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Polosuchri kultivricia vLiknitych hrib delhd e Mucoraceae

a biotechnologickd produkcia mikrobidlnych lipidov s obsahom
polynenasytenych mastnych kyselfn

DUSAN SLI.TGEN

Stihrn. Cldnok poddva prehlad biotechnologickych moZnostf spracovania lipidov,
pridom sa zameriava na Struktrirne zasttlpenie mastnych Llselfn v syntetizovanom mikro-
birilnom lipide. Polosuclui kultivdcia vkiknityclr h{b delade Mucoraceae je prezentovand
z pohlhdu obolratenia fennentovandho materiiilu dieteticky cennymi polynenasytenymi
mastnjmi kyselinami. Vlsledny obsalr pcrlynenasftenych kyselin z{visf na pouZitom
kmeni. Podas polosuchej kultivricie na ceredlrrych substriitoch vzrastii obsalr LTseliny

1-lirroldnovej na 18,6 % celliovych mastnyclr Lyselfn pre kmeri Monierella isabelim Ml4
a LTseliny arachid6novej na viac neL 50 %, pre krneir Monierella alpina C.C.M 185. Obsalr
polyuenasytenyclr mastnych kyselfn vo fermentovanom substrdte zi{visf na podiele sacha-

ridickdlro materidh.r v celkovom substrite a podmienkach kultiv6cie.

Tuky a oleje sf vo svete produkovan€ v rozsahu pribliZne (r x 107 ton rodne;
',1znamny podiet z celkovej produkcie (viac neZ 2x106 ton rodne) [1] j"
:pracovan| hydrolyzou, alkoholyzc.ru a glycerolyzou - Obr.1. ProduktyvSetkych
:roch reakcif sri Siroko vyuZfvand v potraviniirskom priemysle, a to bud'priamo,
'.lebo ako poloprodukty pre vyrobu emulzifikirtorov, tlr6m, atd'. Podmienky
:t.ruZivan6 v komerdnfch procesc.rch vyuZivajf teploty 240 -260 "C a vysok6
:iaky, alkoholyza sa uskuto6iluje ztt miernej5ich podmienok. Ak oleje obsahujd
ilsoky podiel nenasytenych mastnych kyselfn, po chemickom spracovanf

'i vlzadujd ndrodnf purilikriciu redestiliiciou. Chemickym spracovanfm pri-
:h:idzame o biologicky najcennejif podiel lipidickdho materiiilu - polynenasyten6
mastnd kpeliny.

Koncom osemdesiirtych rokov vyznirmnd svetov6 firmy patentovali procesy
c nzymovej hydrolyzy, transcsterillkiicie a syntdzy liposacharidov, najmd
rre pouZitie ako emulzifikiitory. Dncs redlne beZizr komerdnd procesy vyroby
mastnych kyselin, enzymovo modilikovanych lecitfnov i dal5ich povrchovo
aktivnych ldtok pripravenych za ildasti crnzymov, trans- a interesterifikdcia

Ing. Duian Sltrger"r, Katedra bioclrernickej technokigie, Chemickotechnologickd
fakulta ST[I, Radlinskdho 9, 812 37 Bratislava.
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Obr. l. Biotransfonnlicie tukov a olejov.
R', Rr'- zvysky mastnych kyselfu, RoH - alkolrol ('ajdastejiie meta'ol).

Fig. I . Biotransformation of fats and oils.
Rn, Rn'- fatty acids ends, ROH - alcohol (mostly methanol).
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inasla, medicinrilnych prepar6tov na btlze obohatenia stredneret'azco{mi
mastnymi kyselinami pre pacientov s oslabenou dinnostbu pankreasu[1].

Obzvki5t' intenz(vny zr{ujem je venovany enzymovej katalyze v mikrovod-
nom prostredf s cielbm prfpravy Sirokej palety esterov mastnych kyselfn a sa-

charidov. Rozmach tohoto sledovaniir bol umoZneny rispechom firmy Novo-
\ordisk v oblasti g6novych manipuliicif. Prenesenfm g6nov mikrobidlnych
lipriz do dlhodobo zvl6dnut6ho producentaAspergillus oryzae s riadenou ex-

presiou prcrte(nov sa zfskali kmene, ktord dnes dosahujri viac neZ 2 7o hmot-
nostnych katalyticky fdinnej l6tky v kultivadnom mddiu [2]. Takto pripraven6
klonovan6 lipdzy sri dostatodne lacn6 pre pouZitie do prac(ch prdikov a dis-

tiacich prostriedkcrv.
Vychodiskom a tradidnt'ru metcidou prfpravy hydrolytickych enzymov,

vdftane lipriz, sri pt'rlosuch6 kultiviicie vltiknitych htib. Na rozdiel od amyliz,
produkc'rvanlch najmri rodom Aspergilltts a Siroko vyuZivanych v potravinfr-
skom priemysle, vlirstnosti enzymov a celkovri lipolytickii aktivita je lep5ia
u rodov Rhizopus 'a Penicilliurn. Vychodiskom priemyselnej produkcie
iipolytibkych enzymov v minulosti boli kmene Ntizoptts ot)'zae a Rhizomucor
rniehei. Dnes sa lipolytickd enzymy pouZivajd pri frakcioniicii a obohacovanf

rybfch olejov s vysokym podielom nenasftenych lipidov pre farmaceutick6
aplikricie [3-5].

Biotechnologick6 moZnosti, mimo enzymorrych translbrmiicif lipidt'rv,
sa pri mikrobidlnej produkcii lipidov obmedzujri na dva procesy:

1. Nrihrad:r kukaovihc'r masln

Ceny kakaovych b6bov preZfvajd v sddasnosti hlbokd depresiu. V Austrdlii
bol vyvinuty postup kultiviicie kvasiniek rtl'du Candida sp. so zloZenim mikro-
birilneho lipidu temer identickym s kakaovym muslom [6]. Napriek tomu, Ze

p6vodnri vychodiskovd hranicu rentability za tonu mikrobiiirlneho lipidu sa po-
darilo zniLi(. Stvorndsobne - na 2000 US$ za tonu, dnes je tento proces cenovo
nekompetetfvny. D6vodom je n(zka cena pravihcl kakaov6ht'r tuku a postupy
interesterifikricie spodnej frakcie palmov6ho ttlejir s lojom, di inymi nasytenymi
tukmi, a to tak chemickou, ako i enzfmttvou cestou poskytujdce Sirokri paletu
ni{hrad od maslir - po kakaovri mitslo. Nakolko nie je dosi:rhnutd presn6
zastripenie mastnych kyselfn, vlastnt'rsti nrargirrfnov a niihrad kakaovdho masla
sa len bliZia vlzrstnostiam svojich prfrodnych konkurentt'rv. Margarfny majf
zniLeni teplotu miiknutin, no muslu nem6Zu nutridne konkurovitd ani pcr vi-
taminizricii, nakolko v nich absentujf niektttr6 nenasytend mastnd kyseliny.
V prfpade niihrad kakaovdho mitsla je d6leZitl rychly zlom teploty topenia
tuku v ristach, ktory je opiit' beZnymi postupmi len vel'mi c'rbtiaZne
dosiahnutelhl. Postupy vychiidzajdce z ekvivalentnej zmesi mzstnych kyselfn
(izolovanych alebo vo tbrme lipidu) sri chemickou cestou neuskutodnitelhd.
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2. Polynenasytend mastn6 kyseliny

Ovyzname polynenasytenych mastnfch kyselfn v lirdskej vyzive nieto dnes
sporov, mechanizmus ich ddinku v prevencii kardiovaskuliirnych ochoreni
liedby zr{palovych procesov a realiziicii imunitnej odpovede si vyziada e5te
pomerne dlhl das sk(mania. Nakolko s( prekurzormi biologickyvyznamnych
riitok, prostaglandfnov a eikozanoidov, majd vplyv nn naiu humoriilnu sristaw
i naprocesystarnutia. Relatfvne mali zmenyv potravinovom prfjmevyvolrlvajf
vyznamnd zmeny v krvnom obrize a zzipalovclm procese. NiiS organizmus
si nevie syntetizovat'v dc-rstatodnom mnoZstve polynenasytend mastnd kyseliny,
najmd r.,r-(r radu (napr. kyselina y-linol6novd, dihomo-1-linol6novr{). Prekur-
zormi sri rastlinnd oleje s vysokym obsithc'rm kyseliny linolovej, v ktorych je
prftomnii len lcyselina y-lino16novii. Zdrojom vySSich polynenasytenych mast-
nlch kyselfn or -3 radu sd Zivodi3ne tuky, mlieko a maslo - kyselina arachid6novii
a vyrobky s vysokym podiekrm rybieho oleja - kyselina eikozapenta6novi{
a dokozahexadnovri. Pre nizku oxidaind stabilitu sa rybie oleje hydrogenujri,
rybie konzervy obsahujf viidiinu lipidov vo lbrme rastlinnfch olejov. Fyzio-
logicky ddinok ziivisf spravidla nielen na pomere nasftenfch a nenasytenfch
mastnfch kyselfn, ale i pomere co(r : or3 lipidov, veku a zitaii organizmu.
V na5ej vyZive je pr{em polynenasytcnlch lipidov spravidla nedostatodny
napriek vysokej konzumzicii ZivodGnych tukov.

Bohatymi zdrojmi cennfch polynenasytenych kyselfn sf semenii niekto-
rych rastlfn (,,Evening primrose", boriik lekirrsky, dierne rrbezle); pre ob-
medzenf vynosy je cena lipidu bohat6ho kyselinou y-linol6novou z r:rstlinnfch
zdrojov vysokii; riasy a ich konzumenti - ryhf olej - obsahujti vyS5ie poly-
nenisyten6 kyseliny.

Mikrobihlny lipid
s obsahom polynenasytenych mastnfch kyselfn

Vela druhov mikroorganizmov je schopnych akumulovat'vo svojom lipide
stopov6 mnoZstvii i biologicky cennych mastnfch kyselin. Zial, okrem riiu, iinfc
a li5ajnftov, z v|iknitych hfh sf schopnd dosiithnuf vyznamny podiel poly-
nentisytenych mastnych kyselfn len ziistupcovi:r delrtde Mucoraceae. Tfin!
potenciiil titrmaceutickych prepariitov viedol k vysok6mu ziiujmu o kultiv:iciu
vliiknitych hrib rodu Rhizr4nts a Mucor pre ddely ziskaniit mikrobiiilnehcr
dietetick6ho lipidu, no pre ohmedzen( vyt'aZnost'produktu v porovnanf s nri-
kladmi a problimy s izoliicit'ru, purifikiiciou a stabiliziiciou ziskan6ho lipirlu
obmedzili tento vyskum len do polopreviidzkovej drovne [7]. Dnes moZncr
o izc.liicii mikrobiiilneho lipidu z uvedenfch mikroorganizmov uvaZovat' ibir
ako c-r spracovitn( odpadttvrjho mycelia z inlch rryrob na podporu rentability
zi{kladndho procesu, napr. kyseliny L-mliednej [8], rtlebo spojenim oboch
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::oc€sov sridasne (niihrada kakaov6ho masla so zvy5enym podielom kyseliny
, -linol6novej) [9].

Ko merdne ris pel n ej5 ou s a uk iiz al a kul t ivfici a kme iov Mo rt iere ll a is a be lino
. najmd Mortierella alpirto a sdrie jej mutantov s vy55(m podielom lipidu
r biomase, vy55ou objemovou produktivitou biomasy pri kultivdcii na jed-
:r,--'duchych sacharidickych p6dach [ 1 0].

Polosuchd kultiv6cia vl6knitych hdb del'ad e Mucoraceae

Polosuchd kultiviicia vkiknitych hfb delade Mucoraceae je zndma ako
f roces prfpravy fermentovirnfch potritvfn pod nluvom ,,tempe" a ,,tap€".

- oboch sa dasom vyvinul postup, kde za neaseptickfch podmienok je
iosiahnutd biocenciza s dominanciou vliiknitej huby pri absencii neZiadricich
nikroorganizmov.

Tempe proces znamenii lbrmentiiciu s6je vkiknitymi hubami rodu Rla-
:opus. Efektom fermentiicie je texturiiciit substriitu do podoby kompaktndho
iol6da, a zdroveir diastodnii enzymzrtick'i, hydrolyza biopolym6rov zvy5ujrica
strdvitelhost' a redukujrica obsah antinutritfvnych ldtok [11].

Thp6 proces vyuZiva kultriry rodov Ntizopus aAmylomyces v kombiniicii
s kvasinkami rodov Saccharomycopsis a Saccharomyces na prfpravu sladko-
kys16ho mierne alkoholickiho produktu z ryZe 1121.

Vyhodou polosuchfch kultivr,'tcif vkiknitych htib delade Mucoraceae je
sridasnd znftnnie obsahu irntinutritivnych liitok - nnjmti kyseliny fftoovej a flatu-
lenciu spdsobujdcich oligosacharidov [13,141, charakteristickych pre olejniny
a strukovinys vysokym podielom lipidu. Deklarovandznft.enie obsahu glukoz-
inoliitovv prrici Baua [15] je, nir rozdiel od prezentiicie autormi, ddsledkom
vi ac steriliz 6cie neL po losuc hej l'e rme n t zici e.

Zmeny v Struktrire lipidov podirs polosuchej kultiv6cie

Herring a kol. [16] konitatujf, Ze itruktilra mastnfch kyselfn v lipide
z tempe zodpovedri lipidu stlje s miernym znft.enim obsahu kyseliny linolovej
a a-linol6novej v prospech kyseliny olejovej a poklesom indexu nenasytenosti.

Po prvykrrit je spomfnanii kyselina y-linol6novii, ktorej obsah v tempe pripra-
venom za optimi{lnych podmienok nepresahuje 0,8 Vo v5etkych mastnych
kysel(n. Mikrobitilnou fermentiicicru sii zniLuje celkovy obsah lipidu v s6ji
v zi{vislosti na pouZitom mikroorganizme, teplote a dlZke kultivr{cie. Po troj-
diovej kultivdcii klesit na menej ako pt'rlovicu vychodiskovdho mnoZstva [17].

Zistili sme, Ze mikroorganizmy delade Mucoraceac sf schopnd akumu-
lovat' lipid s vysokym obsahom nutridne cennfch polynenasytenych mastnych
kyselfn, pokial' je lipid syntetizovany de tnvo. V reZime polosuchej kultiv6cie
je synt6za mikrobirilneho lipidu ziivislii na podiele sachitridov v substri{te.



Ak sacharidy sd dostupnd iba v obmedzenom mnoZstve, ako je tomu
u pripravy tempe, kmene rodu Rhizop,us ddinne vyuZfvajri lipidy pre svoj rast.
Vnritrobunkovy lipid preberii 5trukttiru mastnych kyselfn blizku vychodisko-
vdmu substr6tu, pridom dochiidza k miernemu poklesu indexu nenasytenosti.
Naopak, z6stupcovia rodu Monierella s,i schopnf zvy5ovat' nenasytenost'svojho
lipidu dinnostbu desaturiiz produkujric polynenasytend mastnd kyseliny ol-3
radu. Z6roveri doch:idza k re5trukturalizdcii lipidu smerom k ndrastu podielu
dlhoret'azcovych mastnych polynenasytenych kyselfn. PouZijric repkov6 vylisky,
alebo kombinriciu repkovych vyliskov a knipov alebo mtiky z cere6lif sme
dosiahli vytaZnost' kyseliny arachid6novej 3 % hm. vychodiskovdho substrdtu
po 14 dilovej polosuchej kultivdcii.

Na substr6toch s vysokym podielom sacharidov, kultivi{cia na prose alebo
jadmennych knipoch, dt'rchiidza k syntize mastnfch kyselfn co-6 i ro-3 radu.
Obsah kyseliny y-linoldnovej v mikrobiiilnom lipide je pre testovand kmene
v rozsahu 3 -1.17o celkovych mastnfch kyselfn, t Mortierelly isabeliln M14 sme
dosiahlipodiel a 18,6 Vo.Pre kmene rt>du Monierella je zdroveil vy55f vytaZok
mikrobirilneho lipidu 12 - 15 7o hmotnosti vychodiskov6ho substri{tu. Vyhodou
mikroorganizmov rodu Rhizopus oligosporus je ich rychly rast (20 - 40 hod(n)
a zndme aplikdcie v oblasti l'ermentovanych potravfn, kde celkovo niZ5ia
produktivita je vyvdLend potenciiilnou priirmou konzumiicit'ru. Kmene rodov
Thamnidium aCunnhryhamella sivyZadujri dlzku kultivdcie 6 -7 dnLdoumoZn(
zfskat' fermentovany materiiil s obsahom 0,5 - 1 7o hmotnostn6ho kyseliny
y-linoldnovej. Kmene rt-tdu Moflierella po 13 dfiovej kultivdcii naprodukujri
1 - 2 7o kyseliny 1-linolcinovej [ 1 8].

Mortierella alpiln CICIM 185 poskytne po polosuchej kultivdcii na cere6l-
nych materidloch vziivislosti na dlZke kultiviicie, substriite a pc'rdmienkach9 aL

36 mg kyseliny arachid6novej na gram su5iny vychodiskovdho substr6tu,
pridom kyselina arachidclnovd tvorf viac neZ -50 Vo celkovych mastnych kyselfn

[1eI.
Zvyienie produkci e polyn e n asyte nych m as t nych kysel in polosuchou ku l-

tiviiciou vk{knitych hrib moZno dosiahnut':
a) predlLen(m kultivticie,
b) znftenim kultivadnej teploty na 20 - 25 "C),

c) kombiniiciou a) a b) - 14 dilovii kultivticia a skladovanie 7 dnf pri teplotdch
5-10"C,

d) prfdavkom exogdnneho lipidu k Skrobnatdmu substrdtu, di uZ vo forme
drte (s6ja), vyliskov olejnfn (repkovd vylisky), alebo priamo oleja a pro-
duktov jeho spracovirnia (mastnd kyseliny, metylestery mastnych kyselin),

e) optimalizdcic'tu vlhkosti, reZimu tepelnej ripravy substriitu, reZimu aerdcie
a odvodu metabolickdho tepla.

V5etky uvedend moZnosti boli experimentiilne c'rverend a sd patentovo
chrdnend [20].
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rJ isktrvi ho substrdtu. Vyhodou
: ich rvchly rast (20 - 40 hodfn)

p'r.travfn, kde celkovo niZiia
u krrnzuffiiiciou. Kmene rodov
r: kultivi{cie 6-7 dni,doumoZnf
- | Pc hmotnostn6ho kyseliny
dnovcj kultivr{cii naprodukujri

pr.l.'suchej kultivdcii na ceredl-
c. s*hstriite n podmienkach9 ai.
i:.i n'chodiskovdho substr6tu,
, 'i cclkovych mastnych kyselfn

isi:vih kyselfn polosuchou kul-

r skladovanie 7 dnf pri teplotdch

tc:nu substrdtu, di uZ vo forme
s\'t. alebo priamo oleja a pro-
. n:ctvlestery mastnych kpel(n),
iprarv substri{tu, reZimu aerdcie

:nLilne overend a sd patentovo

Bol rozpracovany postup dvojfibovej polosuchej kultivr{cie spracovania
; 'e. repkovych vyliskov, mliita a cereiilnych materidlov, ktory dakd na reali-
-:i.'rrir. Prrlosuchil kultiviicia vkiknitlch hilb delhde Mncoraceae je niidejnot,
-: itLru spracovania obmedzene vyuzitelhych cennfch zdrojov protefnu rastlin-
- r:rr) p6vodu. Napriek svojim fskalium, v procese dochiidza k vyznamn6mu

---.:Zeniu obsahu nielen antinutritivnych liitok, ale i k zvy5eniu striivitelhosti
-..stodnou hydrolyzou biopolymdrov it k obohateniu I'ermentovandho ma-
:::iiilu dieteticky hodnotnym mikrobiiilnym lipidom obsahujticim esencidlne
: .lynenasyten6 mastnd kyseliny.

Produkt polosuchejkultiviicie je moZni, po tepelnej riprave a hygienickom
: ,sdden( pouZit' bud'priamo ako dieteticky doplnok normiilnej potravy I'udf
^.,rspodiirskych zvierat), rtlcbo izokrvany lipid pouZit nepriamo pre tidely

..:itminiz:icie rastlinnych rtlejt-rv a prfpritvu majttniz it dressingov.
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Semi-dry cultivation of fibrous iungi ol Mucoraccec family and biotechnological
production of microbial lipids containing polyunsaluratcd fatty acids

D(]SAN SLI.]GEN

Su mmary. Tlre article provides au overuiew of biotechnological options for lipids proces-
sing, whereby it focuses on stnrctural abundance ol fatty acids in synthetised microbial lipid.
Semi-dry cultivation of filamentorrs fungi of Mrcote(:ea( farnily is presented from the point of
view of fortifi<ntion of ferrnented rnaterial by dietary-valuable polyunsaturated fatty acids.
Resultant conteDt of polyrrnsaturated acids depeuds on ulilized strain. During semi-dry culti-
vation on cereal substrates, with MorTit'rella isabelirta M14 strain the amount of y-linolenic acid
has been increased to 18.6 % and with Moflierella alpina CCM 185 strain tlre amor.rnt of arachidic
acid lns been raised to more than 50 7o of total fatty acids content. (lontent of polyunsaturated
fatty acids in ferrnented substrate is dependent on the portion of sacclraride material
in tlre whole substrate as well as olt the conditi<:ns of cultivation.
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