhizopus oryzae pro-
wadzą do wytworzenia pirogronianu, który może być przekształcany poprzez dwa 
szlaki metaboliczne (rys. 1). Pierwsza ścieżka metabolizmu pirogronianu prowadzi do 
wytworzenia aldehydu octowego oraz mleczanu, a w efekcie czystego etanolu i kwasu 
mlekowego. Druga ścieżka prowadzi poprzez cykl Krebsa i dostarcza kwasu jabłko-
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wego i fumarowego. W procesach, które przyczyniają się do produkcji tych metaboli-
tów biorą udział następujące enzymy: dekarboksylaza pirogronianowa (PDC), karbok-
sylaza pirogronianowa (PC), dehydrogenaza alkoholowa (ADH), dehydrogenaza mle-
czanowa (LDH), dehydrogenaza jabłczanowa (MDH) i fumaraza. Enzymy te odgrywa-
ją główną rolę w prowadzeniu reakcji biochemicznych, a w konsekwencji określają 
wydajność produktów końcowych [21, 44]. 

W eksperymencie przeprowadzonym przez Thitipraserta i wsp. [31] stwierdzono, 
że metabolizm glukozy z udziałem Rhizopus oryzae można kształtować przez regulację 
poziomu enzymów ADH i LDH. Wprowadzenie inhibitorów chemicznych hamujących 
działanie dehydrogenazy alkoholowej prowadzi do zmniejszenia wydajności etanolu, 
co stymuluje działanie dehydrogenazy mleczanowej (LDH), a w efekcie powoduje 
zwiększoną wydajność kwasu mlekowego o 38 % w stosunku do pierwotnej fermenta-
cji. 

 
 
Rys. 1.  Schemat przedstawiający metabolizm glukozy Rhizopus oryzae. 
Fig. 1.  Schematic diagram to show glucose metabolism of Rhizopus oryzae. 
 Źródło: / Source: wg Longacre [21], zmodyfikowany / acc. to Longacre [21], modified. 
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Maas i wsp. [22] badali wpływ wzrostu i oddychania grzyba Rhizopus oryzae 
CBS 112.07 w metabolizmie ksylozy i glukozy na produkcję kwasu mlekowego. 
W szlaku metabolicznym ksylozy enzym reduktaza ksylozy (XR) prowadzi do kon-
wersji ksylozy w ksylitol, następnie dehydrogenaza ksylitolu (XDH) przekształca ksy-
litol do ksylulozy zaś ksylokinaza (XK) 5-fosforan ksylulozy do 6-fosforanu glukozy. 

Powstały 6-fosforan glukozy ostatecznie jest rozszczepiany na dwie cząsteczki pi-
rogronianu, który jest substratem wzrostu biomasy grzybów, fermentacji i oddychania. 
Metabolizm ksylozy w dwuetapowym procesie redukcji i utleniania prowadzi do wy-
tworzenia biomasy grzybów, etanolu, dwutlenku węgla, kwasu mlekowego i wody. 

Źródło azotu i soli mineralnych oraz optymalne warunki hodowli grzybów  
z rodzaju Rhizopus w produkcji kwasu mlekowego 

Szczepy z rodzaju Rhizopus są zdolne wykorzystywać jako źródło węgla i energii 
zarówno sacharydy proste i dwucukry, jak również polisacharydy. Do produkcji kwasu 
mlekowego we wcześniejszych badaniach wykorzystywano głównie glukozę [6, 7, 9, 
21, 25, 27, 29, 38]. Liczne szczepy mają zdolność wykorzystywania także fruktozy 
[40], ksylozy [22, 39] mannozy, galaktozy [40], a w mniejszym stopniu sacharozy 
[40]. Szczepy gatunku Rhizopus oryzae wytwarzające kwas mlekowy są zdolne do 
degradacji skrobi [24, 30] oraz celulozy i hemicelulozy [37]. Dlatego też w licznych 
publikacjach zwraca się uwagę na możliwości produkcji kwasu mlekowego na bazie 
produktów ubocznych przemysłu rolno-spożywczego i papierniczego, zawierających 
skrobię i biomasę ligninocelulozową [14]. Jednak największe znaczenie mają typowe 
surowce, takie jak: melasa, surowce skrobiowe (kukurydza, ziemniaki, ziarno zbóż) 
[12, 40, 46] oraz surowce ligninocelulozowe (słoma zbóż, kolby kukurydziane, odpady 
drzewne) [2, 37]. Szczepy Rhizopus oryzae są zdolne do produkcji kwasu mlekowego 
z produktów rozkładu biomasy ligninocelulozowej zawierającej glukozę i ksylozę. 
Słoma zbóż i odpady drzewne wymagają wstępnej obróbki, np. poprzez ogrzewanie 
z 0,5 % kwasem siarkowym w temp. 180 - 200 ºC, aby ułatwić celulazom i ksylana-
zom dostęp do polimerów biomasy [37]. 

Produkcja kwasu mlekowego na bazie polisacharydów obejmuje dwa etapy. 
W pierwszym w wyniku syntezy enzymów hydrolitycznych polisacharydy ulegają 
degradacji do sacharydów prostych (glukoza, ksyloza), a te są fermentowane do kwasu 
mlekowego. Wiele czynników decyduje o efektywności tego procesu, m.in.: tempera-
tura, pH, rodzaj oraz stężenie substratu, dobór odpowiedniego szczepu, natlenienie 
podłoża hodowlanego i inne. Proces ten może być prowadzony zarówno w hodowli 
płynnej, jak też w złożu stałym [44]. 

Produkcję kwasu mlekowego przez szczepy z rodzaju Rhizopus prowadzi się 
w hodowli wgłębnej, co opisali w 1936 r. Lockwood i wsp. [20]. Autorzy zastosowali 
Rhizopus oryzae i wykorzystali glukozę jako źródło węgla. Proces ten wymaga ograni-
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czonego dostępu źródła azotu. W pierwszej fazie hodowli w obecności w podłożu ma-
łych ilości azotu i soli mineralnych następuje namnożenie biomasy niezbędnej do pro-
dukcji kwasu mlekowego. W drugiej fazie cechującej się zahamowaniem przyrostu 
biomasy rozpoczyna się intensywna produkcja kwasu mlekowego. Źródło węgla do-
dawane jest do podłoża hodowlanego w nadmiarze w stosunku do źródła azotu, tak aby 
po wytworzeniu pewnej ilości biomasy nastąpiła druga faza procesu, w której grzyb 
wytwarza kwas mlekowy i inne metabolity. Jako źródła azotu wykorzystuje się siar-
czan amonu lub azotan amonu. W badaniach Warda i wsp. [36] najlepszym źródłem 
azotu do produkcji kwasu mlekowego przez Rhizopus oryzae NRRL 395 okazał się 
NH4NO3. Na azotan(V) amonu jako najbardziej odpowiednie źródło azotu do produkcji 
kwasu mlekowego przez Rhizopus arrhizus WEBL 0501 zwrócili też uwagę Zhang 
i wsp. [45]. Natomiast Zhou i wsp. [48] w doświadczeniu z glukozą, w optymalnych 
warunkach hodowli grzyba Rhizopus oryzae ATCC 52311, wykazali, że najlepszym 
źródłem azotu spośród badanych (azotan, mocznik, ekstrakt drożdżowy, siarczan amo-
nu) był siarczan(VI) amonu  w stężeniu 0,1 %. Największe stężenie kwasu mlekowego 
wynoszące 56,8 g/l oraz wydajność 0,62 g/g glukozy uzyskano po 60 h inkubacji. Yin 
i wsp. [40] także uznali siarczan amonu za najlepsze źródło azotu w produkcji kwasu 
mlekowego przez szczep Rhizopus oryzae NRRL 395 w porównaniu z ekstraktem 
drożdżowym, maniokiem kukurydzianym i polipeptonem. Największą wydajność kwa-
su mlekowego otrzymano w obecności siarczanu amonu w stężeniu 1,35 g/l. 

Jin i wsp. [14] wykazali, że uzupełnienie pożywki zawierającej odpady przetwór-
stwa spożywczego bogate w skrobię i cukry rozpuszczalne z dodatkiem siarczanu 
amonu wyciągiem z drożdży i peptonem w ilości 2 g/l zwiększało produkcję kwasu 
mlekowego o 8 - 15 % i wydajność biomasy grzybów Rhizopus oryzae 2062 i Rhizo-
pus arrhizus 36017 o 10 - 20 %.  

Dobrym źródłem azotu zastępującym pepton może być również mączka rybna 
z dorsza. Stwierdzono bowiem najlepszą wydajność kwasu mlekowego i biomasy 
grzybni w hodowli Rhizopus oryzae As 3.254 na podłożu zawierającym glukozę z do-
datkiem mączki rybnej [13].  

Na produkcję kwasu mlekowego z udziałem grzybów z rodzaju Rhizopus wpływa 
stosunek węgla do azotu. Maas i wsp. [22] stwierdzili, że największą wydajność pro-
dukcji biomasy i kwasu mlekowego w obecności ksylozy jako źródła węgla otrzymuje 
się przy stosunku C : N wynoszącym 61 : 1, zaś w obecności glukozy, gdy C : N wy-
nosi 201 : 1. Stosując 30 g/l substratu otrzymali większą produkcję kwasu, gdy źró-
dłem węgla była glukoza (21,6 do 23,5 g/l) niż ksyloza (12,0 do 18,8 g/l). Woicie-
chowski i wsp. [37] udowodnili statystycznie, że stosunek C : N wynoszący 35 : 1 
i stężenie cukrów redukujących 90 g/l podłoża były najlepszymi warunkami do pro-
dukcji kwasu mlekowego. Z danych doświadczalnych wynikało natomiast, że maksi-
mum produkcji kwasu mlekowego miało miejsce w obecności 75 g cukrów redukują-
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cych/l i stosunku C : N równym 55 : 1. Przeciwnie Zhang i wsp. [45], po przetestowa-
niu różnych źródeł azotu (siarczan(VI) amonu, azotan(V) amonu, mocznik, wyciąg 
z drożdży i pepton) w procesie wytwarzania kwasu mlekowego przez Rhizopus arrhi-
zus WEBL 0501 z odpadów przemysłowych zawierających skrobię ziemniaczaną wy-
kazali, że to właśnie niski stosunek C : N zwiększał produkcję kwasu mlekowego, 
biomasy i etanolu, zaś wysoki stosunek –  zwiększał ilość produkowanego kwasu fu-
marowego. 

W podłożu hodowlanym przeznaczonym do produkcji kwasu mlekowego przez 
Rhizopus winny znajdować się jony potasowe, magnezowe, cynkowe oraz jony siar-
czanowe i fosforanowe. Hodowla wgłębna szczepów z rodzaju Rhizopus wymaga na-
powietrzania pożywki, szczególnie intensywnego w pierwszej fazie charakteryzującej 
się wytwarzaniem biomasy grzybni. Z kolei wytwarzanie kwasu mlekowego wymaga 
neutralizacji podłoża, gdyż optymalne pH produkcji kwasu wynosi 5,0 z tolerancją 
jednej jednostki. 

Dobór optymalnych warunków hodowli grzybów z rodzaju Rhizopus w dużym 
stopniu może zwiększyć produkcję kwasu mlekowego [2, 12, 24, 38, 48]. W ekspery-
mentach laboratoryjnych [48] wykazano, że fermentacja glukozy z użyciem szczepu 
Rhizopus oryzae ATCC 52311 prowadzona w bioreaktorze kolumnowym, w optymal-
nych warunkach dotyczących składu podłoża i dzięki napowietrzaniu zwiększała wy-
dajność biomasy i kwasu mlekowego bardziej niż prowadzona w kolbach na wytrzą-
sarkach. Mniejszy wpływ na wydajność produkcji kwasu mlekowego miały natomiast 
jony metali, z których najlepsze okazały się: Zn2+, Mg2+, Mn2+ [48]. 

Na przydatność substratów hemicelulozowych do wydajnej produkcji kwasu mle-
kowego przez Rhizopus oryzae HZS6 zwrócili uwagę także Bai i wsp. [2]. Poprzez 
dobór warunków hodowli, takich jak pH i temperatura, zoptymalizowali wzrost za-
adaptowanego szczepu grzyba i zapewnili lepsze wykorzystanie podłoża i dwukrotny 
wzrost ilości kwasu mlekowego. Dotyczyło to w szczególności możliwości wykorzy-
stania ksylozy zawartej w hydrolizacie kolby kukurydzianej – nieasymilowanej przez 
szczep macierzysty (Rhizopus oryzae HM11). Największą wydajność produkcji kwasu 
mlekowego osiągano w temp. 34 ºC przy pH 5,8. 

Na wydajność kwasu mlekowego miały ponadto wpływ takie czynniki, jak: wiel-
kość i forma inokulum, obecność węglanu wapnia, czas i temperatura fermentacji oraz 
skład podłoża hodowlanego. Wu i wsp. [38] wykazali, że optymalna półciągła fermen-
tacja z użyciem Rhizopus oryzae AS 3.819 z dużą wydajnością kwasu mlekowego 
przebiegała po zaszczepieniu 4 % zawiesiną zarodników z użyciem węglanu wapnia 
i temp. od 32 do 34 ºC. W innych badaniach wykazano, że Rhizopus arrhizus szczep 
DAR 36017 wykazywał wysoką zdolność do scukrzania skrobi ziemniaczanej i synte-
zy kwasu mlekowego w obecności CaCO3. Największą wydajność kwasu mlekowego 
wynoszącą 21 g/dm3 uzyskano w temp. 30 ºC, przy pH podłoża w granicach 5 - 6 [12]. 
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Według Miury i wsp. [24] optymalne warunki hodowli, tj. temp. 30 ºC, pH 6,5 oraz 
napowietrzenie hodowli mutanta Rhizopus sp. MK 96-1196 na zhydrolizowanej skrobi 
umożliwiły otrzymanie płynu pohodowlanego zawierającego 93 g/l kwasu mlekowego 
przy produktywności 2,6 g·l-1·h-1, czemu odpowiadała wydajność na poziomie 87 %. 

Formy morfologiczne grzyba a kwas mlekowy 

Grzyby nitkowate (filamentous fungi), czyli tworzące grzybnię zbudowaną ze 
strzępek w hodowlach wgłębnych, mogą rosnąć w formie homogennej zawiesiny 
strzępek, co jest określane jako wzrost nitkowaty (filamentous growth) lub jako odręb-
ne skupiska grzybni, które zależnie od gatunku oraz warunków hodowli przyjmują 
różne formy – od skrajnie luźnych kłaczków do granulek zbudowanych z gęstej i zbitej 
grzybni, określanych jako pellets. Grzyby tworzące strzępki podzielone septami rosną 
lepiej w hodowlach wgłębnych (grzyby wyższe) niż grzyby o strzępkach niepodzielo-
nych, m.in. z rodzaju Mucor i Rhizopus [3]. 

Forma wzrostu w hodowlach wgłębnych jest szczególnie ważna w technologiach 
fermentacyjnych, ponieważ wpływa na szybkość wzrostu mikroorganizmów oraz two-
rzenie produktów [3]. Grzyby z rodzaju Rhizopus w hodowlach wgłębnych mogą ro-
snąć w trzech wymienionych formach: dyfuzyjnej, luźnych kłaczków grzybni (clump 
form) oraz sferycznych kuleczek o zbitej grzybni, czyli pellets. Forma zależy od szcze-
pu, ale także od szeregu czynników środowiskowych, takich jak: pH, gęstość zarodni-
ków (inokulum), rodzaj i stężenie podłoża, zawartość tlenu, wysokość temperatury itd. 
Formy morfologiczne grzyba z rodzaju Rhizopus były kształtowane przez czynniki 
hodowli w wielu badaniach [1, 7, 19, 23, 25, 38, 41, 42, 46, 47, 48]. 

Bai i wsp. [1] wykazali, że czynnikami wpływającymi na tworzenie określonych 
form morfologicznych grzybów Rhizopus oryzae 1021 były m.in.: obecność CaCO3 
i NH4NO3, wielkość inokulum (koncentracja spor), szybkość mieszania i wielkość na-
powietrzania. Węglan wapnia i poziom stężenia zarodników wpływały na formę mor-
fologiczną grzybów w hodowlach wgłębnych. Dodatek CaCO3 w początkowym okre-
sie (od 0 do 6 h) wzrostu grzyba sprzyjał tworzeniu kłaczków (clump form) i mniejszej 
produkcji kwasu mlekowego. Wprowadzenie węglanu wapnia po 8 - 10 h hodowli 
indukowało wzrost w formie pellets i sprzężoną z tym wyższą wydajność produkcji 
kwasu mlekowego. Efekt wyższej wydajności kwasu był uwarunkowany regulacją pH 
podłoża. Wymienieni autorzy wykazali także, że Rhizopus oryzae 1021, zależnie od 
stężenia zarodników (inokulum), rósł w formie nitkowatej (filamentous form), granu-
lowej (pellets) lub kłaczkowej (clump). Formę nitkowatą uzyskiwano, gdy gęstość 
zawiesiny spor była najmniejsza (103 - 105/ml), pellets – gdy wynosiła 106/ml, a formę 
kłaczkową w przypadku inokulum 107 spor/ml. Czynnikami wpływającymi na wiel-
kość pellets były: szybkość mieszania i napowietrzania hodowli Rhizopus oryzae 1021. 
Gdy szybkość mieszania zwiększała się, rozmiary pellets ulegały zmniejszaniu, co 
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sprzyjało zwiększaniu produkcji kwasu mlekowego. W przypadku napowietrzania 
otrzymano efekt odwrotny. Wzrost napowietrzania powodował tworzenie pellets 
o większej średnicy i zmniejszenie wydajności kwasu mlekowego.  

Istotne znaczenie dla formy wzrostu i wydajności kwasu mlekowego ma także gę-
stość zawiesiny zarodników użytych jako inokulum. Yin i wsp. [41] stwierdzili, że 
zaszczepienie (w kolbach) pożywki 2×106 zarodników/ml prowadziło do tworzenia 
małych jednolitych pellets, które dostarczały największego stężenia kwasu mlekowego. 
Koncentracja od 2×103 do 2×105 zarodników/ml pożywki prowadziła do wytworzenia 
trwałej formy kłaczkowej i zmniejszenia produkcji kwasu mlekowego. Dowiedli też, 
że podobne formy morfologiczne grzyba Rhizopus oryzae NRRL 395 tworzyło inoku-
lum zarodników w bioreaktorze. 

Zdaniem Martáka i wsp. [23] formę morfologiczną grzyba Rhizopus arrhizus 
CCM 8109 również można kształtować przez szczepienie hodowli odpowiednim ino-
kulum zarodników a także poprzez dodatek CaCO3 lub NH4OH. Autorzy otrzymali 
jednak większą wydajność kwasu mlekowego wówczas, gdy grzyb rósł w formie nit-
kowatej, a nie pellets. Najbardziej efektywna produkcja kwasu zachodziła w środowi-
sku o pH 5,30 w przypadku form nitkowatych. Zmiana formy nitkowatej na formę 
pellets i zmniejszenie pH poniżej 5,0 spowodowały zmniejszenie wydajności kwasu. 
Amoniak wywierał negatywny wpływ na produkcję kwasu mlekowego. Według Zhan-
ga i wsp. [46, 47] wzrost wysoko wydajnej w produkcji kwasu mlekowego formy Rhi-
zopus arrhizus DAR 36017 (pellets małych rozmiarów) można otrzymać po uprzedniej 
adaptacji szczepu do wzrostu w warunkach kwasowych. 

Park i wsp. [25] stwierdzili wydajną produkcję kwasu mlekowego z udziałem 
form kłaczkowych grzyba Rhizopus oryzae NRRL 395. Formę kłaczkową tego grzyba, 
podobną do bawełny, uzyskali po dodaniu 5 ppm politlenku etylenu i 3 g/l związków 
mineralnych. Cytowani autorzy otrzymali optymalną produkcję kwasu mlekowego dla 
formy kłaczkowej podczas prowadzenia hodowli w bioreaktorze. Yu i wsp. [42] uzy-
skali także zwiększoną produkcję kwasu mlekowego z glukozy z zastosowaniem form 
kłaczkowych kultury Rhizopus oryzae ATCC 9363. W czasie fermentacji utrzymywali 
w roztworze poziom amoniaku wyższy niż 0,1 g/l i pH 4,3 - 4,5, które regulowali wę-
glanem wapnia, aby utrzymać formę kłaczkową.  

Za obiecującą w produkcji kwasu mlekowego uważa się fermentację półciągłą 
(faza wzrostu komórek oraz etap produkcji biomasy) z udziałem Rhizopus oryzae AS 
3.819 [38]. W obecności źródła węgla, azotu i innych jonów Rhizopus oryzae rósł 
w formie jednolitych pod względem wielkości pellets, które w optymalnych warun-
kach odżywczych utrzymywały wysoką wydajność kwasu mlekowego. Zdaniem auto-
rów duży wpływ na utrzymanie formy morfologicznej grzybów AS 3.819 miała także 
temperatura. W temp. powyżej 34 °C, z dodatkiem CaCO3, grzyb tworzył kłaczki, co 
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prowadziło do zmniejszenia wydajności kwasu mlekowego, zaś w temp. 32 - 34 °C 
grzyb rósł w formie jednolitych pellets o wysokiej wydajności kwasu mlekowego. 

Obie formy wzrostu grzybni: nitkowata (filamentous) i granulowa (pellets) Rhizo-
pus oryzae ATCC 52311, przebadane przez Du i wsp. [7], wykazywały wysoką wydaj-
ność kwasu L-mlekowego w kadzi fermentacyjnej, przy początkowym stężeniu gluko-
zy powyżej 70 g/l. Ostateczne stężenie kwasu mlekowego wyprodukowanego przez 
nitkowate formy grzybni wskazywało na 80-procentowe zużycie glukozy, zaś granu-
lowe: na 86-procentowe. 

Liu i wsp. [19] prowadzili doświadczenia nad produkcją kwasu mlekowego i chi-
tyny z wybrakowanych ziemniaków i glukozy przy użyciu pellets Rhizopus oryzae 
NRRL 395. Zwiększenie produkcji kwasu mlekowego było regulowane glukozą ziem-
niaka, jako źródłem węgla, z dodatkiem węglanu wapnia i mieszaniną amoniaku oraz 
wodorotlenku sodu (neutralizator).  

Z przeprowadzonych badań wynika, że forma morfologiczna grzyba rodzaju Rhi-
zopus, w powiązaniu z doborem innych parametrów hodowlanych znacząco wpływa na 
produkcję kwasu mlekowego (tab. 1). 

Wpływ unieruchamiania grzybni na produkcję kwasu mlekowego   

Zdaniem niektórych badaczy [25, 32, 39] na produkcję kwasu mlekowego pozy-
tywny wpływ wywiera unieruchomienie grzybni Rhizopus oryzae w procesie fermen-
tacji. Thongchul i wsp. [32] w procesie fermentacji glukozy i zhydrolizowanej masy 
manioku z udziałem grzyba Rhizopus oryzae NRRL 395 uzyskali większe stężenie 
kwasu mlekowego w przypadku komórek unieruchomionych niż wolnych. Największe 
stężenie kwasu mlekowego uzyskane z glukozy przez immobilizowaną grzybnię wy-
nosiło 23,76 g/l, zaś przez grzybnię wolną: 21,82 g/l. Maniok zhydrolizowany kwasem 
solnym również zwiększał stężenie kwasu mlekowego, gdy proces prowadzono z uży-
ciem grzybni unieruchomionej (6,67 g/l) niż wolnej (4,47 g/l). Pośrednie wartości 
otrzymano, stosując enzymatyczny hydrolizat manioku. Podobnie jak stężenie kwasu 
mlekowego, produktywność grzybni unieruchomionej osiągała wyższe wartości 
w porównaniu z grzybnią wolną. 

Park i wsp. [25], którzy prowadzili badania w bioreaktorze, użyli immobilizowa-
nej formy kłaczkowej (bawełnopodobnej) Rhizopus oryzae NRRL 395. W ciągu 58-
godzinnej fermentacji stwierdzili produktywność kwasu mlekowego na poziomie 
87 %. 
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Yang i wsp. [39] badali wpływ glukozy i ksylozy jako źródeł węgla na produkcję 
kwasu mlekowego przez unieruchomienie pellets Rhizopus oryzae NRRL 395 o śred-
nicy około 1 mm. W okresie 22 dni z glukozy wyprodukowali tą metodą kwas mleko-
wy w ilości ogółem od 1742 do 2001 g/l, co stanowiło wydajność 62 - 74 %. Podsta-
wową zaletą tej metody było wielokrotne użycie pellets. 

Wprowadzenie odpowiednich nośników polimerowych (naturalnych i syntetycz-
nych) (tab. 2) i unieruchomienie na nich grzybów Rhizopus oryzae w produkcji kwasu 
mlekowego z cukrów było przedmiotem badań wielu autorów [4, 6, 8, 9, 10, 18, 30, 
35, 43]. Poprzez unieruchomienie na nośnikach komórek grzybowych z rodzaju Rhizo-
pus można zwiększyć produkcję kwasu mlekowego aż trzykrotnie w porównaniu 
z wolnymi komórkami [6, 18]. Ponadto, unieruchomione komórki grzyba mogą być 
wykorzystane nawet powyżewj 10 cykli fermentacji [6]. 

Wykorzystanie kwasu mlekowego w przemyśle spożywczym 

W przemyśle spożywczym kwas mlekowy pełni rozmaite funkcje technologiczne. 
Jest stosowany jako środek zakwaszający, konserwujący, regulujący mikroflorę lub 
jako dodatek poprawiający smak [34]. Polimery kwasu mlekowego wykorzystuje się 
do produkcji nieszkodliwych opakowań artykułów żywnościowych [44]. 

Kwas mlekowy znajduje się w wielu produktach spożywczych naturalnych bądź 
przetworzonych w procesie fermentacji [5, 33, 48]. Występuje w produktach fermen-
towanych, takich jak ogórki i kapusta oraz w innych warzywach. Produkty kwaszone 
zachowują dłużej trwałość. Fermentacja mlekowa wykorzystywana jest również 
w mleczarstwie do produkcji jogurtów, kefiru, serów twarogowych, topionych i ich 
pochodnych. Kwas mlekowy wykorzystuje się do zakwaszania przetworów zżelowa-
nych, takich jak dżemy i marmolady oraz napojów owocowych, majonezów, olejów 
jadalnych, koncentratów pomidorowych i innych produktów. Ponadto, kwas mlekowy 
jest doskonałą substancją zakwaszającą do produkcji przetworów rybnych, konserw 
mięsnych, wędlin, piwa, wódek gatunkowych, lodów i wyrobów cukierniczych [16]. 
W przemyśle piekarniczym jest surowcem do produkcji stearoilo-2-mleczanu wapnia, 
używanego do produkcji pieczywa i ciast [33]. W przemyśle mięsnym, oprócz hamo-
wania rozwoju mikroflory patogennej wywołującej psucie, kwas mlekowy pełni rolę 
regulatora kwasowości, substancji smakowej i wspomagającej w procesie peklowania 
[16, 34]. 

Kwas mlekowy dodawany do żywności w ilości ponad 70 % stosowany jest jako 
środek konserwujący [33]. Z danych opublikowanych w 1995 roku w USA wynika, że 
85 % kwasu mlekowego produkowanego w tym kraju było stosowane w żywności [34, 
44]. 
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Podsumowanie  

Szczepy z rodzaju Rhizopus mają wiele zalet w porównaniu z bakteriami wytwa-
rzającymi kwas mlekowy. Mają niewielkie wymagania, wykorzystują jako źródło wę-
gla i energii szereg cukrów prostych i dwucukrów oraz polisacharydy. Biomasę grzyb-
ni łatwo oddzielić od filtratu, a sama grzybnia może być wykorzystana m.in. do pro-
dukcji chitozanu lub jako dodatek do pasz. 

Grzyby Rhizopus mają również znaczenie w produkcji kwasu mlekowego, do ce-
lów przemysłu spożywczego i chemicznego. Jedyną ich wadą jest to, że w porównaniu 
z bakteriami mlekowymi charakteryzują się małą wydajnością  produkcji kwasu mle-
kowego z cukrów. Istnieją jednak duże możliwości zwiększania produkcji kwasu mle-
kowego przez te grzyby. Jednym z nich jest optymalizacja warunków hodowli grzy-
bów, w tym dobór odpowiedniego składu pożywki czy parametrów hodowli. Produkcja 
kwasu mlekowego uzależniona jest od odpowiedniego stosunku C i N w pożywce oraz 
od właściwej temperatury. Największą wydajność kwasu mlekowego uzyskuje się 
w temp. od 30 do 34 ºC. Duży wpływ na wzrost wydajności kwasu mlekowego mają 
ponadto formy morfologiczne grzyba Rhizopus, regulowane m.in. przez dobór pH pod-
łoża i stężenie zarodników w inokulum. Wysokie stężenie kwasu mlekowego uzyskuje 
się najczęściej stosując pellets małych rozmiarów lub formę kłaczkową grzybni. Pro-
dukcję kwasu mlekowego wydatnie zwiększa unieruchamianie komórek grzyba na 
różnych nośnikach, takich jak: tkanina bawełniana, pianka poliuretanowa, gąbka i inne 
oraz dobre napowietrzanie w bioreaktorze w procesie fermentacji. Unieruchomienie 
grzybni w porównaniu z grzybnią wolną może zwiększyć produkcję kwasu mlekowego 
nawet trzykrotnie. 

Dalsze zwiększanie produktywności kwasu mlekowego przez szczepy Rhizopus 
wymaga pełniejszego poznania szlaków biosyntezy tego związku i ich regulacji oraz 
doskonalenia samych szczepów przy użyciu technik genetyki molekularnej, jak rów-
nież technik bioinformatyczych, pomocnych w modelowaniu molekularnym. 
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LACTIC ACID PRODUCTION BY FUNGI OF RHIZOPUS GENUS  

 
S u m m a r y 

 
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 Rhizopus 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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