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Vplyv rastlinnych extraktov na obsah lipidu
a zlozenie mastnych kyselin vliknitej huby Mortierella alpina

LAI MAI HUONG - JAN SAJBIDOR

SUHRN. Sledovali sme vplyv aceténovych extraktov niektorych korenin na rast, obsah
lipidu a profil mastnych kyselin u vldknitej huby Mortierella alpina. Pritomnost extraktov
spdsobila pokles nenasytenosti lipidu a vyrazné zniZzenie obsahu kyseliny arachidénove;j.
Vytazok z Curcuma longa podporoval hromadenie kyseliny dihomo-y-linolénovej v my-
céliu. Vplyv rastlinnych extraktov na rast mikroorganizmu bol pomerne maly.

Lipidy predstavuji vyznamnu sucast Tudskej vyZivy. Niektoré Struktury
bsahujui esencidlne nenasytené mastné kyseliny (MK), ktoré sd v ludske;j
~vzive nenahraditeIné a ich nedostatok sposobuje vdzne metabolické poruchy.

Nenasytené MK stoja na pociatku metabolickej drahy biosyntézy takych
zlucenin ako su prostaglandiny, leukotriény, tromboxdny a pod. Je zndma
nriama suvislost medzi poruchami metabolizmu MK na bunkovej drovni
2 rozvojom niektorych ochoreni ako napr. reumatickd artritida, zapalové
procesy, cievné alebo nddorové ochorenia [1,2,3]. KedZe rozsirenie esencial-
nych MK v rastlinnej a ZivociSnej rii je obmedzené a dopyt farmaceutického
priemyslu sa zvysil, vyvstala potreba ich lacného a obnovitelného zdroja.
Z prirody boli izolované vldknité huby, riasy, baktérie a kvasinky schopné
syntetizovat celé spektrum polyénov. Praktické vyuzitie v§ak nasli iba mikro-
mycéty a z nich najma rody Mucor a Mortierella. V sicasnosti je vela poznatkov
o mikrobidlnych producentoch kyseliny y-linolénovej (GLA) a arachidénove;j
(ARA). Menej je vSak informdcii o zdrojoch kyseliny dihomo-y-linolénove;j
(DGLA), ktord sa v Iudskom organizme transformuje na dolezitd skupinu
eikozanoidov [4].

Vldknita huba Mortierella alpina je schopnd vo svojom mycéliu hromadit az
30 % lipidu, ktory obsahuje ako majoritnd zlozku ARA. Kedze DGLA je
biochemickym prekurzorom ARA, hladaju sa selektivne inhibitory As-de-
saturdzy, enzymu, ktorého inaktivdcia blokuje konverziu DGLA na ARA.
Bolo zistené, Ze vytazok zo sezamového oleja obsahujici sezamin (obr. 1.),
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OBR. 1. Chemicka Struktira sezaminu.
FIG. 1. Chemical structure of sesamine.

episezamin, sezaminol a sezamolin zvySuje obsah intracelularnej DGLA
vo fungdlnom lipide [5,6,7]. Uvedené Struktiry si nekompetitivnymi in-
hibitormi, pricom nebol zisteny ich vplyv na Ae-, A9-, A12- mikrobidlne
a zivoCiSne desaturazy.

Podobne aj alkoholovy extrakt Curcuma longa inhibuje desaturaciu mast-
nych kyselin Mortierella alpina, pri¢om v mycéliu narastd obsah DGLA na tikor
ARA [8]. Po podrobnejSej analyze sa zistilo, Ze aktivnym inhibitorom je
kurkumin (obr. 2.). Experimenty s cistou ldtkou potvrdili inhibiciu As-de-
saturdzy M. alpina, a len 10 %-né zniZenie aktivity As-desaturdzy mastnych
kyselin vo frakcii potkanej pecene.

CH,0 OCH,

HO CH=CH—%—CH2~(ﬁ~CH=CH OH

0 0
OBR. 2. Chemicka Struktira kurkuminu.
FIG. 2. Chemical structure of curcumine.

V nalej prdci sme testovali vplyv acetdnovych extraktov piatich vybranych
rastlin na zlozenie mastnych kyselin najmé s cielom zvySenia obsahu DGLA
u kmena Mortierella alpina CCF 185, akumulujiceho kyselinu arachidénovu.

Materidl a metody

Priprava rastlinnych extraktov

1 gram suchej hmoty rastliny (susina 97 %) sme extrahovali 10 ml acetonu
24 hodin pri laboratdrnej teplote. Potom sme extrakt odfiltrovali a extrakciu
zopakovali s rovnakym mnoZstvom aceténu za tych istych podmienok. Spojené
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--eténové extrakty sme opatrne odparili, odvazili a rozpustili v acetne
=z 10 %-ny roztok.

Na extrakciu sme pouzili tieto rastliny:
kurkuma dlha Curcuma longa
borievka obycajnd Juniperus communis
nové korenie Pimenta officinalis
rasca lic¢na Carum carvi
koriander siaty Coriandrum sativum

Rultivdcia mikroorganizmu

Na testovanie vplyvu rastlinnych extraktov sme pouZili vldknitd hubu Mor-
wierella alpina CCF 185 zo zbierky mikroorganizmov Katedry botaniky Priro-
iovedeckej fakulty Karlovej univerzity v Prahe. Kultiru sme inokulovali
vegetativnym mycéliom do 100 ml kvapalného média v 500 ml bankdach.

ZloZenie média:

glukdza 30g
kvasni¢ny extrakt 5g
NaNO3 3g
K2HPO4.3H20 13¢g
MgS04.7H20 05g
KCl 05¢g
FeSO4.7H20 0,01g

vodovodnad voda

do 1 litra

Sterilizované v autokldve pocas 20 mimit pri 120 kPa.

Do kultivaéného média boli pridané rastlinné extrakty v piaty den
po inokuldcii (0,1 g odparku extraktu rozpusteného v 1 ml aceténu do 100 ml
média). V kontrolnom experimente bez extraktu bol do média pridany 1 ml
aceténu. Kmeti bol za uvedenych podmienok kultivovany 12 dnf pri teplote
28 °C na zévesnej rotaénej trepacke (180 ot.min'1).

Izoldcia a analyza lipidu

Po skonéenf kultivdcie bolo mycélim odfiltrované, premyté 250 ml deioni-
zovanej vody a susené pri 65 °C 10 hodin. Odvazend biomasa bola extrahovana
zmesou chloroformu a metanolu postupom podla Folcha akol. [9]. Pripravené
metylestery [10] boli analyzované plynovou chromatografiou [11]. Na kvanti-
fikdciu obsahu mastnych kyselin bola ako vnitorny Standard pouzita kyselina
heptadekdnova. Index nenasytenosti lipidu (I.U) bol vypoéitany podla vztahu
[12]:

11l = > % monoénov + 2 > % diénov + 3 Z % triénov + 4 ., % tetraénov
' 100 %
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Vysledky a diskusia

Vplyv aceténovych extraktov na rast, obsah a zloZenie lipidu Mortierella
alpina dokumentuje tab. 1. Z vysledkov vyplyva, Ze extrakty iba malo znizili
vytaznost biomasy (s vynimkou extraktu borievky oby&ajnej), ktord sa pohy-
bovala v rozsahu 10-12 g suchého mycélia ziskaného z 1 litra fermentac¢ného
média. Obsah lipidu, ktory tvoril priblizne 30 % z celkovej hmotnosti biomasy
sa vplyvom extraktov menil v rozsahu 1,9 g.I'! (borievka) az 4,2 g.I-! (korian-
der). Pokles, resp. ndrast obsahu biomasy a lipidu sdvisi pravdepodobne
s pritomnostou inhibitorov, alebo aktivdtorov rastu a lipogenézy, ktoré ex-
trakty obsahuju a zasluhoval by si podrobnejsie §tidium. Nés viak zaujimal
predovsetkym vplyv na profil mastnych kyselin a vytaznost kyseliny dihomo-y-
linolénove;.

V celkovom lipide Mortierella alpina sme kvantifikovali tieto mastné
kyseliny: kyselina palmitové (16:0), stearovd (18:0), olejova (18:1), linolova
(18:2), y-linolénovd (18:3), dihomo-y-linolénova (20:3), arachidénova (20:4).
Ako vnutorny Standard sme pouZivali kyselinu heptadekdnovi (17:0) (obr. 3.).

TABULKA 1. Vplyv aceténového extraktu niektorych korenin na vytaznost biomasy, obsah
lipidu a zloZenie mastnych kyselin vidknitej huby Mortierella alpina submerzne kultivovanej
v semisyntetickom kvapalnom médiu.

TABLE 1. The influence of acetone extract of some condiments on biomass, lipid content
and fatty acid composition of filamentous fungus Mortierella alpina cultivated submerged
in semisynthetic liquid medium.

Vzorka ! BlomasaZ: L1p1dy;‘ ] Mastne kyseliny * [%, mgl ] J LU’
- ,ﬁ,,,_,,,fiv,,[gl l [gl 1 1 160\ 180‘ 18?1824 183 203 204 1]
| konsrola® o1 33 | 1438 A2,9*i'_g,72ﬁ”1139* 14 \ 07| 571 | 27 |
o ] |3419] 670 2587 2749| 323 | 162 13190
' kurkuma dlh4 01 32 (258 58 1300135 21| 34| 165 14
i(C“’ff”ffl"”g“rﬂ B N 5862 1318 6816 3067 4777A 77,JW %749 -
| borievka obyéajna 7,3 ‘ 1.9 210 84 253‘ 152 2,0 | 09 gfl,l 16
| Vuniperus communis) - 2753 | 11011331,7) 1993 262; 118 3159
nové korenie : 11,4 | 31 \728 5,7 \ 30() 184‘ 19 ! L1 176 1.5
1@ imenta "ﬁ"f’”ff"l)ii 5386 1516 6789 4164 430 249 | i ?3983 |
Edcs:;llmuccnai‘ oD L 1L ‘ 31 ;127!]7%;72 716\ 140 20 { 05 434 T 23 |
i L 3100 T24 51143168 453 113 9821 |
kormndersldty 11,8 4,2 ‘ 191)‘ 37 218 ]27J76 ‘ 0,8 } 37,9 2,0
| (Coriandrum sala | (554 471303 6043 352,0| 443 | 222T10ﬁ061

1 sample 2 - biomass, 3 - lipids, 4 - fatty acids, 5 - index of unsaturation, 6 - control, 7 - turménc
8 - juniper, 9 - pimenta, 10 - caraway, 11 - coriander.
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OBR. 3. GC analyza profilu mastnych kyselin Mortierella alpina
kultivovanej v pritomnosti extraktu Curcuma longa.
FIG. 3. GC analysis of the fatty acid profile from Mortierella alpina
cultivated in the presence of the extract from Curcuma longa.
a - detector response [mV], b - retention time [min]. 1 - 16:0, 2 - 17:0 voitorny §tandard
(internal standard), 3 - 18:0, 4 - 18:1,5 - 18:2, 6 - 18:3, 7 - 20:3, 8 - 20:4.

Vo vzorke bez rastlinného extraktu bola majoritnou kyselinou polynenasytena
kyselina arachidénovd, ktorej relativny obsah predstavoval 57,1 % z celkového
mnozstva mastnych kyselin, ¢o v absohitnom vyjadreni predstavuje vytazok
viac ako 1300 mg tejto kyseliny z 1 litra fermentacného média. Obsah ostatnych
kyselin v mycéliu vzorky bez extraktu postupne klesal v poradi 20:4 > 16:0 >
18:2 > 18:1 > 18:0 > 18:3 > 20:3. Index nenasytenosti lipidu bol 2,7, ¢o je
velmi vysokd hodnota. Ako je zrejmé z tab. 1., pritomnost extraktov sposobila
prudky pokles obsahu 20:4, ktory sa znizil u kurkumy na menej ako Stvrtinu
aunového korenia na 30 % p6évodného mnozstva. Znizenie nenasytenosti bolo
sprevadzané najmé ndrastom podielu nasytenych (16:0, 18:0) a mononena-
sytenych (18:1) mastnych kyselin. Ak by sme posudzovali icinok rastlinnych
vytazkov na desaturdciu MK, potom vplyv extraktov klesd v poradi: kurkuma
> nové korenie > borievka > koriander > rasca. Nase vysledky potvrdili
zistenie Shimizu a kol. [8], Ze extrakt Curcuma longa, vyznamne zniZuje obsah
20:4 v celkovom lipide M. alpina, pricom sa hromadi DGLA. Jej relativny obsah
bol stanoveny na 3,4 % z celkového mnozstva mastnych kyselin (77,2 mg.I'1).
Analyza ostatnych vzoriek ukdzala koncentracné rozpitie od 0,5 do 1,1 %, ¢oje
vzhladom na presnost GC analyzy v ramci chyby pouzitej metddy. Z uvedenych
zisteni vyplynuli nasledovné zdvery:

1. Testované rastlinné extrakty mdlo ovplyvniovali rast mycélia Mortierella
alpina s vynimkou extraktu Juniperus communis.

211



2.V porovnani s kontrolou, pri pouziti extraktu borievky bolo zistené
zniZenie obsahu intraceluldrneho lipidu a jeho zvySenie pri aplikacii vytazku
z koriandra.

3. Vyznamny bol vplyv extraktov na zloZenie mastnych kyselin. ZniZila sa
najma biosyntéza 20:4, pricom pokles jej obsahu bol sprevddzany znizenim
indexu nenasytenosti celkového lipidu.

4. Pouzitie aceténového extraktu Curcuma longa zvysilo obsah DGLA oproti
kontrole 5-ndsobne, ¢o sved¢i o pritomnosti inhibitora As-desaturazy.
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The influence of plant extracts on lipid content
and fatty acid composition of filamentous fungus Mortierella alpina

LAI MAI HUONG - JAN SAJBIDOR

SUMMARY. The influence of acetone extracts from some condiments on growth, lipid
content and fatty acid composition of filamentous fungus Mortierella alpina was studied.
The presence of extracts caused the decrease of lipid unsaturation and considerable reduction

f the arachidonic acid amount. The extract from Curcuma longa promoted accumulation
»f dihomo-y-linolenic acid in mycelium. The influence of plant extracts on growth was relatively
small.
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