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Abstrakt. Artykutl stanowi przeglad danych dotyczacych produk-
cji kwasu mlekowego na drodze biotechnologicznej z wykorzy-
staniem odnawialnych zrodet wegla (glownie biomasy roslinnej).
Zaprezentowano szerokie spektrum mikroorganizméw syntety-
zujacych kwas mlekowy (bakterie fermentacji mlekowej, Bacil-
lus sp., Escherichia coli, grzyby strzepkowe), w tym drobno-
ustroje uzyskane w wyniku modyfikacji genetycznych. Ponadto
opisano substraty skrobiowe, celulozowe i hemicelulozowe oraz
odpadowe produkty przemystowe (melasa, serwatka) stosowane
do produkcji kwasu mlekowego. Podjeto probe charakterystyki
czynnikow wplywajacych na przebieg i ekonomike procesu bio-
syntezy kwasu mlekowego oraz na jakos¢ i ilo$¢ otrzymywanego
produktu koncowego w konkretnych warunkach hodowli. Auto-
rzy skupili si¢ na metodach ulepszania szczepéw produkcyjnych
oraz czynnikach wzbogacajacych podloza hodowlane w celu
zwigkszenia wydajno$ci procesu i czystosci kwasu mlekowego.
Przedstawiono takze perspektywy zastosowania kwasu mleko-
wego, zwlaszcza w odniesieniu do produkcji biodegradowalnego
polilaktydu.

stowa kluczowe: kwas mlekowy, PLA, bakterie fermentacji mle-
kowej, surowce odnawialne

WSTEP

Stopniowe wyczerpywanie §wiatowych zasobow paliw
kopalnych oraz rozwdj dziatan majacych na celu ochro-
n¢ Srodowiska naturalnego spowodowaly intensyfikacje
badan nad alternatywnymi zrédlami materiatéw polime-
rowych. Naukowcy daza do opracowania technologii pro-
dukcji polimeréw, ktére charakteryzowatyby si¢ takimi
wlasciwo$ciami jak znane dotychczas tworzywa sztuczne,
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a jednoczesnie bytyby tatwo biodegradowalne i otrzymy-
wane ze zrodet odnawialnych. Wytwarzanie polimerow
przyjaznych $rodowisku naturalnemu jest korzystne za-
rowno ze wzgledu na problem przepetnienia sktadowisk
odpadéw komunalnych, ograniczone zasoby surowcoOw
petrochemicznych, jak i mozliwo$¢ zagospodarowania ta-
nich, czesto odpadowych, surowcow pochodzenia ro$lin-
nego. Wykorzystanie biomasy roslinnej do produkcji mate-
riatéw polimerowych pozwala na oszczgdno$ci w zuzyciu
nieodnawialnych surowcéw kopalnych, co jest dodatkowo
zgodne z zasadg zrownowazonego rozwoju.

Jim Jem i in. (2010) szacuja, iz do roku 2020 $wiatowa
roczna zdolno$¢ produkcyjna kwasu mlekowego i1 przemy-
stu PLA prawdopodobnie przekroczg milion ton, a w ciaggu
najblizszych 10-20 lat nalezy oczekiwac, iz skala prze-
mystu PLA osiggnie poziom zblizony do dzisiejszej skali
przemyshu tradycyjnych tworzyw sztucznych. Gwaltowny
wzrost zapotrzebowania na taktyczny polilaktyd spowo-
dowatl zatem konieczno$¢ zwigkszenia produkcji optycz-
nie czystych izomeréw kwasu L(+) i/lub D(-) mlekowego
z udziatem drobnoustrojow.

MIKROORGANIZMY PRODUKUJACE KWAS
MLEKOWY

Obecnie kwas mlekowy (LA, ang. Lactic Acid) pro-
dukowany jest gtownie (95%) na drodze fermentacyjnej
(rys. 1) z wykorzystaniem surowcow roslinnych (Jim Jem
i in., 2010). Mikroorganizmy zdolne do produkcji kwasu
mlekowego to przede wszystkim bakterie fermentacji mle-
kowej (LAB, ang. Lactic Acid Bacteria). Dominujg one
posrod producentow kwasu mlekowego wykorzystywa-
nych na skale przemystowa. Bakterie kwasu mlekowego
to zréznicowana ewolucyjnie grupa mikroorganizmow
nieprzetrwalnikujacych, katalazoujemnych, wzglednie
beztlenowych, pozbawionych zdolnosci ruchu. Genom
tych drobnoustrojow jest stosunkowo maty i w zaleznosci

Badania sa czes$cig projektu nr POIG 01.01.02-10-123/09: ,,Zastosowanie biomasy do wytwarzania polimerowych materiatdw przyjaznych srodowisku”
wspotfinansowanego przez Uni¢ Europejska w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka 2007-2013.



PIOC 0@ oM yrnono1gAto Ismiwol deiloq

snlsiwsnbo sowow?2
2301002 sldswsnsf

snsaimsrbotisqg sowow2
2sivoz lsaimsrooitsd

ynsbowolgaW
este1byrlodisd

wyiag sjpsinamslgue
noifsinamalgquz muibsh

ywoio byrishlA
* sbyrishlsfsoA

i

Tofesilsied + MIH i
E 12ylesa +MIH |
! i

sastnsrmsd

noitstnanmsi slintinotosl

ogswoidslm wzewil [y11iK

B T g e e L A e T ]
| sinesaszysiol ainsindstboyw |
1 roitsaitig bns yisvoas A i

(:02:H) e3ilobyH i
(202:H) 2izylotbyH |
i

veswi-(-) dul -(+)] 1=mosl
ogawoidslm
1smozi bios aitasl-(-)d 10 -(+)1

5M30iMs061 sninsx2siM
ogswodslm veswi -10
bizs 2itasl-10 2im=asf

a A

b

(900) .ii i 99W siwsteboq s snestw sinswoosiqo :0fbo1X
(0002) .Is 19 99W 1o 2iesd o o noitstodsls 2 1oMius 1991502

(8) {onxoigolonrosioid i (A) jenxoirmsdo yxoimnye sxbotb st ogawodlslm neswil ijoxuboiq 1smadod .1 .2y
.(8) ebodiorm Isoigolonrdostoid bris (A) Isoimaro mo boesd 2ieadinye bios oitosl to armodod .1 .gi

nionidotiuioizel, 9-3-os0iulp ninvamosl
swnidoiuiodyzory samiamozi 9-3-awoouly
9-ib-3,L-ozotdutt 9-d-ozofdut  |<——— 9-3-ozoduly ezoduly
9-z2id-3,[-s20tut 9-3-a0foutt 9-3-sz00uly szoauly
oinlobln
sznlobin
ywonyiasilzotzot byrable netassyzdeibydibotzot
shydsbls lo1saylgedgeodyg < stedqeorlq snotsseyxonbydib
nionapotbyish
swobytabloenyissilpeizel
shyrsblevsayigedqeody mwonoinygieaiipotzol nsomid nintumateatipoizol
swnagatbydab anid viviewyipedozody smiumotasyipodarody
neinyisailgotzotib-£ L neinyissilgotzot-€ neinyisailgctzet-£

atersavlzodgeodgeid-E L

stersaylzodgeodg-£€

owonniasim oionasgotbyrdsh
szonspothyizh stniwl

ywodslm zewl
bize sitasl

neinovzonig

owonpineigotig aenid
szenid stovuyg

ate1oaylzordgeordg-£

orolona
senlons

nsinoigoviqolonsotaot

atEvUIYY

stevuiygelonsadgzody

(9002) .a1i i 99W (8002) seisbudi siwsteboq s onestw sinswoosiqo :otho1X
.(0009) .Is 19 99W (800%) xzixbudid to 2iesd o o noitstodsls 2 1odius (901502

(sesmis9-stodoyoM-snobdmd :lslse) jowoslalmt ijostnormist sitorlsd xox1q yxoulg snsitextq sawyisinsrrstormoH .C .2yl
.(yswilisq esmis9-todeyoM-nobdmd) sitetosd bios oitosl svitsinermistornod Yo eyswilisq oilodsisM .C .gid



P. Pietraszek i in. — Mikrobiologiczna produkcja kwasu mlekowego z surowcow odnawialnych 47

dehydrogenaza glukozo-6-P
glucase-6-P dehydrogenase

glukoza
glucose

glukozo-6-P
glucose-6-P

kwas 6-P-glukonowy
6-P-gluconic acid

dehydrogenaza -6-P-glukonianowa
6-P-gluconic dehydrogenase

MSZ+

l

rybulozo-5-P
ribulose-5-P

epimeraza P-rybozowa
P-ribose epimerase

ksylulozo-5-P
wylulose-5-P

fosfoketoloza
phosphoketolase

v

aldehyd 3-fosfoglicerynowy
phosphoglycerol aldehyde

!

acetylofosforan
acetyl-P

0: . 13

y

l

kwas mlekowy
lactic acid

kwas octowy
acetic acid

aldehyd octowy
acetaldehyde

dehydrogenaza alkoholowa
alcohol dehydrogenase

etanol
ethanol

Zrodto: opracowanie wiasne na podstawie Libudzisz i in. (2008) oraz Wee i in. (2006)
Source: author’s elaboration on the basis of Libudzisz et al. (2008) and Wee et al. (2006).

Rys. 3. Heterofermentatywna przemiana glukozy przez bakterie fermentacji mlekowej (szlak fosfoketolazy pentozowej)
Fig. 3. Metabolic pathways of heterofermentative lactic acid bacteria (phosphoketolase pathway).

od gatunku zawiera od okoto 2 do 3 M pz, o zawarto$ci za-
sad G+C ponizej 56,0% molowych. LAB zasiedlaja takie
srodowiska jak rosliny, mleko i jego przetwory, przewod
pokarmowy i uktad moczowo-plciowy czlowicka i zwie-
rzat.

Do grupy tej naleza gramdodatnie ziarniaki z rodzajow
Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc, QOenococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Weissella,
Vagococcus oraz gramdodatnie paleczki o zréznicowa-
nej dhugosci z rodzaju Lactobacillus i Carnobacterium.
Ze wzgledu na zblizone cechy i fermentacyjny metabo-
lizm sacharydow, do bakterii kwasu mlekowego zalicza-
ne s3 rowniez odlegle filogenetycznie bakterie z rodzaju
Bifidobacterium (G+C ~54=67% molowych). Wspolna
cecha LAB jest zdolno$¢ biosyntezy kwasu mlekowego
jako gltéwnego metabolitu. Cecha gatunkowg bakterii jest
natomiast zréznicowana tolerancja na niskie wartosci pH
pozywki fermentacyjnej i optymalna temperatura wzrostu.
Gatunki mezofilne wykazuja zdolno§¢ wzrostu w zakre-
sie temperatur od 20 do 28°C i produkcja kwas mlekowy

o stezeniu 1,5% w przeliczeniu na objeto$¢ pozywki pro-
dukcyjnej; natomiast gatunki termofili najlepiej rozwijaja
si¢ w temperaturze okoto 40—45°C, a fermentacja prowadzo-
na z ich udzialem pozwala na wytworzenie do 3,0% kwasu
mlekowego w warunkach hodowli niezobojetniane;.

Fermentacja sacharydow z udzialem LAB zachodzi
z wykorzystaniem r6znych szlakéw metabolicznych. Bak-
terie fermentacji mlekowej ze wzglgdu na metabolizm
klasyfikuje si¢ jako homofermentatywne (rys. 2), gdy wy-
twarzaja niemal wylacznie kwas mlekowy, lub heterofer-
mentatywne (rys. 3), gdy oprocz kwasu mlekowego produ-
kowane sg CO,, kwas octowy (warunki tlenowe), aldehyd
octowy i/lub etanol (warunki beztlenowe), lub jako fakul-
tatywnie heterofermentatywne (Wee i in., 2006; Libudzisz,
2008; Gajewska, Btaszczyk, 2012). Podzial bakterii kwasu
mlekowego uwarunkowany typem fermentacji glukozy
przedstawiono na rysunku 4.

Kryteria doboru odpowiednich szczepoéw produkcyj-
nych zaleza od pozadanych cech produktu koncowego fer-
mentacji. Najczesciej preferuje si¢ termofilne szczepy pro-
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Homofermentacja
Homofermentation

-

Enterococcus faecalis
Enterococcus mundtii
Lactobacillus amylophilus
Lactobacillus camelliae
Lactobacillus catenaformis
Lactococcuslactis subsp. cremoris
Lactococcus lactis

subsp. diacetylactis
Lactococcus lactis

subsp. lactis
Lactobacillus delbrueckii

subsp. bulgaricus
Lactobacillus delbrueckii

subsp. delbrueckii
Lactobacillus delbrueckii

subsp. lactis
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heterofermentacja Heterofermentacja
Facultative Heterofermentation
heterofermentation
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Lactobacillus agilis
Lactobacillus algidus Lactobacillus antri
Lactobacillus alimentarius Lactobacillus brevis
Lactobacillus bifermentans Lactobacillus buchneri
Lactobacillus casei Lactobacillus collinoides
Lactobacillus coryniformis Lactobacillus fermentum
Lactobacillus ceti Lactobacillus frumenti
Lactobacillus harbinensis Lactobacillus kefiri
Lactobacillus helveticus Lactobacillus kunkeei
Lactobacillus jensenii Lactobacillus paracollinoides
Lactobacillus murinus Lactobacillus parakefiri
Lactobacillus rhamnosus Lactobacillus reuteri
Lactobacillus zeae Lactobacillus vaginalis
Pediococcus acidilactici Leuconostoc mesenteroides
Pediococcus pentosaceus
AN /

Zrodto: opracowanie wiasne na podstawie Gajewska, Blaszczyk (2012), Walczak i in. (2012), John i in. (2007), Wee i in. (2006), Torino i in. (2001)
Source: author’s elaboration on the basis of Gajewska, Btaszczyk (2012), Walczak et al. (2012), John et al. (2007), Wee et al. (2006), Torino et al. (2001).

Rys. 4. Podzial wybranych gatunkéw bakterii fermentacji mlekowej w zaleznosci od typu fermentacji sacharydoéw
Fig. 4. Division of selected species of lactic acid bacteria depending on the type of saccharide fermentation.

dukujace kwas mlekowy w krotkim czasie, wytwarzajace
niewiele produktow ubocznych, a takze silnie opanowu-
jace Srodowisko. Zaleta wykorzystania szczepdéw termo-
filnych, tj. bakterii z rodzajow Streptococcus lub Entero-
coccus, jest podwyzszona temperatura procesu (40-50°C),
co zapobiega rozwojowi niekorzystnej mikroflory mogacej
zakloci¢ przebieg fermentacji mlekowej. Dodatkowo jed-
nym z czynnikéw selekcyjnych przy wyborze odpowied-
nich szczepoéw jest forma produkowanego kwasu mleko-
wego. Poszczegdlne gatunki bakterii fermentacji mleko-
wej syntetyzuja go w trzech formach: prawoskretnej L(+),
lewoskretnej D(-) oraz ich racemicznej mieszaniny DL.
Kwas mlekowy uzyskiwany na drodze syntezy chemicznej
produkowany jest wylacznie w postaci mieszaniny race-
micznej i jest nieprzydatny do wytwarzania taktycznego
polilaktydu (PLA) o odpowiednich wtasciwos$ciach termo-
plastycznych.

Rodzaj syntetyzowanego izomeru optycznego uzalez-
niony jest od stereospecyficznosci dehydrogenaz mlecza-
nowych (LDH) oraz aktywnoS$ci racemazy mleczanowej
(konwertujacej forme L(+) w D(-), lub odwrotnie). Czy-
stos¢ optyczna kwasu mlekowego jest rowniez istotna dla
wlasciwego przebiegu procesu polimeryzacji PLA. Do-

mieszka enancjomeru D(-) podczas syntezy LL-laktydu,
produktu posredniego procesu polimeryzacji, prowadzi
do powstania DL-laktydu, obniza to wydajnos¢ syntezy
polilaktydu, zmniejsza jego zdolno$¢ do krystalizacji, co
wplywa na wlasciwosci fizykochemiczne polimeru (termo-
plastycznos$¢, wytrzymatosé, lepkose). PLA moze wyste-
powa¢ w formie homochiralnych, izotaktycznych polime-
réw L-PLA i D-PLA lub jako heterochiralny, amorficzny
polimer o beztadnym rozktadzie jednostek D i L, co moze
powodowac niepozadane zmiany we wtasciwosciach me-
chanicznych i reologicznych polimeru. Szczepy, ktore po-
siadaja zdolno$¢ biosyntezy kwasu mlekowego w formie
L(+), sa szczegolnie cenne, gdyz istnieje zapotrzebowanie
zwlaszcza na produkty bedace pochodnymi tego izomeru
(Jim Jem i in., 2010; Malinowski, Lubkowski, 2010).
Aktualnie w celu zwigkszenia produkcji czystych
optycznie izomerow kwasu mlekowego badacze skupia-
ja si¢ na ulepszeniu szczepoéw produkcyjnych metodami
inzynierii genetycznej. Oczywistym obszarem budzacym
zainteresowanie naukowcow sa czynniki wplywajace na
metabolizm sacharydow. Gtownym kierunkiem w tych ba-
daniach jest przede wszystkim inaktywacja genéw koduja-
cych specyficzne dehydrogenazy mleczanowe, zwlaszcza
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D-specyficzne. Delecja w obrgbie genu Idhlw wyniku
dwustopniowej homologicznej rekombinacji przeprowa-
dzonej przez Ferain i in. (1994) spowodowata, ze szczep
Lactobacillus plantarum DG 301 stat si¢ producentem wy-
facznie kwasu D-mlekowego.

Kyla-Nikkild i in. (2000) uzyskali natomiast ekspresje
tylko i wylacznie genu Idhl w dwoéch mutantach Lacto-
bacillus helvetius CNRZ32 oznaczonych jako GRL86
i GRL89. Pierwszy z nich otrzymano poprzez delecje re-
gionu promotorowego genu /dhD, w wyniku czego jego
transkrypcja zostata zahamowana, drugi wariant polegatl
za$ na zastgpieniu regionu strukturalnego genu /dhD do-
datkowa kopig fragmentu strukturalnego genu /dhL pocho-
dzaca z tego samego szczepu (ekspresja dehydrogenazy
L-mleczanowej odbywata si¢ pod kontrolg promotora genu
IdhD). W wyniku tych modyfikacji uzyskano zwigkszenie
wydajnosci procesu biosyntezy kwasu L-mlekowego od-
powiednio o0 53 1 93% w pordéwnaniu do szczepu CNRZ32.
Warto rowniez podkresli¢, iz szczep GRL89 produkowat
o okoto 20% wigcej kwasu mlekowego od mutanta GRL86.

Wisrdd bakterii produkujacych kwas mlekowy wymie-
ni¢ nalezy rowniez szczepy Escherichia coli. Mikroorga-
nizmy te charakteryzuja si¢ matymi wymaganiami pokar-
mowymi, a takze zdolno$cig fermentacji zarowno heksoz,
jak i pentoz. Mimo wspomnianych zalet tych drobnoustro-
jow, wydajnos$¢ procesu syntezy LA z ich udzialem jest
zbyt niska, by mozna byto rozpatrywac zastosowanie tych
szczepow do przemystowej produkeji kwasu mlekowego.
Wynika to przede wszystkim z faktu, iz bakterie Esche-
richia coli syntetyzuja mieszaning kwasdéw organicznych,
miedzy innymi kwas D-mlekowy, bursztynowy i mréwko-
wy (Zhou i in., 2003). Ograniczenia te zostaly zreduko-
wane poprzez konstrukcje zmodyfikowanych genetycznie,
homofermentatywnych szczepdéw Escherichia coli. Mikro-
organizmy te wykazywaty zdolno§¢ do syntezy szescio-
krotnie wigkszej ilosci kwasu mlekowego w poréwnaniu
ze szczepem wyjsciowym. Kolejne modyfikacje zapewnity
wzrost poziomu syntezy D-LA do 0,8 g-g! substratu (RR
1), 0,9 g-g! (JP 203), a nastepnie 0,98 g-g! substratu dla
Escherichia coli SZ63. Uzyskany ostatecznie prototro-
ficzny, homofermentatywny szczep SZ63 stal si¢ pierwo-
wzorem kolejnej linii mutantow wykazujacych zdolnos¢
syntezy kwasu L-mlekowego. Wprowadzone modyfikacje
dotyczyly przede wszystkim zastapienia genu kodujacego
dehydrogenazg kwasu D-mlekowego (D-LDH) dehydro-
genazg kwasu L-mlekowego (L-LDH) Pediococcus acidi-
lactici. Obejmowaly one rdwniez mutacje powyzej regio-
nu kodujacego L-LDH, w jego obrebie, a takze mutacje se-
kwencji terminatora genu. Otrzymany na tej drodze szczep
syntetyzowat 45,5 g-I'" kwasu mlekowego, z wydajnoscia
0,95 g-g! substratu i czystoscig optyczna 99,5% (Zhou
iin., 2003).

Kolejnymi mikroorganizmami zdolnymi do syntezy
kwasu mlekowego sa gramdodatnie, tlenowe bakterie Co-
rynebacterium glutamicum, ktérych zaleta jest mozliwo$¢

wzrostu 1 produkcji kwasow organicznych w pozywce mi-
neralnej. Mikroorganizmy te w warunkach ograniczonego
dostepu tlenu syntetyzuja mieszaning kwasow, w tym kwas
L-mlekowy. Opierajaca si¢ na tym zatozeniu technologia
produkcji LA opracowana przez Yukawa i in. (2007) po-
zwolila na uzyskanie wysokiej wydajno$ci syntezy izome-
ru L, aczkolwiek w procesie tym zaobserwowano rowniez
powstawanie kwasu bursztynowego (Okino i in., 2005).
Korzystajac z tego samego systemu skonstruowano sze-
reg mutantow Corynebacterium glutamicum zdolnych do
produkcji kwasu D-mlekowego z glukozy, co osiagnigto
poprzez ekspresje genu IdhD Lactobacillus delbrueckii
u Corynebacterium glutamicum. Wprowadzona modyfika-
cja pozwolita na produkcje 120 g kwasu D-LA o czysto-
$ci optycznej 99,9% w przeliczeniu na litr pozywki pro-
dukcyjnej (Okino i in., 2008). Co wigcej, uzyskano takze
zmodyfikowane szczepy zdolne do wykorzystania ksylozy,
a takze arabinozy w kierunku produkcji kwasu L-mlekowe-
go (odpowiednio ekspresja genow xyl4 oraz xylB E. coli,
ekspresja araA, araBi araD E. coli). Podczas fermentacji
ksylozy stwierdzono ponadto syntez¢ kwasu bursztynowe-
g0, a przy produkcji kwasu mlekowego z arabinozy otrzy-
mano réwnolegle kwas bursztynowy i octowy. Kolejnym
osiggnieciem bylo skonstruowanie szczepu Corynebacte-
rium glutamicum X5C1 zdolnego do produkcji kwasow
organicznych nie tylko z cukréw prostych, ale i ztozonych.
Mikroorganizm ten wykazywat zdolno$¢ do jednoczesne-
go wykorzystania glukozy, ksylozy i celobiozy jako cu-
krow do produkcji kwasow: mlekowego, bursztynowego
i octowego (Sasaki i in., 2008). Wprowadzone modyfika-
cje pozwolity zatem na wykorzystanie bakterii Corynebac-
terium glutamicum do fermentacji réznych zrodet wegla,
W oparciu o proste pozywki mineralne, a uzyskane kwasy
organiczne charakteryzuja si¢ wysokim stopniem czysto-
$ci optycznej. Problemem jest natomiast duza wrazliwos¢
szczepodw Corynebacterium glutamicum na niskie pH $ro-
dowiska, a takze jednoczesna produkcja wspomnianych
juz kwasow organicznych obnizajaca w efekcie wydajnos¢
produkcji LA.

Alternatywa dla produkcji kwasu mlekowego z udzia-
lem przedstawionych gatunkéw bakterii jest wykorzystanie
grzybow strzepkowych z rodzaju Rhizopus. Mikroorgani-
zmy te charakteryzuja si¢ mniejszymi wymaganiami pokar-
mowymi, a takze wigkszg tolerancja na niskie wartosci pH
srodowiska (Huang i in., 2005). Syntetyzuja one wylacznie
izomer L kwasu mlekowego, a ponadto wykazuja aktyw-
no$¢ amylolityczng, co stwarza mozliwos$¢ ich wykorzy-
stania do jednoczesnego scukrzania i fermentacji tanich,
odpadowych surowcoéw skrobiowych znacznie obnizaja-
cych koszty procesu syntezy LA (Yin i in., 1997). Powaz-
nym ograniczeniem zastosowania grzybow strzgpkowych
do przemystowej produkcji kwasu mlekowego jest z kolei
niska wydajnos¢ syntezy, warunkowana powstawaniem
obok LA réwniez innych kwasdéw organicznych, takich jak
kwas fumarowy, bursztynowy czy jabtkowy, oraz etanolu.
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Wydajno$¢ procesu, a zatem ilo$¢ powstajacych produk-
tow ubocznych, zalezy w znacznym stopniu od napowie-
trzania $rodowiska reakcji. W przypadku ograniczonego
dostepu tlenu metabolizm Rhizopus sp. skierowany jest na
produkcje etanolu, podczas gdy w warunkach tlenowych
przy zbyt matej efektywnos$ci napowietrzania powstaja re-
latywnie matle, w poréwnaniu z LA, ilo$ci innych kwasow
organicznych. Istotne jest zatem utrzymanie wlasciwego,
wydajnego napowietrzania oraz mieszania hodowli, ktore
przyczynia si¢ do zredukowania ilo$ci powstajacych pro-
duktow ubocznych (Wee i in., 2006). Waznym aspektem
produkcji LA z udziatem grzybow strzepkowych jest takze
ich morfologia. Wzrost Rhizopus sp. w postaci strzgpek
o roznym stopniu rozgatezienia, rozrzuconych w catej ob-
jetosci pozywki skutkuje zwigkszeniem lepkosci brzeczki
fermentacyjnej, tworzeniem si¢ w fermentorze ukladu he-
terogenicznego, ktdry ogranicza wymiang masy i dyfuzje
tlenu do $rodowiska i komodrek grzybni. Korzystniejszym
uktadem jest zatem wykorzystanie Rhizopus sp. w posta-
ci klgbkoéw (ang. pellets), ktorych zewnetrzng strefe two-
rzg krotkie, rozgatezione strzepki. Nalezy jednak zwrdcié
uwage na fakt, iz zbyt duze rozmiary ,,pellets” moga sta¢
si¢ przyczyng utrudnien, ktore obserwowano w przypadku
wolnych strzepek. Istotna jest zatem kontrola wymiarow
tworzonych klebkéw odbywajaca si¢ poprzez monitoro-
wanie skladu pozywki fermentacyjnej, dodatku jonow
wapnia czy czasu trwania procesu. Mimo nadzoru nad
wymienionymi parametrami procesu, osiggana wydajnos¢
syntezy wynosi ok. 80%. Alternatywa dla wspomnianych
metod jest zastosowanie strzepek immobilizowanych na
no$nikach syntetycznych, takich jak gabka poliuretanowa
(Dong i in., 1996), alginian wapnia (Hamamci, Ryu, 1994)
lub dimetylowany glikol polietylenowy (Tamada i in.,
1992). Zaletg tych uktadow jest mozliwo$¢ kilkakrotnego
zastosowania, a takze redukcja problemu dyfuzji substra-
tow 1 produktéw w §rodowisku reakc;ji.

SUROWCE ODNAWIALNE

Niewatpliwe zalety bakterii fermentacji mlekowej
w produkcji izomeréow kwasu mlekowego spowodowaty,
iz znalazly one zastosowanie w przemystowej syntezie
tych zwigzkéw. Nalezy jednak nadmieni¢, iz mikroor-
ganizmy te posiadajag wysokie wymagania pokarmowe,
wynikajace z braku zdolnos$ci syntezy przez LAB wita-
min z grupy B oraz aminokwaséw. Wymagaja one zatem
wzbogacania pozywki produkcyjnej organicznymi, tatwo
przyswajalnymi zrédtami azotu, witaminami oraz mikro-
elementami (van Niel, Hahn-Hagerdal, 1999; Amrane,
2000). Stosowanie czystych surowcoOw wplywa korzystnie
na jako$¢ syntetyzowanego kwasu mlekowego, aczkol-
wiek jest znacznym obcigzeniem finansowym dla procesu
produkcji (Rohde i in., 2007). Z uwagi na powyzsze, dazy
si¢ do zastgpienia drogich substratow podloza fermenta-
cyjnego, takich jak glukoza czy ekstrakt drozdzowy, ich

tanszymi odpowiednikami. W celu redukcji kosztéw pro-
cesu biosyntezy LA w badaniach wlasnych analizowano
mozliwo$¢ zastapienia ekstraktu drozdzowego kwasnym
hydrolizatem kazeiny. Rownolegle prowadzono fermenta-
cje w podlozu zawierajacym ekstrakt drozdzowy (5 g-17)
oraz w pozywce pozbawionej tego zrodla azotu, a za-
wierajacej wylacznie glukoze (150 g-17), sole mineralne
((NH,),SO,, MgSO,x7H,0, MnSO,xH,0, KH,PO,) i wita-
miny (biotyna, tiamina). Przebieg procesu fermentacji mo-
nitorowano oznaczajac stezenie glukozy oraz kwasu mle-
kowego. Najwicksze ilogci kwasu mlekowego (150,5 g-1)
uzyskano w pozywce zawierajacej glukoze, ekstrakt droz-
dzowy i sole mineralne, podczas gdy w uktadzie, w ktorym
ekstrakt drozdzowy zostal zastapiony kwasnym hydroliza-
tem kazeiny, otrzymano jedynie 36 g-1"' kwasu mlekowe-
go. Najmniejsze ilosci LA (19,1 g-1") uzyskano natomiast
w pozywce bez dodatku ekstraktu drozdzowego. Badania
wlasne wykazaty zatem, iz ekstrakt drozdzowy jest sktad-
nikiem umozliwiajacym uzyskanie wysokiej wydajnosci
syntezy kwasu mlekowego. Zastapienie ekstraktu droz-
dzowego tanszym hydrolizatem kazeiny nie pozwolilo na
redukcje kosztow procesu biosyntezy LA, z uwagi na niska
wydajnos¢ produkceji kwasu.

Nowoczesne podejécie do zagadnienia biotechnolo-
gicznej produkcji kwasu mlekowego zaktada zastosowanie
produktow odpadowych generowanych przez rézne gate-
zie przemystu, gldwnie spozywczego, jak réwniez pro-
duktow rolnych. Stosowane w tym celu surowce powinny
by¢ przede wszystkim tanie, tatwo dostgpne oraz powinny
charakteryzowa¢ si¢ niskim stopniem zanieczyszczenia.
Wazne jest rowniez, aby pozwalaly one na szybka i wydaj-
ng produkcj¢ kwasu, by nie generowaty produktow ubocz-
nych, a takze aby ich przygotowanie do procesu fermenta-
cji, a zatem hydroliza zawartych w nich ztozonych zrédet
wegla, nie generowalo zbyt wysokich kosztéw (VickRoy,
1985). Opracowanych zostato kilka technologii pozwala-
jacych na wykorzystanie w tym celu produktow skrobio-
wych, celulozowych, serwatki oraz melasy. Ziemniaki oraz
melasa obok zrodet wegla zawierajg biatka, mikroelemen-
ty oraz witaminy, moga zatem stanowi¢ kompleksowy do-
datek do podtoza fermentacyjnego nie wymagajacy innych
czynnikdw wzrostu. Surowce o ubozszym sktadzie sa nato-
miast uzupelniane w podstawowe substancje stymulujace
wzrost, gtéwnie ekstrakt drozdzowy, ktérego koszty, po-
dobnie jak ceny surowcéw sacharydowych, moga znacznie
wptyna¢ na ekonomike procesu syntezy LA. Alternatywa
dla tego substratu, analizowang przez Oh i in. (2005), byt
namok kukurydziany, ktorego 85% zasobow azotowych
stanowig biatka, peptydy oraz aminokwasy. Uzycie go do
fermentacji, przy zredukowanej ilosci ekstraktu drozdzo-
wego (1,5 g'I'), pozwolito na wzrost produkcji kwasu mle-
kowego o ok. 106% w stosunku do pozywki pozbawionej
tego sktadnika. Obiecujagcym rozwigzaniem jest ponadto
uzupelnianie pozywki produkcyjnej otrebami ryzowymi
oraz pszennymi, ktore nie wymagaja stosowania dodatko-
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wych form azotu, a pozwalaja na osiagnigcie wydajnosci
procesu syntezy na poziomie 129 g-1", co odpowiada szyb-
kosci produkceji 3 g-1"'-h!' (Yun i in., 2004).

Surowce skrobiowe

Skrobia jest jednym z najczesciej stosowanych surow-
cow naturalnych wykorzystywanych w produkcji kwasu
mlekowego, co wigze si¢ z jej niskg ceng oraz duza do-
stepno$cig. Jest ona pozyskiwana glownie z biomasy ro-
$linnej oraz produktow odpadowych (Hofvendahl, Hahn-
-Hégerdal, 1997). Stosowane w badaniach materialy skro-
biowe to przede wszystkim ziemniaki, pszenica, jeczmien,
kukurydza, ryz, zyto czy kassawa. Surowce te poddawane
sa wstepnej obrobce majacej na celu hydrolize zawartej
w nich skrobi do cukréw prostych (Oh i in., 2005). Tra-
dycyjne metody produkcji kwasu mlekowego z tego typu
produktow mialy kilka etapéw. Wstepnie uptynniano skro-
bi¢ na drodze hydrolizy termicznej (90-130°C, 15 min),
po czym nastepowat etap scukrzania prowadzony droga
enzymatyczng, z udziatem odpowiednich preparatow amy-
lolitycznych. Otrzymane w ten sposéb cukry proste podda-
wano ostatecznie fermentacji mlekowej. Alternatywa dla
metody klasycznej jest technika okreslana jako SSF (ang.
simultaneous saccharification and fermentation), ktora nie
wymaga wczesniejszego rozktadu skrobi do glukozy, gdyz
jest ona hydrolizowana przez glukoamylazy w trakcie pro-
cesu fermentacji (Tsao i in., 1999). Istotng zaleta SSF jest
zatem obnizenie inhibicji syntezy kwasu mlekowego po-
przez nagromadzenie w §rodowisku reakcji cukrow pro-
stych, co wplywa ostatecznie korzystnie na szybkos¢ pro-
cesu biosyntezy (Huang i in., 2005). Metoda ta pozwala na
osiagnigcie wydajnosci syntezy LA na poziomie 162 g-1!
z 170 g-1"! surowca skrobiowego, co potwierdzaja badania
prowadzone przez Linko i Javanainen (1996). Proces ten
moze przebiega¢ z udziatem bakterii fermentacji mleko-
wej, wowczas do §rodowiska rekcji wprowadzone zosta-
ja enzymy amylolityczne syntetyzowane np. z udzialem
grzybow strzepkowych. Mozliwa jest ponadto fermentacja
stosujaca wylacznie grzyby strzepkowe jako organizmy
umozliwiajace jednoczesng hydrolize surowcow skrobio-
wych i synteze¢ LA (Huang i in., 2003). Analogicznym
rozwigzaniem jest zastosowanie hodowli mieszanych
amylolitycznych grzybow strzepkowych i bakterii mleko-
wych. Przykladem jest fermentacja mlekowa prowadzona
z udziatem koimmobilizowanych wzglednie beztlenowych
bakterii Lactococcus lactis i tlenowych grzybow strzep-
kowych Aspergillus awamori. W tym ukladzie strzgpki
Aspergillus awamori zlokalizowane sa w powierzchnio-
wych warstwach no$nika syntetycznego, podczas gdy
bakterie immobilizowane sa wewnatrz matrycy. Enzymy
syntetyzowane przez Aspergillus awamori umozliwia-
ja hydroliz¢ skrobi ziemniaczanej do glukozy, ktora jest
fermentowana do kwasu mlekowego z udzialem Lacto-
coccus lactis. Dzigki jednoczesnemu wykorzystaniu glu-

kozy przez wspolpracujace ze sobg mikroorganizmy, nie
ma mozliwosci jej akumulacji, co z kolei pozwala unikna¢
represji katabolicznej prowadzacej do inhibicji hydrolizy
skrobi. Mimo wielu ograniczen zwigzanych z zrdéznico-
wanymi wymaganiami wzrostowymi mikroorganizmow,
biosynteza prowadzona w takim uktadzie pozwolita uzy-
ska¢ 0,66 g kwasu mlekowego z 1 g substratu. Ciekawym
rozwigzaniem jest zastosowanie do produkcji kwasu mle-
kowego $rodowiskowych, a takze modyfikowanych gene-
tycznie bakterii fermentacji mlekowej charakteryzujacych
si¢ zdolnoscig syntezy enzymow amylolitycznych (ALAB,
ang. Amylolytic Lactic Acid Bacteria) (Guyot i in., 2000;
Vishnu i in., 2002; Narita i in., 2004). Izolaty srodowisko-
we pozwalaja na fermentacje polisacharydéw bezposrednio
do kwasu mlekowego, jednakze osiagane z ich udziatem
wydajnosci procesu biosyntezy sa stosunkowo niskie, co
ogranicza mozliwosci aplikacyjne tych szczepoéw. Przykta-
dem moze by¢ szczep Lactobacillus manihotivorans LMG
18010, ktoéry syntetyzuje kwas L-mlekowy z wydajnoscia
0,67 g'g?! cukru, czy Lactobacillus plantarum A6, ktory
mimo znacznie wyzszej wydajnosci procesu (0,84 g-g!
cukru) pozwala na produkcje mieszaniny kwaséw L(+)-
i D(-)-mlekowego (Guyot i in., 2000). Inaczej przedsta-
wia si¢ sytuacja w przypadku szczepu Streptococcus bo-
vis 148, ktory syntetyzuje kwas L-mlekowy o wysokim
stopniu czystosci optycznej siggajacym 95,6% przy po-
ziomie syntezy zblizonym do Lactobacillus plantarum A6
(0,88 g-g! cukru) (Narita i in., 2004). Poszukiwanie, a na-
stepnie ,,screening” ALAB w kierunku wydajnej produk-
cji kwasu mlekowego jest jednak procesem dtugotrwalym
i wymagajacym duzych nakladéw finansowych. Czynni-
ki te staty si¢ zatem bodzcem modyfikacji genetycznych
bakterii fermentacji mlekowej, ktore wykazywatyby zdol-
no$¢ syntezy amylaz. Prowadzone w tym kierunku badania
pozwolily na konstrukcje szczepu Lactococcus lactis 1L
1403/pCUS0A, zdolnego do sekrecji a-amylazy Strepto-
coccus bovis 148 (AmyA) (Okano i in., 2007), ktoéry za-
pewnia pozyskanie LA o czystosci optycznej rzedu 99,2%
i wydajnosci 0,89 g-g! cukru, co stwarza perspektywy dla
kolejnych badan w tym zakresie.

Podstawowym surowcem skrobiowym stosowanym do
produkcji kwasu mlekowego sg ziemniaki zar6wno w po-
staci skrobi (Panda, Ray, 2008; Yen, Lee, 2010), jak i soku
ziemniaczanego (Huang i in., 2005; Zhang i in., 2007). Su-
rowiec ten oprocz wody, ktora jest jego gtownym skladni-
kiem (800 g-kg'), zawiera weglowodany (170 g), biatka
(20 g), thuszcze (1 g), a takze witaminy, mineraty oraz me-
tale §ladowe (9 g). W porownaniu z innymi produktami, ta-
kimi jak skorki owocow cytrusowych, buraki cukrowe czy
ekstrakt z otrgbow pszennych, ziemniaki zawieraja wszyst-
kie niezbedne sktadniki odzywcze zapewniajace rozwoj
mikroorganizmow, gléwnie grzybow strzepkowych, ktod-
re wykazuja mniejsze wymagania pokarmowe niz bak-
terie (Tsao i in., 1999). Pozostate produkty skrobiowe sa
w wigkszosci suplementowane odpowiednimi zrédlami
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azotu, wegla czy innych pierwiastkow. Badania realizowa-
ne przez Huang i in. (2003), w ktérych prowadzono jed-
noczesne uptynnianie i fermentacje skrobi ziemniaczanej
z udziatem Rhizopus arrhizus DAR 36017, wykazaty
niemal calkowite scukrzenie skrobi, natomiast szacowa-
na wydajnos$¢ biosyntezy wynosita 21 g-I"\. Zastosowane
przez grupe badawcza podtoze produkcyjne zawierato wy-
Iacznie sok ziemniaczany oraz weglan wapnia jako czyn-
nik stabilizujacy pH podtoza. Podobne rezultaty odnoto-
wano w przypadku fermentacji skrobi ziemniaczanej przez
Rhizopus oryzae NRRL 395 (Liu i in., 2005), a takze przez
Lactobacillus casei EMCC11093 (Afifi, 2011). Kolejne
badania nad syntezg kwasu mlekowego z udziatem bakte-
rii Lactobacillus casei MTCC 1423 (Palaniraj, Nagarajan,
2012) wykazaty natomiast wzrost wydajnosci syntezy LA
w podtozu hodowlanym zawierajacym ekstrakt drozdzo-
wy. Z uwagi na wysokie koszty tego dodatku zastepuje
si¢ go tanszymi naturalnymi odpowiednikami, takimi jak
namok kukurydziany, ktérego wplyw na produkcj¢ kwa-
su mlekowego badano z udziatem bakterii Lactobacillus
delbrueckii subsp. lactis ATCC 12315 osiagajac przy tym
synteze kwasu na poziomie 93 g-1-1.

Kolejnym surowcem skrobiowym stosowanym do
produkcji kwasu mlekowego jest pszenica. Podobnie jak
ziemniak charakteryzuje si¢ wysoka zawartoscig bialek
(11%), thuszczy (1,9%), soli mineralnych (1,7%), blonnika
(1,9%) 1 oczywiscie weglowodandw (70%). Frakcje bial-
kowa tworzy tutaj gluten, ktory w tej formie nie moze by¢
wykorzystany przez mikroorganizmy syntetyzujace kwas
mlekowy. Podloze zawierajace hydrolizowang make psze-
niczng wzbogaca si¢ wigc latwo przyswajalnymi zrodtami
azotu, ekstraktem drozdzowym, namokiem kukurydzia-
nym lub autolizatem drozdzowym. Poziom zuzycia zarow-
no ekstraktu, jak i namoku jest jednak stosunkowo wysoki
i rzutuje na koszty syntezy kwasu, dlatego tez zapropono-
wano zastosowanie glutenu jako zrédta peptydéw. Prote-
oliza glutenu moze poprzedzac¢ proces hydrolizy skrobi lub
odbywac si¢ rownolegle z procesem rozktadu polisachary-
dow. Wzbogacanie podtoza hodowlanego peptydami, kto-
rych zrodtem jest gluten, umozliwia zmniejszenie dawki
ekstraktu drozdzowego z 20 g-1"! do 1 g'1'!, a ponadto za-
pewnia zwigkszenie wydajnosci procesu syntezy LA z 1,86
na 2,31 g-I''*h! (Hetenyi i in., 2008). Mikroorganizmami
stosowanymi do produkcji kwasu mlekowego z maki czy
otrebow pszennych sa przede wszystkim bakterie mleko-
we, takie jak Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,
Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii, a takze Lacto-
coccus lactis. Hodowle tych mikroorganizmoéw prowadzo-
no w podtozu zawierajagcym hydrolizowang make pszen-
ng z dodatkiem lub bez dodatku ekstraktu drozdzowego.
Stwierdzono, iz we wszystkich przypadkach, z wyjatkiem
szczepu Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 19435,
wprowadzenie do podtoza ekstraktu skutkowato wzrostem
wydajnosci syntezy LA o 8 do 12 g-I"'. Wérdd badanych
szczepow Lactococcus lactis stwierdzono porownywalny

poziom syntezy kwasu rz¢du 95-96 g-1"! oraz odpowiednio
106-107 g'I'' w pozywce z ekstraktem drozdzowym. Na
rysunku 5 przedstawiono réwniez inne surowce skrobiowe
stosowane do produkcji kwasu mlekowego.

Surowce celulozowe i hemicelulozowe

Biomasa ro$linna bedaca produktem odpadowym ge-
nerowanym przez rolnictwo czy lesnictwo jest bogatym
zrédlem weglowodandw, takich jak celuloza, hemicelulo-
za oraz pektyny, o roznym stopniu polimeryzacji, zawiera
ona ponadto polimery zwane ligninami niebedace cukrami
(Doran-Peterson i in., 2008). Podczas gdy celuloza jest li-
niowym polimerem zbudowanym wylacznie z czasteczek
glukozy potaczonych wigzaniami f-1,4-glikozydowymi,
hemicelulozy tworzg rozgal¢zione tancuchy zawierajace
rowniez reszty innych cukrow prostych, takich jak ksylo-
za, mannoza i galaktoza. Pektyny, zwane rowniez poliuro-
nidami, sktadajg si¢ z reszt kwasu galakturonowego two-
rzacych liniowe tancuchy (homogalakturonian) lub dime-
row ramnozy i tego kwasu w uktadzie rozgalezionym za-
wierajagcym w tancuchach bocznych arabiniany i galaktany
(Rose i in., 2000). Hydroliza tych polimerdéw jest zatem
procesem znacznie bardziej skomplikowanym niz czaste-
czek skrobi. Wymaga ona rozdrobnienia mechanicznego
materialu umozliwiajacego rozerwanie widkien polimero-
wych, co utatwia dostep enzymow hydrolitycznych.

Nastepnie stosuje si¢ jednoczesng obrobke termiczng
i chemiczng zapewniajaca usunigcie lignin (Claassen i in.,
1999). Opracowano dotad kilka technologii z zastosowa-
niem odpadowej biomasy roslinnej, takiej jak stoma ryzo-
wa (Qi, Yao, 2007), kukurydziana (Cui i in., 2011), wtdkna
lucerny (Sreenath i in., 2011), a takze makulatury (Yanez
iin., 2005) czy hydrolizatéw drewna (Park i in., 2004) do
produkcji kwasu mlekowego. Mikroorganizmami bioracy-
mi udzial w procesie fermentacji byty bakterie mlekowe
Lactobacillus casei (Qi, Yao, 2007), Lactobacillus rham-
nosus (Schmidt, Padukone, 1997) oraz Lactobacillus del-
brueckii (Chen, Lee, 1997), w tym szczepy uzyskane na
drodze inzynierii genetycznej (Adsul i in., 2007) zdolne
do rozktadu celobiozy. Zaproponowano takze hodowle
mieszane prowadzone z udzialem Lactobacillus rham-
nosus 1 Lactobacillus brevis. Oprocz bakterii mlekowych
do syntezy kwasu mlekowego z surowcow celulozowych
stosuje si¢ takze bakterie Bacillus coagulans (Payot i in.,
1999; Maas i in., 2008) czy Enterococcus feacalis (Wee
iin., 2000), a takze grzyby strzgpkowe Trichoderma reesei
(Hofvendahl, Hahn-Hégerdal, 2000). Nalezy zauwazy¢, iz
fermentacja hydrolizatow ligninocelulozowych moze ule-
ga¢ inhibicji z uwagi na obecno$¢ w srodowisku reakcji
zwigzkow takich jak furfural, 5-hydroksymetylo-furfu-
ral czy kwas octowy, ktore powstajg na etapie wstepnego
przetwarzania surowca (Palmqvist, Hahn-Hégerdal, 2000).
Zapobiegajac tym zjawiskom poddaje si¢ wspomniane su-
rowce detoksyfikacji (Palmqvist, Hahn-Hagerdal, 2000),
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Rys. 5. Surowce odnawialne wykorzystywane do produkcji kwasu mlekowego

Fig. 5. Raw materials used for lactic acid production.

aczkolwiek znane sa réwniez prace, w ktorych adaptuje
si¢ LAB do warunkéw podloza hodowlanego (Wee i in.,
2004).

Przemystowe produkty odpadowe

Bogatym zrédlem wegla organicznego sa melasa, be-
daca produktem ubocznym w produkcji cukru, oraz perme-
at serwatki generowany przez przemyst mleczarski. Mela-
sa obok wysokiej zawartosci cukrow (33-50%), gtéwnie
sacharozy, rafinozy oraz cukru inwertowanego, zawiera
zwiagzki azotu (0,2-2,8%), witaminy (ryboflawing, piry-
doksyne, tiaming, kwas pantotenowy), a takze pierwiastki
sladowe (Hofvendahl, Hahn-Hagerdal, 2000). Najcze¢sciej
do produkcji kwasu mlekowego z wykorzystaniem me-
lasy stosuje si¢ szczepy Lactobacillus bulgaricus, w tym
szczepy modyfikowane genetycznie. Prowadzone badania
wykazaly, iz synteza LA prowadzona przez zmutowany
szczep Lactobacillus bulgaricus Uc-3 pozwolita na pro-
dukcje 166 g1 kwasu z 190 g1 cukru z wydajnoscia
4,15 g-I'"-h'!. Zastosowanie melasy zawierajacej zwigzki

azotu i witaminy pozwolilo réwniez na redukcje ilosci uzy-
tego do produkcji ekstraktu drozdzowego (Dumbrepatil
iin., 2008). Stwierdzono iz szczep Uc-3 otrzymany na dro-
dze mutagenezy w ciagu 24 h produkowat 4,5 razy wigcej
LA niz wyjs$ciowy szczep Lactobacillus bulgaricus NCIM
2365. Co wigcej, Lactobacillus bulgaricus Uc-3 wykazu-
jacy aktywnos$¢ enzymow hydrolizujacych celobioze i ce-
lotrioz¢ zostat takze wykorzystany do catkowitej fermen-
tacji materiatu celulozowego z wydajnos$cia syntezy kwasu
mlekowego wynoszacg 80% (Adsul i in., 2007). Fermen-
tacja melasy do kwasu mlekowego moze odbywac sig¢ tak-
ze z udzialem szczepow Enterococcus faecalis (Wee 1 in.,
2004) czy zmutowanych szczepow E. coli syntetyzujacych
kwas w formie stereoizomeru D (Shukla i in., 2004).
Serwatka, analogicznie do melasy, obok zrodta wegla,
jakim jest laktoza, zawiera bialka, a takze sole mineralne
i thuszcze. Catkowite wykorzystanie laktozy mozliwe jest
w przypadku suplementowania pozywki hodowlanej do-
datkowymi zrodtami azotu. Opracowane zostaty technolo-
gie stosujace jako dodatki do medium produkcyjnego eks-
trakt drozdzowy, pepton, mleko w proszku, a takze namok
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kukurydziany i make sojowa. Mikroorganizmami stosowa-
nymi do produkcji LA z serwatki sg szczepy Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus helveticus,
a takze Lactobacillus casei, Lactococcus lactis oraz Strep-
tococcus thermophilus (Hofvendahl, Hahn-Hégerdal, 2000).

WYZWANIA I PERSPEKTYWY

Kwas mlekowy jest kwasem organicznym produkowa-
nym w skali przemystowej przede wszystkim z udzialem
mikroorganizmow. Ze wzgledu na swoje wlasciwosci oraz
szeroka game¢ zastosowan (przemyst spozywczy, farma-
ceutyczny, kosmetyczny, chemiczny) stanowi obiekt inten-
sywnych badan wielu naukowcéw. Do dnia dzisiejszego
podjeto liczne préby usprawnienia procesu fermentacji
sacharydéw do kwasu mlekowego. Koncentrowano si¢
na poprawie wydajnos$ci i obnizeniu kosztow procesu bio-
technologicznego otrzymywania kwasu mlekowego. Pod-
stawowym zagadnieniem jest dobor odpowiednich szcze-
pow produkcyjnych oraz ich ulepszanie np. poprzez mo-
dyfikacje genetyczne. Kolejnym aspektem jest stosowanie
do produkcji kwasu mlekowego tanich, odnawialnych, po-
wszechnie dostepnych surowcow, przy niskim koszcie ich
przerobu. Rownie istotne jest wyodrebnianie i oczyszcza-
nie kwasu mlekowego dopasowujace go do potrzeb réz-
nych galezi przemystu, w ktérych jest on wykorzystywany.

Obnizenie kosztéw wytwarzania kwasu mlekowego
jest wazne w aspekcie wzrastajacego zapotrzebowania na
biodegradowalne tworzywa sztuczne, szczeg6lnie polilak-
tyd (PLA), nazywany materiatem XXI wieku. PLA jest
okre§lany mianem podwojnie zielonego, gdyz nie tylko
ulega biodegradacji, ale rowniez jest otrzymywany z su-
rowcoOw odnawialnych. Szacuje si¢, ze koszt komposto-
wania odpadéw z polimeréw biodegradowalnych jest sze-
$ciokrotnie nizszy od recyklingu odpadoéw z klasycznych
tworzyw sztucznych (Jim Jem i in., 2010). Oprécz zasto-
sowan medycznych, PLA jest wykorzystywany w produk-
cji rolno-spozywczej do wytwarzania biodegradowalnych
folii ogrodowych, agrowtoknin, doniczek rozkladaja-
cych si¢ po wysadzeniu z roslinami do gruntu, opakowan
i przedmiotow jednokrotnego uzytku (toreb na zakupy,
workow na $mieci, butelek do napojow, opakowan produk-
tow mleczarskich, sztu¢cow i naczyn) oraz produkcji ma-
tryc do kontrolowanego uwalniania nawozoéw, pestycydow
i herbicydow. Stad tez przysztos¢ biotechnologicznego
otrzymywania kwasu mlekowego taczy si¢ nierozerwalnie
z tym kierunkiem rozwoju badan.

PODSUMOWANIE

Synteza chemiczna kwasu mlekowego ustapita miej-
sca fermentacji biotechnologicznej. Znaczacy wplyw na
ten fakt mialy zmniejszajace si¢ zasoby surowcoéw petro-
chemicznych, czysto$¢ optyczna kwasu warunkujaca jego
pozniejsze wykorzystanie oraz mozliwos¢ zagospodarowa-

nia surowcoOw odnawialnych jako substratow do produk-
cji stereoizomeréw kwasu mlekowego. W chwili obecnej
wyzwanie stanowi opracowanie ekonomicznej technologii
biosyntezy czystego optycznie monomeru LA, gdyz jego
koszty wptywaja znaczaco na ceng wytwarzanych polime-
row. Wiele gatunkow mikroorganizméw jest zdolnych do
produkcji kwasu mlekowego, jednakze nalezy podkreslic,
ze jego ilos¢ 1 jako$¢ zalezy od zrodla wegla, warunkow
hodowli i metabolizmu drobnoustrojow. Zastosowanie
metody biotechnologicznej produkcji kwasu mlekowego
ze zrddel odnawialnych ma niewatpliwie wiele zalet, jed-
nakze jest jeszcze szereg probleméw do pokonania, aby
mogta si¢ ona odbywa¢ na masowa skale i byla oplacal-
na ekonomicznie. Aby uzyskiwa¢ konkurencyjny produkt
o najlepszych wlasciwosciach, proces jego produkcji musi
by¢ nieustannie udoskonalany.
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BIOSYNTHESIS OF LACTIC ACID FROM RENEWABLE
SOURCES

Summary

This paper presents an overview on biotechnological method
of lactic acid production from renewable sources (mainly plant
biomass). This article presents a wide spectrum of microorgan-
isms synthesizing lactic acid (lactic acid bacteria, Bacillus sp.,
Escherichia coli, filamentous fungi), including microorganisms
obtained by genetic modifications. Furthermore, substrates such
as starch, cellulose, hemicellulose and industrial waste (molas-
ses, whey) used for the production of lactic acid, have been de-
scribed. Economics factors related with the lactic acid biosynthe-
sis process and the quality and quantity of the product obtained
in specific culture conditions, have been presented. Authors have
focused on methods leading to improvement of production pro-
cess: strains and supplements added to culture media in order to
increase the process efficiency and purity of lactic acid. Perspec-
tives of lactic acid applications, in particular for the production of
biodegradable polylactide, also have been shown.

key words: lactic acid, PLA, lactic acid bacteria, renewable
sources



