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Streszczenie: Celem badan byta ocena uzdolnien szczepow nalezacych do rodzaju Rhizopus,
pochodzacych z kolekcji zagranicznych oraz izolatow ze srodowisk naturalnych wojewddz-
twa lubelskiego, do biosyntezy kwasu fumarowego z glicerolu jako jedynego zrodla wegla.
Badania te sg pierwszym skriningiem przeprowadzonym na tak licznej i zréznicowanej grupie
obiektow. Postuzyly one do wyodrebnienia tych szczepow grzyboéw Rhizopus, ktore znajda
zastosowanie w produkcji kwasu fumarowego w podlozach zawierajacych glicerol odpado-
wy. Ich zdolno$¢ do utylizacji glicerolu zostata przetestowana w r6znych warunkach tempe-
ratury i pH podtoza. Umieszczone w artykule wstepne badania wykazaly, iz badane szczepy
roéznig si¢ optymalng temperatura wzrostu. Szczepy pozyskane z zagranicznych kolekcji
drobnoustrojéw wykazywaly najszybszy wzrost w zakresie wartosci temperatur 35-38°C,
podczas gdy zdecydowana wigkszo$¢ izolatow charakteryzowata si¢ najszybszym wzrostem
w przedziale 25-30°C. Optymalne pH w fazie wzrostu grzybni dla zdecydowanej wigckszosci
szczepow miescilo si¢ w zakresie wartosci pH 4,0-5,0. Obecnos¢ glicerolu i glukozy w pod-
tozu hodowlanym sprzyjata szybszemu wzrostowi grzybni wigkszosci szczepéw z rodzaju
Rhizopus w porébwnaniu z szybko$cig wzrostu na pojedynczych zrodtach wegla. Zdecydowa-
na wigkszo$¢ szczepow byta zdolna do syntezy kwasu fumarowego, gdy jedynym zrodtem
wegla byt glicerol, jednak po 7-dniowej hodowli stopien wykorzystania glicerolu byt stosun-
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kowo niski, a stezenie kwasu fumarowego wynosito co najwyzej kilka graméw w 1L filtratu
pohodowlanego.

Stowa kluczowe: Rhizopus, kwas fumarowy, glicerol, temperatura optymalna, pH optymalne.

Summary: The paper deals with the Rhizopus strains selection based on their ability to produce
fumaric acid on glycerol-containing medium. Preliminary studies demonstrated significant
differences in optimal growth temperature for two groups of fungi. Strains from foreign
collections showed the fastest growth in the temperature range of 35 — 38°C, while the vast
majority of environmental isolates have grown faster in the lower temperature scope, from
28 to 30°C. The presence of glycerol and glucose in the culture medium was conducive to the
faster growth of the mycelium of most tested strains of the genus Rhizopus in comparison to the
rate of growth in media containing each of these carbon sources separately. Most of the strains
were able to produce fumaric acid in medium containing glycerol as a sole carbon source,
however, the utilization of this substrate after 7-day shaking flasks culture was quite low and
the concentration of produced fumaric acid was at most few grams per liter of filtered broth.

Keywords: Rhizopus sp., fumaric acid, glycerol, optimal temperature, optimal pH.

1. Wstep

Kwas fumarowy jest naturalnie wystepujagcym kwasem organicznym, stanowigcym
jeden z kluczowych kwasow cyklu Krebsa. Znajduje zastosowanie w produkcji zyw-
nosci i napojow, jako dodatek do pasz, w przemysle papierniczym, w produkcji nie-
nasyconych poliestrow, w farmacji i innych galeziach przemystu [Roa Engel i in.
2008]. Do lat 40. XX wieku kwas fumarowy produkowany byt metoda fermentacyj-
ng z wykorzystaniem grzybow nitkowych z rodzaju Rhizopus. W kolejnych dziesig-
cioleciach kwas fumarowy zaczeto produkowac na drodze syntezy chemicznej, wy-
korzystujac do tego proces utleniania benzenu, a nastgpnie n-butanu. Wzrost cen
ropy naftowej, postep w rdznych obszarach biotechnologii i bioinzynierii sprawity,
iz ponownie zainteresowano si¢ opracowaniem nowoczesnej technologii kwasu fu-
marowego wytwarzanego przez drobnoustroje.

Podejmowane sg proby modyfikacji genetycznej szczepdw Rhizopus oryzae, natu-
ralnych producentoéw kwasu fumarowego, ale takze drozdzy Saccharomyces
cerevisiae 1 innych drobnoustrojow, w celu nadprodukcji tegoz kwasu [Zhang, Yang
2012]. Ponadto uwagi badaczy koncentruja si¢ na optymalizacji procesu produkcyjne-
go, doborze odpowiednich sktadnikow do podtoza w celu obnizenia kosztow produkcji.

Glicerol wraz z rozwojem produkcji biodiesla stat si¢ tanim, stosunkowo tatwo
dostepnym zrodlem wegla dla procesow biotechnologicznych. Nalezy réowniez
zwrdci¢ uwage, iz cze$¢ zwiazkow chemicznych moze by¢ wytwarzana na drodze
fermentacji z wyzszg wydajnoscia, gdy zrédlem wegla w podtozu jest wlasnie glice-
rol, niz gdy do biosyntezy wykorzystuje si¢ inne, popularnie stosowane sacharydy.
Wynika to z faktu, iz $redni stopien redukcji atomoéw wegla w glicerolu jest wyzszy
niz sacharydow, takich jak glukoza czy ksyloza.
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Glicerol jest z powodzeniem wykorzystywany do wytwarzania takich produk-
tow biotechnologicznych, jak: 1,3-propandiol, erytrytol, kwas cytrynowy i in. [Al-
meida i in. 2012]. Natomiast istnieje zaledwie kilka doniesien o probach wykorzy-
stania glicerolu do produkcji kwasu fumarowego [Zhou i in. 2014].

Celem badan byta wstgpna ocena mozliwosci wytwarzania kwasu fumarowego
z glicerolu z wykorzystaniem szczepow grzyboéw z rodzaju Rhizopus sprowadzo-
nych ze znanych zagranicznych kolekcji drobnoustrojow oraz pozyskanych w ra-
mach badan wtasnych ze srodowisk naturalnych wojewddztwa lubelskiego.

2. Materialy i metody badan
2.1. Mikroorganizmy

Szczepy grzybow z rodzaju Rhizopus pochodzily z nast¢pujacych kolekcji mikroor-
ganizmow: DSMZ (German Collection of Microorganisms and Cell Collection),
NRRL (4gricultural Research Service Culture Collection), NBRC (Biological Reso-
urce Center Culture Collection), Kolekceji Kultur Drobnoustrojéw Przemystowych
IBPRS w Warszawie oraz Kolekcji Kultur Drobnoustrojow Katedry Biotechnologii,
Zywienia Cztowieka i Towaroznawstwa Zywno$ci Uniwersytetu Przyrodniczego
w Lublinie (tab. 1).

2.2. Podloza hodowlane

Do okreslania dynamiki wzrostu grzybdw z rodzaju Rhizopus w réznych temperatu-
rach stosowano nastgpujgce skladniki: 2g KH,PO,; 0,5¢ MgSOx7H.,0; 1,4g
(NH,),SO,; 0,3g CaCl,; 1g ekstraktu drozdzowego; 1 ml Tween 80; 100g glicerolu;
0,5ml roztworu mikroelementow (5 g/dm*FeSO,x 7 H,0; 1,96 g/dm’ MnSO, x H,O;
1,66 g/dm’ ZnSO,); 0,1¢g zieleni bromokrezolowej; 15g agaru; 7,5g CaCO, i uzupet-
niano woda destylowana do 1L. pH podtoza wynosito 5,6.

W drugiej czg$ci badan zastosowano standardowe podtoze PDA (Difco) z dodat-
kiem nastepujacych zrodet wegla: glukozy cz.d.a. 40g/L, glicerolu cz.d.a. 40g/L,
glicerolu technicznego z rafinerii w Trzebini 40g/L oraz mieszaniny glukozy cz.d.a.
40 g/L z glicerolem cz.d.a. 20g/L. Podczas badania wptywu wartosci pH podioza
na dynamike wzrostu grzybdéw konieczne bylo wyeliminowanie weglanu wapnia
z wspomnianej pozywki. Badane wartos$ci pH wynosity 3,0; 4,01 5,0.

2.3. Przygotowywanie zawiesiny zarodnikow

Hodowle grzybow Rhizopus prowadzono na podiozu statym PDA (Difco) w temp.
30°C przez 5-7 dni, a nastepnie przechowywano w temp. 4°C.

Skosy z zarodnikujaca grzybnig zalewano sterylng woda z dodatkiem 0,1%
Tween 80, wytrzasano recznie celem uzyskania zawiesiny zarodnikoéw. Liczbe za-
rodnikow w 1 ml okreslano za pomocg bezposredniej metody liczenia w komorze
Thoma [Libudzisz, Kowal, Zakowska (red.) 2007].
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2.4. Okreslenie dynamiki wzrostu wybranych szczepow/izolatow
grzyba z rodzaju Rhizopus w ré6znych temperaturach

Badania przeprowadzono z wykorzystaniem 69 izolatéw grzybow z rodzaju Rhizo-
pus. Dokonano oceny dynamiki wzrostu poszczegdlnych szczepdw/izolatow w roz-
nych temperaturach.

Stezenie zawiesiny zarodnikow, uzyskanej z hodowli wybranych szczepow/izo-
latow Rhizopus spp., ustalano na poziomie 10°spor/ml (procedura opisana w punk-
cie 2.3). Nastgpnie pobierano 10 pl okreslonej zawiesiny i nanoszono na centralng
czes¢ plytki z podlozem selektywnym. Zaszczepione ptytki Petriego inkubowano
w cieplarce w temperaturach: 25°C, 27°C, 30°C, 32°C, 35°C, 37°C, 39°C, 41°C
143°C. Dla kazdego uktadu izolat: temperatura wykonano po trzy powtorzenia.

Po uptywie 14 godzin dokonano pierwszego pomiaru stref wzrostu poszczego6l-
nych szczepow/izolatow. Kolejnych pomiaréw dokonywano w 2-, 3-godzinnych od-
stepach czasowych.

Na podstawie uzyskanych wynikow (przyrost grzybni w mm, mierzony w 2-,
3-godzinnych odstgpach czasowych) obliczano $rednig szybko$¢ przyrostu grzybni
[mm/h] dla kazdego szczepu/izolatu w poszczegdlnych temperaturach.

2.5. Okreslenie wpltywu pH Srodowiska hodowlanego
na wzrost izolatéw grzybow z rodzaju Rhizopus

Badania przeprowadzono przy wykorzystaniu 69 izolatow grzyboéw z rodzaju Rhizo-
pus. Ocene dynamiki wzrostu grzybow Rhizopus spp. przeprowadzono, bazujac tym
razem na zmiennej wartosci pH srodowiska hodowlanego (podtoza selektywnego).
Przygotowano 3 warianty podtoza o takim samym sktadzie, ale roznej wartosci pH
(pH 3,0; pH 4,0; pH 5,0). Zawiesing zarodnikow o stezeniu 10° spor/ml (w iloSci
10 ul), przygotowang zgodnie z wytycznymi opisanymi w punkcie 2.3, zaszczepiano
przygotowane wczesniej podtoza selektywne. Zawiesing zarodnikow nanoszono na
centralng cze$¢ ptytki z podtozem. Dla kazdego szczepu i dla kazdej wartosci pH
wykonano po trzy powtorzenia. Zaszczepione ptytki Petriego inkubowano w tempe-
raturze 28°C lub 35°C (w zaleznosci od tolerancji temperaturowej danego szczepu/
izolatu).

Po uptywie 14 godzin dokonano pierwszego pomiaru stref wzrostu poszczegol-
nych szczepow/izolatow na plytkach Petriego. Kolejne pomiary prowadzono
w 2-, 3-godzinnych odstepach czasowych.

Na podstawie uzyskanych wynikow obliczano S$rednig szybko$¢ przyrostu
grzybni [mm/h] dla kazdego szczepu/izolatu w okreslonym pH i optymalnej dla ich
wzrostu temperaturze.
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2.6. Analiza statystyczna uzyskanych wynikéw

Analize statystyczng uzyskanych wynikow przeprowadzono z wykorzystaniem
oprogramowania StatGraphics Centurion XV (wersja 15.1.02).

3. Wyniki badan, ich omdwienie i dyskusja

Wzrost drobnoustrojow uzalezniony jest od wielu czynnikow. Do podstawowych
parametrow decydujacych o szybkosci wzrostu naleza temperatura i pH podtoza.
Badaniom poddano 69 szczepow Rhizopus spp., pochodzacych z réznych §wiato-
wych kolekcji kultur drobnoustrojéw oraz izolatoéw skatalogowanych w Katedrze
Biotechnologii, Zywienia Czlowieka i Towaroznawstwa Zywno$ci Uniwersytetu
Przyrodniczego w Lublinie (tab. 1).

Tabela 1. Wykaz mikroorganizméw wykorzystanych w badaniach
Table 1. List of the microorganisms used in this study

Numer Nazwa gatunku Zrodito
Number | Name of the species Origin
1 2 3

R-1 Rhizopus oryzae DSM 905
R-2 Rhizopus stolonifer wyizolowany z resztek spozywczych/isolated from food scraps
R-3 Rhizopus oryzae wyizolowany z gleby/isolated from soil
R-4 Rhizopus oryzae DSM 2200
R-5 Rhizopus oryzae DSM 63539
R-6 Rhizopus oryzae NRRL 3562
R-7 Rhizopus oryzae NRRL 3563
R-8 Rhizopus oryzae NRRL 3613
R-9 Rhizopus oryzae NRRL 6201
R-10 Rhizopus oryzae NRRL 2005
R-11 Rhizopus oryzae NRRL 2582
R-12 Rhizopus oryzae NRRL 1526
R-13 Rhizopus oryzae NBRC 4697
R-14 Rhizopus oryzae NBRC 4730
R-15 Rhizopus oryzae NBRC 4756
R-16 Rhizopus oryzae NBRC 4758
R-17 Rhizopus oryzae NBRC 4771
R-18 Rhizopus oryzae NBRC 4773
R-19 Rhizopus oryzae NBRC 4775
R-20 Rhizopus oryzae NBRC 4776
R-21 Rhizopus oryzae NBRC 6154
R-22 Rhizopus oryzae NRRL 6400
R-23 Rhizopus oryzae NRRL 6202
R-24 Rhizopus stolonifer wyizolowany z resztek jabtka/isolated from apple remains
R-25 Rhizopus stolonifer wyizolowany z resztek chleba/isolated from bread remains
R-26 Rhizopus stolonifer wyizolowany z resztek chleba/isolated from bread remains
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1 2 3
R-27 Rhizopus stolonifer wyizolowany z nasion zbdz/isolated from crop grains
R-28 Rhizopus stolonifer wyizolowany z nasion zbdz/isolated from crop grains
R-29 Rhizopus stolonifer wyizolowany z nasion zb6z/isolated from crop grains
R-30 Rhizopus stolonifer wyizolowany z nasion zbo6z/isolated from crop grains
R-31 Rhizopus stolonifer wyizolowany z nasion zbo6z/isolated from crop grains
R-32 Rhizopus stolonifer wyizolowany z nasion zbo6z/isolated from crop grains
R-33 Rhizopus stolonifer wyizolowany z nasion zbo6z/isolated from crop grains
R-34 Rhizopus stolonifer wyizolowany z nasion zbo6z/isolated from crop grains
R-35 Rhizopus stolonifer wyizolowany z nasion zbo6z/isolated from crop grains
R-36 Rhizopus oryzae wyizolowany z nasion zb6z/isolated from crop grains
R-37 Rhizopus stolonifer wyizolowany z nasion zboz/isolated from crop grains
R-38 Rhizopus stolonifer wyizolowany z nasion zbo6z/isolated from crop grains
R-39 Rhizopus stolonifer wyizolowany z nasion zbdz/isolated from crop grains
R-40 Rhizopus oryzae wyizolowany z gleby/isolated from soil
R-41 Rhizopus oryzae wyizolowany z gleby/isolated from soil
R-42 Rhizopus oryzae wyizolowany z gleby/isolated from soil
R-43 Rhizopus oryzae wyizolowany z gleby/isolated from soil
R-44 Rhizopus oryzae IBPRS, Warszawa/[AFB Warsaw
R-45 Rhizopus oryzae IBPRS, Warszawa/IAFB Warsaw
R-46 Rhizopus stolonifer wyizolowany z nasion zbo6z/isolated from crop grains
R-47 Rhizopus stolonifer wyizolowany z nasion zb6z/isolated from crop grains
R-48 Rhizopus stolonifer wyizolowany z resztek spozywczych/isolated from food scraps
R-49 Rhizopus stolonifer wyizolowany z wody/isolated from water
R-50 Rhizopus oryzae IBPRS, Warszawa/IAFB Warsaw
R-52 Rhizopus oryzae IBPRS, Warszawa/[AFB Warsaw
R-53 Rhizopus stolonifer IBPRS, Warszawa/IAFB Warsaw
R-54 Rhizopus stolonifer wyizolowany z nasion zb6z/isolated from crop grains
R-55 Rhizopus stolonifer wyizolowany z nasion zbdz/isolated from crop grains
R-56 Rhizopus stolonifer wyizolowany z resztek jabtka/isolated from apple remains
R-57 Rhizopus stolonifer wyizolowany z nasion zbdz/isolated from crop grains
R-58 Rhizopus stolonifer wyizolowany z nasion zbo6z/isolated from crop grains
R-59 Rhizopus stolonifer wyizolowany z nasion zbo6z/isolated from crop grains
R-60 Rhizopus stolonifer wyizolowany z nasion zbo6z/isolated from crop grains
R-61 Rhizopus stolonifer wyizolowany z nasion zbo6z/isolated from crop grains
R-62 Rhizopus stolonifer wyizolowany z nasion zb6z/isolated from crop grains
R-63 Rhizopus stolonifer wyizolowany z nasion zbo6z/isolated from crop grains
R-64 Rhizopus stolonifer wyizolowany z nasion zb6z/isolated from crop grains
R-65 Rhizopus stolonifer wyizolowany z nasion zb6z/isolated from crop grains
R-66 Rhizopus stolonifer wyizolowany z nasion zbdz/isolated from crop grains
R-67 Rhizopus microsporus | wyizolowany z nasion zbo6z/isolated from crop grains
R-68 Rhizopus stolonifer wyizolowany z nasion zb6z/isolated from crop grains
R-69 Rhizopus stolonifer wyizolowany z nasion zbdz/isolated from crop grains
R-70 Rhizopus stolonifer wyizolowany z nasion zb6z/isolated from crop grains

Zrodlo: opracowanie wlasne.
Source: own elaboration.
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Ustalenie optymalnych warunkoéw temperaturowych dla wzrostu grzybow z ro-
dzaju Rhizopus umozliwito wyznaczenie granicznego progu temperaturowego, po-
wyzej lub ponizej ktorego szczepy nie rosty w ogole Iub ich wzrost byt znacznie
ograniczony. Ponadto wyniki pomiaréw stref wzrostu poszczegdlnych szczepow/
izolatdéw Rhizopus spp. wyrostych na ptytkach pozwolily na okreslenie szybkosci
przyrostu grzybni [mm/h] dla kazdego szczepu/izolatu w poszczegdlnych tempera-
turach, zastosowanych w omawianym eksperymencie. Wyniki przeprowadzonego
doswiadczenia zebrano w tab. 2-3.

Tabela 2. Srednia szybko$¢ wzrostu grzybow z rodzaju Rhizopus w roznych temperaturach —

szczepy z kolekcji zagranicznych
Table 2. The average growth rate of fungi of the genus Rhizopus at different temperatures —
strains of the foreign collections

Srednia szybko$¢ wzrostu w okreslonej temperaturze [mm/h]
SSZCZ.ep The average growth rate at a certain temperature [mm/h]

rain 25°C 27°C 30°C | 32°C | 35°C 37°C 39°C 41°C | 43°C
R-1 1,83 2,21% 2,21 1,67 0,00
R-4 1,92 1,88 1,75 1,75 0,00
R-5 0,83 0,96 1,21 1,00 1,23
R-6 1,79 1,83 1,58 1,29 0,00
R-7 1,67 2,00 1,75 1,50 0,00
R-8 1,58 1,96 1,73 1,27 0,00
R-9 1,25 1,13 0,92 0,75 0,00
R-10 1,63 1,88 1,52 1,17 0,00
R-11 1,58 1,96 1,92 1,46 0,00
R-12 1,79 1,96 2,17 1,71 0,00
R-13 1,92 1,75 1,75 1,35 0,00
R-14 0,00 0,38 0,46 0,17 0,67 0,38 0,00 0,08 0,00
R-15 1,67 1,58 1,79 1,52 0,00
R-16 1,79 2,04 1,88 1,35 0,00
R-17 1,08 1,00 1,58 1,71 1,17 1,54 1,67 1,33 0,00
R-18 1,58 1,88 1,88 1,38 0,00
R-19 1,75 1,50 1,79 1,46 0,00
R-20 1,54 1,63 1,67 1,63 0,00
R-21 1,25 1,13 1,42 1,33 1,00 0,92 1,00 0,67 0,00
R-22 1,96 1,75 1,88 1,42 0,00
R-23 0,83 1,00 0,92 0,63 0,00
R-44 1,75 1,50 1,58 1,42 0,00
R-45 1,92 1,96 2,04 1,58 0,00
R-50 1,92 1,92 1,54 1,29 0,00
R-52 1,67 1,75 1,50 1,25 0,00

* Kolorem szarym oznaczono najwyzsza Srednig szybkos$¢ wzrostu danego szczepu Rhizopus spp./
Grey — the highest average growth range of certain Rhizopus spp. Strain.

Zrodto: opracowanie wlasne.

Source: own elaboration.




Tabela 3. Srednia szybko$¢ wzrostu grzybow z rodzaju Rhizopus w rbznych temperaturach —
izolaty ze $rodowiska

Table 3. The average growth rate of fungi of the genus Rhizopus at different temperatures —
environmental isolates

Srednia szybko$é wzrostu w okreslonej temperaturze [mm/h]

Izolat The average growth rate at a certain temperature [mm/h]

Isolate 25°C 27°C 30°C 32°C | 35°C | 37°C 39°C 41°C
R-2 1,21 1,04 1,20%* 1,19
R-3 0,73 1,14 1,26 1,37 2,04 1,83 1,79 1,21
R-24 1,33 1,21 1,29 1,35 0,00 0,00 0,00 0,00
R-25 1,21 1,21 1,25 1,24
R-26 1,29 1,29 1,38 1,27
R-27 1,13 1,29 1,33 1,30
R-28 1,21 1,38 1,33 1,28
R-29 1,29 1,33 1,21 1,08
R-30 1,38 1,21 1,33 1,21
R-31 1,33 1,33 1,29 1,29
R-32 1,29 1,38 1,46 1,29
R-33 1,25 1,29 1,25 1,16
R-34 1,25 1,33 1,42 1,38
R-35 1,13 1,21 1,21 1,00
R-36 1,08 1,17 1,38 1,61 1,92 1,79 2,17 1,46
R-37 1,13 1,17 1,29 1,08
R-38 1,25 1,17 1,21 1,08
R-39 0,71 1,04 1,21 0,38
R-40 0,58 0,83 1,08 1,52 2,08 2,04 2,25 1,42
R-41 0,92 0,92 1,17 1,52 1,92 2,00 1,92 1,29
R-42 0,79 0,75 1,13 1,48 2,04 1,96 2,13 1,50
R-43 0,67 0,88 1,08 1,60 2,00 1,92 2,21 1,42
R-46 1,29 1,13 1,21 1,17
R-47 1,17 1,08 1,25 1,00
R-48 1,38 1,33 1,42 1,00
R-49 1,13 1,13 1,38 1,00
R-53 1,38 1,38 1,25 1,17 0,50 0,00 1,29 0,46
R-54 0,90 1,10 1,02 1,03
R-55 0,94 1,05 1,09 1,05
R-56 0,93 1,22 1,10 1,09
R-57 0,99 1,20 1,12 1,12
R-58 0,34 1,10 1,17 1,03
R-59 1,09 1,17 1,19 0,81
R-60 1,04 1,24 1,27 0,66
R-61 0,93 1,23 1,19 0,85
R-62 1,11 1,17 1,07 0,79
R-63 1,02 1,16 1,15 0,88
R-64 0,95 1,10 1,07 0,92
R-65 0,87 1,12 1,15 0,97
R-66 0,32 1,16 0,98 0,66
R-67 0,90 1,22 1,05 1,21
R-68 0,95 1,13 1,12 1,16 0,00 0,00 0,00 0,00
R-69 0,75 1,14 1,03 0,93
R-70 0,82 1,10 1,06 0,80

* Izolaty, pozyskane ze srodowiska naturalnego, wtaczone do kolekcji wiasnej mikroorganizmow
Katedry Biotechnologii, Zywienia Cztowieka i Towaroznawstwa Zywnosci Uniwersytetu Przyrodni-
czego w Lublinie / Isolates from natural environment, added to collection of Department of Biotechnol-
ogy, Human Nutrition And Science of Food Commodities.

** Kolorem szarym oznaczono najwyzsza $rednig szybko$¢ wzrostu danego izolatu Rhizopus spp./
Grey — the highest average growth range of certain strain/isolate.

Zrbdto: opracowanie wilasne.
Source: own elaboration.
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Stwierdzono wyrazng r6éznic¢ pomigdzy optimum temperaturowym dla szcze-
poéw pochodzacych z kolekcji zagranicznych i izolatow wiasnych. Zdecydowana
wiekszo$¢ szczepow pochodzacych ze $wiatowych kolekcji wykazywata optymalne
temperatury wzrostu w przedziale 35-39°C, podczas gdy izolaty pozyskane ze $ro-
dowiska naturalnego wojewodztwa lubelskiego preferowaly nizsze temperatury,
glownie w zakresie 25-30°C. Zanotowano jednak pewne wyjatki, zarowno w grupie
szczepow z kolekcji zagranicznych, w ktorych niektore szczepy wykazywaty opti-
mum wzrostu w nizszych temperaturach, tj. 30°C (R-21) i 32°C (R-17), jak 1 wérdd
izolatow ze $srodowiska, u ktorych optimum temperaturowe byto nieco wyzsze i wy-
niosto odpowiednio: 32°C (R-24, R-68), 35°C (R-3), 37°C (R-41) oraz 39°C (R-36,
R-40, R-42, R-43). Temperatura 43°C okazata si¢ zbyt wysoka dla wigkszosci szcze-
pow z rodzaju Rhizopus. Wyjatkiem byl szczep R-5, ktory wykazywal dobry wzrost
w tej wlasnie temperaturze.

Zastosowanie podtoza hodowlanego o zréznicowanej wartosci pH, pozwolito
uzyska¢ informacje dotyczace optymalnych warunkow wzrostu grzybow z rodzaju
Rhizopus, a takze ustali¢ przedziat wartos$ci pH, w ktorym badany grzyb wykazywat
najszybszy wzrost (tab. 4). Pomiar stref wzrostu poszczeg6lnych szczepow/izolatow
na plytkach Petriego pozwolit okresli¢ szybkos¢ przyrostu grzybni [mm/h] w r6z-
nym pH i w temperaturach optymalnych dla ich wzrostu.

Badania opisane w tej pracy wykazatly, iz wzrost badanych grzybow Rhizopus
spp. jest mozliwy w podtozu o pH 3,0, jednakze przyrost grzybni w tych warunkach
jest stosunkowo niewielki. Optymalne wartosci pH dla wzrostu szczepow/izolatow
grzybow z rodzaju Rhizopus zanotowano w pH 4,0 i pH 5,0. Niektére z badanych
szczepow/izolatow wykazaty dobry wzrost jedynie na podtozu o pH 4,0, podczas
gdy inne rosty znacznie szybciej w pH 5,0. Dobdr odpowiedniego pH podtoza ho-
dowlanego wptywa nie tylko na szybko$¢ przyrostu biomasy grzybni, ale takze cze-
sto na forme, w jakiej ta biomasa wystepuje. W zdecydowanej wigkszo$ci przypad-
kéw niskie pH, zblizone do pH 3,0, sprzyja tworzeniu grzybni w postaci pellets, za$
pH w zakresie wartosci 4,0-6,0 wptywa na tworzenie grzybni w formie dyfuzyjnej
(rozproszonej) lub w formie zbitej [Liao i in. 2007; Roa Engel i in. 2011 oraz wlasne
dane niepublikowane], przy czym czgsto jest to uzaleznione od danego szczepu.

Badane parametry stanowig podstawg do opracowania optymalnych warunkow
do wzrostu grzybni, ktérej kondycja jest kluczowym elementem prowadzenia dal-
szych proceséw mikrobiologicznych. Wyniki przedstawione w niniejszej pracy sa
zgodne z obserwacjami opisanymi przez Sparringa i in. w 2002 r., ktoérzy zastosowa-
li model wykazujacy jednoczesny wptyw temperatury, pH oraz dodatkowo aktywno-
sci wodnej i stgzenia CO, na rozw0j grzybni szczepow z gatunku Rhizopus oligospo-
rus. Obserwacje przeprowadzone w niniejszej pracy wykazaty, iz odpowiednia
temperatura stymuluje grzybni¢ do szybszego wzrostu, lecz dopiero w potaczeniu
z odpowiednim pH stanowi optymalne warunki do wzrostu grzyba.

Charakterystyka badanych szczepow zalezy w gldwnej mierze od naturalnego
srodowiska, z ktorego zostaty wyizolowane. Szczepy gatunku Rhizopus stolonifer,
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Tabela 4. Srednia szybko$¢ wzrostu [mm/h] szczepow/izolatow grzybow z rodzaju Rhizopus

na podtozach o réznych warto$ciach pH (pH 3, pH 4, pH 5)
Table 4. The average growth range [mm/h] of strains/isolates of genus Rhizopus on media
with different pH values (pH 3,0; pH 4,0, pH 5,0]

Srednia szybko$é wzrostu [mm/h] | Szczep| Srednia szybkos¢ wzrostu [mm/h]
Szcz_ep /Izolat The average growth range [mm/h] | Strain | The average growth range [mm/h]
Strain/Isolate

pH3 pH 4 pHS | Temp. pH3 pH 4 pHS | Temp.
R-1 0,71 2,17 1,92 32°C | R-36 0,75 1,71 1,75 32°C
R-2 1,25 1,58 1,75 28°C | R-37 1,13 1,75 1,50
R-3 0,83 2,04 1,96 R-38 1,33 1,67 1,92 | 28°C
R-4 0,83 1,88 2,03 R-39 1,29 1,42 1,29
R-5 0,19 1,17 1,08 R-40 0,65 1,79 1,88
R-6 0,75 1,63 2,08 R-41 1,25 2,00 1,96
R-7 0,67 1,54 1,88 R-42 0,75 1,96 1,79 3200
R-8 0,75 1,83 1,75 R-43 0,58 2,04 1,79
R-9 0,23 1,42 1,42 R-44 0,67 1,92 1,83
R-10 0,5 2,04 1,83 R-45 0,54 2,29 2,56
R-11 1,25 1,96 1,75 3500 R-46 1,21 1,63 1,71
R-12 0,83 2,13 1,92 R-47 1,17 1,38 1,71 28°C
R-13 0,58 1,75 1,88 R-48 1,08 1,5 1,75
R-14 0,29 0,71 0 R-49 0,96 1,63 1,33
R-15 0,63 1,79 1,83 R-50 0,79 1,96 2,04 3200
R-16 0,71 1,63 1,92 R-52 0,73 1,96 1,83
R-17 1,02 1,75 1,92 R-53 0,96 1,42 1,42
R-18 1,38 2,17 2,08 R-54 0,63 1,42 1,46 28°C
R-19 0,92 1,96 2,13 R-55 0,96 1,46 1,33
R-20 0,63 1,83 1,96 R-56 0,92 1,63 1,63
R-21 1,08 1,54 1,25 28°C | R-57 1,08 1,33 1,58
R-22 0,5 1,71 1,96 R-58 0,96 1,46 1,46
R-23 0,29 1,38 1,46 35°C | R-59 0,83 1,5 1,46
R-24 0 0 0,44 R-60 0,67 1,42 1,58
R-25 1,13 1,42 1,63 28°C | R-61 0,79 1,58 1,38
R-26 1,25 1,67 1,75 R-62 0,75 1,67 1,5
R-27 1,17 1,71 1,75 R-63 0,67 1,58 1,38
R-28 1,08 1,75 1,63 R-64 0,79 1,50 1,42 | 28°C
R-29 1,17 1,54 1,54 R-65 0,71 1,58 1,17
R-30 1,17 1,63 1,29 28°C | R-66 0,79 1,54 1,42
R-31 1,17 1,71 1,5 R-67 0,92 1,58 1,75
R-32 1,08 1,75 1,79 R-68 0,58 1,46 1,42
R-33 1,13 1,83 1,58 R-69 0,75 1,54 1,63
R-34 0,92 1,42 1,54 R-70 0,67 1,58 1,21
R-35 1,17 1,83 1,54

*Kolorem szarym oznaczono najwyzszg $rednig szybko$¢ wzrostu danego szczepu/izolatu/

Grey — the highest average growth range for certain strain/isolate.

Zrodto: opracowanie wiasne.

Source: own elaboration.
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badane w niniejszej pracy, wykazywaly szybszy wzrost w temperaturach 25-30°C
(z wyjatkami), natomiast izolat tego gatunku pozyskany na terenie Nigerii i opisany
przez Odeniyi i in. w 2009 r. charakteryzowal si¢ wyzszg optymalng temperaturg
wzrostu, ktora wynosita 37°C. Warto$¢ pH tolerowana najlepiej przez szczepy ga-
tunku R. stolonifer w obu pracach oscylowata w granicach 4,0-5,0.

W kolejnych badaniach poréwnano szybkosci wzrostu grzybni wybranych
szczepOw/izolatow z rodzaju Rhizopus na podlozach zawierajacych rézne, tatwo
przyswajalne zrodta wegla oraz glicerol o réoznym stopniu czystosci chemiczne;j.
Badanie miato na celu okre$lenie przydatnosci glicerolu jako sktadnika podtoza za-
stepujacego standardowe, lecz drozsze substraty, takie jak glukoza czy fruktoza. Wy-
niki badan przedstawiono w tab. 5. Najszybszy wzrost grzybni badanych szczepow/
izolatow obserwowano, gdy zrodlem wegla byla glukoza. Byt on jednak niewiele
wickszy w stosunku do wzrostu badanych szczepow/izolatow na podtozu z glicero-
lem cz.d.a., z wyjatkiem szczepu R-22. Ta zalezno$¢ nie potwierdzita si¢ w tempera-
turze 40°C, gdyz na pig¢ przebadanych szczepdw dwa wykazywalty wigkszg szyb-
kos¢ wzrostu na podtozu z glicerolem niz na podlozu z glukoza. Moze to §wiadczy¢
o istotnej roli ochronnej glicerolu podczas wzrostu w ekstremalnych temperaturach.
Natomiast szybko$¢ wzrostu grzybni szczepow/izolatow z rodzaju Rhizopus byta
spowolniona, gdy zrodtem wegla byt glicerol techniczny, zawierajacy liczne zanie-
czyszczenia organiczne i nieorganiczne. Najszybszy wzrost grzybni wiekszo$ci bada-
nych szczepdw/izolatow uzyskano, gdy w podtozu obecne byty glukoza oraz glicerol

Tabela 5. Srednia szybko$¢ wzrostu wybranych szczepéw i izolatéw z rodzaju Rhizopus
w roznych temperaturach i na réznych podtozach

Table 5. The average growth range of selected strains and isolates of genus Rhizopus

at different temperature and media conditions.

Srednia szybko$¢ wzrostu
Zmienne czynniki w okreslonej temperaturze [mm/h]
Variable factors The average growth range
at certain temperature [mm/h]
Szczeplizolat Podloze 30°C | 32°C | 35°C | 37°C | 40°C
Strain/isolate Medium
1 2 3 4 5 6 7
R-12 PDA 1,92 2,25 2,52 2,57 2,28
z GL 40[g/L] 1,99 2,48 2,72 2,67 2,58
z G cz.d.a. 40[g/L] 1,76 2,29 2,70 2,66 2,72
z GT 40[g/L] 1,12 1,41 1,69 1,52 1,48
z GL 40[g/L] i G cz.d.a. 20[g/L] 1,91 2,23 3,33 2,74 2,65
R-18 PDA 1,84 2,08 2,06 2,14 1,42
z GL 40[g/L] 2,17 2,55 - 2,48 2,03
z G cz.d.a. 40[g/L] 1,76 2,12 2,50 2,44 2,41
R-18 z GT 40[g/L] 0,90 1,24 1,49 1,56 1,19
z GL 40[g/L] i G cz.d.a. 20[g/L] 1,77 2,30 3,00 1,88 1,91
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1 2 3 4 5 6 7
R-20 PDA 1,71 | 200 | 206 | 204 | 1,72
z GL 40[g/L] 243 | 289 | 253 | 257 | 243
zG cz.d.a. 40[g/L] 1,77 | 2,14 | 240 | 2,66 | 2,20
z GT 40[g/L] 1,08 | 1,49 | 1,68 | 1,65 | 139
zGL40[g/L]i G cz.d.a. 20[g/L] 1,58 | 247 | - 281 | 2,52
R-22 PDA 142 | 1,64 | 1,98 | 2,02 | 1,68
z GL 40[g/L] 130 | 1,39 | 1,63 | 1,40 | 161
zG cz.d.a. 40[g/L] 097 | 1,52 | 2,06 | 1,90 | 2,01
z GT 40[g/L] 063 | 076 | 125 | 129 [ 131
zGL40[g/L]i G cz.d.a. 20[g/L] L16 | 1,07 | 144 | 1,85 | 231
R-37 PDA 132 | 1,00 | 000 [ 000 [ 0,00
z GL 40[g/L] 1,87 | 140 | 000 | 000 [ 0,00
zG cz.d.a. 40[g/L] 124 | 1,06 | 000 | 000 [ 0,00
z GT 40[g/L] 0,85 | 0,69 | 0,00 [ 0,00 [ 0,00
zGL40[g/L]i G cz.d.a. 20[g/L] 1,69 | 1,51 | 00 0,00 | 0,00
R-38 PDA 123 | 1,02 | 000 | 0,00 [ 0,00
z GL 40[g/L] 1,87 | 129 | 000 | 000 | 0,00
zG cz.d.a. 40[g/L] 121 | 1,0 0,00 | 0,00 | 0,00
z GT 40[g/L] 0,70 | 0,66 | 0,00 | 0,00 [ 0,00
zGL40[g/L]i G cz.d.a. 20[g/L] 1,58 | 138 | 000 | 000 [ 0,00
R-45 PDA 183 | 2,14 | 225 | 225 | 1,70
z GL 40[g/L] 191 | 234 | 252 | 2,62 | 0,51
zG cz.d.a. 40[g/L] 1,63 | 2,04 | 241 | 2,64 | 2,55
z GT 40[g/L] 0,77 | 1,04 | 143 | 1,52 | 1,02
zGL40[g/L]i G cz.d.a. 20[g/L] 1,80 | 224 | 356 | 2,71 | 1,04
R-46 PDA 128 | 1,04 | 000 | 0,00 | 0,00
z GL 40[g/L] 1,62 | 1,50 | 0,00 | 0,00 [ 0,00
zG cz.d.a. 40[g/L] 126 | 1,06 | 000 | 000 | 0,00
z GT 40[g/L] 0,86 | 0,79 | 0,00 | 0,00 | 0,00
zGL40[g/L]i G cz.d.a. 20[g/L] 1,61 | 1,59 | 000 | 000 [ 0,00
R-54 PDA 146 | 1,01 | 000 | 000 [ 0,00
z GL 40[g/L] 1,78 | 142 | 000 | 000 [ 0,00
zG cz.d.a. 40[g/L] 130 | 1,13 | 0,00 | 0,00 [ 0,00
z GT 40[g/L] 093 | 067 | 0,00 | 0,00 [ 0,00
zGL40[g/L]i G cz.d.a. 20[g/L] 1,66 | 1,02 | 000 | 000 [ 0,00

PDA — agar ziemniaczano-dekstrozowy; GL — glukoza; G cz.d.a. — glicerol czysty 99%; GT — gli-
cerol techniczny z rafinerii w Trzebini (2013) / PDA — potatoe dextrose agar, GL — glucose, G cz.d.a.
— pure glycerol 99%; GT — crude glycerol from refinery in Trzebinia (2013).

* Kolorem szarym oznaczono najwyzsze §rednie st¢zenia kwasu fumarowego/zuzycie glicerolu/
wydajnosci produktu / Grey — the highest average concentration of fumaric acid/glycerol utilization/
yield of product.

Zrodto: opracowanie wiasne.
Source: own elaboration.
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cz.d.a. Wyniki te wskazuja, ze taczenie sacharydoéw z glicerolem w podtozu hodow-
lanych moze przyczyni¢ si¢ nie tylko do szybszego namnozenia grzybni, ale takze
moze zwigkszy¢ produkcje kwasu fumarowego z wykorzystaniem tych zrodet wegla.

Przedstawione wyniki badan wskazuja, ze glicerol jest bardzo dobrym zroédtem
do pozyskania biomasy grzybow — potencjalnych producentéw kwas fumarowego.
Dlatego tez w kolejnym eksperymencie wybrane szczepy grzybow z rodzaju Rhizo-
pus oceniano po wzgledem uzdolnienia do produkcji kwasu fumarowego w podto-
zach ptynnych z glicerolem jako jedynym Zréodlem wegla. Przedstawione w tab. 6
wyniki badan pokazuja, ze zdecydowana wigkszo$¢ szczepoéw ma uzdolnienie do
produkcji kwasu fumarowego, jednakze po przeprowadzeniu 7-dniowej hodowli
wytrzasanej ilo§ci nagromadzonego kwasy byty niewielkie, a zuzycie glicerolu nie-
catkowite. Glicerol w postaci gliceryny technicznej wykorzystywany jest juz jako

Tabela 6. Poréwnanie produkcji kwasu fumarowego/wykorzystania glicerolu/wydajnosci produktu
przez wybrane szczepy Rhizopus spp. w podtozu z dodatkiem 40g/L glicerolu — analiza wariancji
Table 6. Comparison of fumaric acid production/use of glycerol/yield of product by the selected strains
of Rhizopus spp. in a medium containing 40 g/L glycerol — analysis of variance

Stezenie kwasu fumarowego [g/L] | Wykorzystanie glicerolu [g/L] Wydajnos¢ produktu [g/g]
SZCZ?P Concentration of fumaric acid [g/L] Glycerol utilization [g/L] Yield of product [g/g]
Strain X+SD Min-Max X+SD Min-Max X+SD Min-Max
1 2 3 4 5 6 7

R-1 1,40, 0,48 0,89-1,84 | 19,37,,+2,55 16,77-21,86 | 0,07, +0,02 0,05-0,08
R-4 2,63, 4 0,39 2,20-2,97 | 13,60, +3,44 | 10,50-17,30 | 0,20, +0,04 | 0,16-0,23
R-5 0,91, £0,13 0,78-1,04 (8,53, ,+2,32 6,40-11,00 | 0,11,  +0,02 0,09-0,12
R-6 3,27 4 £0.97 2,50-436 | 19,98, +3,73 16,30-23,75 | 0,16, ., + 0,02 | 0,15-0,18
R-7 3,23, +0.74 2,40-3,80 | 14,23, +247 11,60-16,49 | 0,23, +0,02 0,21-0,24
R-8 4,37, + 0,32 4,00-4,60 | 17,07+ 1,08 16,43-18,31 | 0,25, +0,02 0,24-0,27
R-9 1,30, + 1,15 0,40-2,60 9,96 .+ 3,47 6,12-12,86 | 0,12, . +£0,07 | 0,07-0,20
R-10 2,20, . +0,72 1,40-2,80 | 10,64, ,+2,67 | 7,66-12,81 |0.20,,, +0,03 0,18-0,24
R-11 423,,+3,07 1,00-7,10 | 15,80, + 6,68 8,48-21,56 | 0,24, +0,11 0,12-0,33
R-12 3,04, %124 222455 | 23,18, £3,08 | 20,11-2626 |04, +008 | 0,10-0,23
R-13 3,60, = 1,30 2,20-4,78 | 16,67, +3,30 13,40-20,0 | 021, 0,04 | 0,16-0,24
R-14 0,75, + 0,11 0,63-0,85 | 4,66, + 0,58 4,00-5,12 | 0,16, ., + 0,04 | 0,12-0,19
R-15 423, .+2.21 1,90-6,30 | 16,52, + 1,10 | 15,53-17,70 | 0,26, + 0,15 0,12-0,41
R-16 222, %040 1.95-2,68 20,23 £6,02 | 14,80-26,70 | 011, £0.02 | 0,10-0,14
R-17 2,46, .5, = 0,47 2,10-2,99 14,79, £3,05 | 11,92-18,00 | 0,17, ., + 0,01 | 0,16-0,18
R-18 308, 2335 0,10-6,30 | 14,17, 2,25 | 12,63-16,76 |0.27,+0,22 0,01-0,41
R-19 1,87, .. %038 1,60-2,30 | 14,07, +1,49 | 12,76-15,69 | 0,13, 0,04 0,10-0,17
R-20 3,77 o = 0,31 3,50-4,10 | 27,29, +£2,67 24,38-29,64 | 0,14, ., £0,03 | 0,12-0,17
R-21 0,13, £0,15 0,00-0,30 | 13,74, £1,68 | 12,22-15,55 | 0,01 +0,01 0,00-0,02
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1 2 3 4 5 6 7
R-22 5,63,.+ 1,08 4,81-6,86 26,12, +3,01 22.97-28,96 0,22cfgh +0,07 0,17-0,30
R-23 0,80, +0,29 0,58-1,13 9,22, .+ 1,21 8,10-10,50 | 0,09, +0,03 0,06-0,11
R-44 1,75, ., 045 1,28-2,18 112,73, + 1,62 | 11,00-14,20 | 0,14, .+ 0,02 0,12-0,15
R-45 6,10, 2,57 3,20-8,08 26,93, £4,72 21,72-30,93 0,24fgh +0,12 0,10- 0,32
R-50 0,24 £ 0,07 0,18-0,31 | 3,88 +0,35 3,50-4,18 | 0,06, +0,01 0,05-0,07
R-52 0,34 +0,11 0,26-0,46 |5,78  +1,16 4,70-7,00 | 0,06, +0,01 0,05-0,07
Ogolem/

Total 2,58 £ 1,95 0,00-8,08 | 15,17+ 6,87 3,50-30,93 | 0,16 + 0,09 0,00-0,41

* Srednia arytmetyczna stezenia kwasu fumarowego, wykorzystanego zrodta wegla, wydajnosci
produktu/ probe + odchylenie standardowe; wyniki oznaczone ta sama litera nie roznig si¢ istotnie
statystycznie (p > 0,05) / The arithmetic mean of the concentration of fumaric acid, used carbon source
yield of product/sample + standard deviation; results marked with the same letter do not differ signifi-
cantly (p > 0.05).

**Kolorem szarym oznaczono najwyzsze $rednie stezenia kwasu fumarowego/zuzycie glicerolu/
wydajnosci produktu / Grey — the highest average concentration of fumaric acid/glycerol utilization/
yield of product.

Zrodto: opracowanie wlasne.
Source: own elaboration.

substrat w mikrobiologicznej konwersji do wielu metabolitow, tj. etanol, 1,3-propa-
nediol [Li i in. 2013; Celinska i in. 2015] oraz kwas mlekowy [Wang i in. 2015].
Pojawiaja si¢ pierwsze doniesienia o nowych substratach do mikrobiologicznej pro-
dukcji kwasu fumarowego. Dane te wskazuja, ze glicerol moze by¢ warto§ciowym
zrodtem wegla rowniez w produkceji tego kwasu, jednak konieczne sg dalsze badania
nad fizjologig badanych szczepow. Wydaje si¢ takze, iz istnieje konieczno$¢ wyko-
rzystania inzynierii metabolizmu i inzynierii genetycznej celem zwigkszenia uzdol-
nien modyfikowanych szczepow z rodzaju Rhizopus do produkcji kwasu fumarowe-
go na podtozach z glicerolem.

4. Whnioski

1. Optymalne temperatury wzrostu szczepdéw z rodzaju Rhizopus pochodzacych
z zagranicznych kolekcji mikroorganizméw sg na ogodt wyzsze niz optymalne tem-
peratury wzrostu izolatéw pochodzacych ze srodowisk naturalnych wojewodztwa
lubelskiego.

2. Wigkszo$¢ badanych szczepow z rodzaju Rhizopus sp. wykazuje szybszy
wzrost, gdy pH podtoza wynosi od 4,0 do 5,0.

3. Dla wszystkich przebadanych szczepow z kolekcji zagranicznych obserwo-
wano najszybszy wzrost grzybni na podtozu zawierajacym glicerol i glukozg, a nie-
co wolniejszy, gdy kazde z tych zrodet wegla wystepowato w podtozu osobno.
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4. W temperaturze 40°C zaobserwowano znacznie szybszy wzrost badanych
szczepdw na podlozach z dodatkiem glicerolu cz.d.a. niz na podtozach zawieraja-
cych glukoze, podczas gdy w nizszych temperaturach obserwowano zjawisko od-
wrotne.
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