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Polosucha kultivdcia vldknitych huib celade Mucoraceae
a biotechnologicka produkcia mikrobidlnych lipidov s obsahom
polynenasytenych mastnych kyselin
DUSAN SLUGEN

Stihrn. Cldnok poddva prehlad biotechnologickych moZnosti spracovania lipidov,
pri¢om sa zameriava na §truktirne zastipenie mastnych kyselin v syntetizovanom mikro-
bidlnom lipide. Polosuchd kultivdcia vldknitych huib celade Mucoraceae je prezentovand
z pohladu obohatenia fermentovaného materidlu dieteticky cennymi polynenasytenymi
mastnymi kyselinami. Vysledny obsah polynenasytenych kyselin zdvisi na pouZitom
kmeni. Pocas polosuchej kultivdcie na ceredlnych substrdtoch vzrastd obsah kyseliny
y-linolénovej na 18,6 % celkovych mastnych kyselin pre kmeni Mortierella isabelina M14
a kyseliny arachidénovej na viac nez 50 % pre kmen Mortierella alpina CCM 185. Obsah
polynenasytenych mastnych kyselin vo fermentovanom substrdte zdvisi na podiele sacha-
ridického materidlu v celkovom substrdte a podmienkach kultivdcie.

Tuky a oleje st vo svete produkované v rozsahu priblizne 6 x 107ton rocne;
vwwznamny podiel z celkovej produkcie (viac nez 2x 10¢ ton rocne) [1] je
spracovany hydrolyzou, alkoholyzou a glycerolyzou - Obr.1. Produkty vietkych
troch reakcif su Siroko vyuZzivané v potravindrskom priemysle, a to bud'priamo,
alebo ako poloprodukty pre vyrobu emulzifikdtorov, arém, atd. Podmienky
pouzivané v komer¢nych procesoch vyuzivaju teploty 240 - 260 °C a vysoké
tlaky, alkoholyza sa uskutocnuje za miernejSich podmienok. Ak oleje obsahuju
vysoky podiel nenasytenych mastnych kyselin, po chemickom spracovan{
si vyZzaduji ndro¢nu purifikdciu redestiliciou. Chemickym spracovanim pri-
chddzame o biologicky najcennejsi podiel lipidického materidlu - polynenasytené
mastné kyseliny.

Koncom osemdesiatych rokov vyznamné svetové firmy patentovali procesy
enzymovej hydrolyzy, transesterifikdcie a syntézy liposacharidov, najma
pre pouzitie ako emulzifikdtory. Dnes redlne beZia komeréné procesy vyroby
mastnych kyselin, enzymovo modifikovanych lecitinov i dalSich povrchovo
aktivnych ldtok pripravenych za tucasti enzymov, trans- a interesterifikdcia
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Obr. 1. Biotransformdcie tukov a olejov.
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Fig.1. Biotransformation of fats and oils.

Rn, Rn’ - fatty acids ends, ROH - alcohol (mostly methanol).
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masla, medicindlnych prepardtov na bdze obohatenia stredneretazcovymi
mastnymi kyselinami pre pacientov s oslabenou ¢innostou pankreasu[1].

Obzvladt intenzivny zéujem je venovany enzymovej katalyze v mikrovod-
nom prostredf s cielom pripravy Sirokej palety esterov mastnych kyselin a sa-
charidov. Rozmach tohoto sledovania bol umozneny uspechom firmy Novo-
Nordisk v oblasti génovych manipuldcii. Prenesenim génov mikrobidlnych
lipdz do dlhodobo zvladnutého producenta Aspergillus oryzae s riadenou ex-
presiou proteinov sa ziskali kmene, ktoré dnes dosahuju viac nez 2 % hmot-
nostnych katalyticky dc¢innej latky v kultivatnom médiu [2]. Takto pripravené
klonované lipdzy su dostato¢ne lacné pre pouZitie do pracich praskov a Cis-
tiacich prostriedkov.

Vychodiskom a tradi¢nou metddou pripravy hydrolytickych enzymov,
véitane lipdz, su polosuché kultivicie vldknitych hib. Na rozdiel od amyliz,
produkovanych najmé rodom Aspergillus a Siroko vyuZivanych v potravindr-
skom priemysle, vlastnosti enzymov a celkova lipolytickd aktivita je lepSia
u rodov Rhizopus a Penicillium. Vychodiskom priemyselnej produkcie
lipolytickych enzymov v minulosti boli kmene Rhizopus oryzae a Rhizomucor
miehei. Dnes sa lipolytické enzymy pouzivaju pri frakciondcii a obohacovan{
rybich olejov s vysokym podielom nenasytenych lipidov pre farmaceutické
aplikdcie [3-5].

Biotechnologické moznosti, mimo enzymovych transformdcii lipidov,
sa pri mikrobidlnej produkecii lipidov obmedzuju na dva procesy:

1. Ndhrada kakaového masla

Ceny kakaovych bobov prezivaju v sucasnosti hiboku depresiu. V Austrilii
bol vyvinuty postup kultivdcie kvasiniek rodu Candida sp. so zloZzenim mikro-
bidlneho lipidu temer identickym s kakaovym maslom [6]. Napriek tomu, Ze
pdvodnt vychodiskovd hranicu rentability za tonu mikrobidlneho lipidu sa po-
darilo znfZit $§tvorndsobne - na 2000 US$ za tonu, dnes je tento proces cenovo
nekompetetivny. Dévodom je nizka cena pravého kakaového tuku a postupy
interesterifikdcie spodnej frakcie palmového oleja s lojom, ¢i inymi nasytenymi
tukmi, a to tak chemickou, ako i enzymovou cestou poskytujice Siroku paletu
nahrad od masla - po kakaové maslo. Nakolko nie je dosiahnuté presné
zastupenie mastnych kyselin, vlastnosti margarinov a nihrad kakaového masla
sa len blizia vlastnostiam svojich prirodnych konkurentov. Margariny maju
znizend teplotu miknutia, no maslu nem6zu nutri¢ne konkurovat ani po vi-
taminizacii, nakolko v nich absentuji niektoré nenasytené mastné kyseliny.
V pripade ndhrad kakaového masla je ddleZity rychly zlom teploty topenia
tuku v ustach, ktory je opdt bezZnymi postupmi len velmi obtiazne
dosiahnutelny. Postupy vychddzajice z ekvivalentnej zmesi mastnych kyselin
(izolovanych alebo vo forme lipidu) sd chemickou cestou neuskutocnitelné.



2. Polynenasytené mastné kyseliny

O vyzname polynenasytenych mastnych kyselin v fudskej vyZive nieto dnes
sporov, mechanizmus ich ucinku v prevencii kardiovaskulirnych ochorent,
liecby zdpalovych procesov a realizacii imunitnej odpovede si vyZiada este
pomerne dlhy ¢as skumania. Nakolko su prekurzormi biologicky vyznamnych
iatok, prostaglandinov a eikozanoidov, maju vplyv na naSu humoralnu sdstavu
i na procesy starnutia. Relativne malé zmeny v potravinovom prijme vyvoldvaju
vyznamné zmeny v krvnom obraze a zdpalovom procese. Na§ organizmus
si nevie syntetizovat v dostato¢nom mnoZstve polynenasytené mastné kyseliny,
najmd -6 radu (napr. kyselina y-linolénovd, dihomo-y-linolénova). Prekur-
zormi su rastlinné oleje s vysokym obsahom kyseliny linolovej, v ktorych je
pritomna len kyselina y-linolénova. Zdrojom vyssich polynenasytenych mast-
nych kyselin ©-3 radu su ZivociSne tuky, mlicko a maslo - kyselina arachidénova
a vyrobky s vysokym podielom rybicho oleja - kyselina eikozapentaénova
a dokozahexaénova. Pre nizku oxidacnu stabilitu sa rybie oleje hydrogenujy,
rybie konzervy obsahuju vidsSinu lipidov vo forme rastlinnych olejov. Fyzio-
logicky ucinok zdvisi spravidla nielen na pomere nasytenych a nenasytenych
mastnych kyselin, ale i pomere w6 : 03 lipidov, veku a zdtazi organizmu.
V naSej vyzive je prijem polynenasytenych lipidov spravidla nedostato¢ny
napriek vysokej konzumdcii Zivo¢iSnych tukov.

Bohatymi zdrojmi cennych polynenasytenych kyselin si semena niekto-
rych rastlin (,,Evening primrose®, bordk lekdrsky, Cierne ribezle); pre ob-
medzené vynosy je cena lipidu bohatého kyselinou y-linolénovou z rastlinnych
zdrojov vysokd; riasy a ich konzumenti - rybf olej - obsahuji vys§ie poly-
nenasytené kyseliny.

Mikrobidlny lipid
s obsahom polynenasytenych mastnych kyselin

Vela druhov mikroorganizmov je schopnych akumulovat vo svojom lipide
stopové mnoZstvd i biologicky cennych mastnych kyselin. Zial, okrem rias, sinfc
a lisajnikov, z vldknitych hub su schopné dosiahnut vyznamny podiel poly-
nenasytenych mastnych kyselin len zdstupcovia Celade Mucoraceae. Trzny
potencidl farmaceutickych prepardtov viedol k vysokému zdujmu o kultivéciu
vldknitych hib rodu Rhizopus a Mucor pre ucely ziskania mikrobidlneho
dietetického lipidu, no pre obmedzend vytaznost produktu v porovnani's na-
kladmi a problémy s izoldciou, purifikdciou a stabilizdciou ziskaného lipidu
obmedzili tento vyskum len do poloprevddzkovej tdrovne [7]. Dnes moZzno
o izeldcii mikrobidlneho lipidu z uvedenych mikroorganizmov uvazovat iba
ako o spracovani odpadového mycélia z inych vyrob na podporu rentability
zékladného procesu, napr. kyseliny L-mlie¢nej [8], alebo spojenim oboch
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procesov stc¢asne (ndhrada kakaového masla so zvySenym podielom kyseliny
+-linolénovej) [9].

Komer¢ne uspesnejSou sa ukdzala kultivicia kmenov Mortierella isabelina
= najmd Mortierella alpina a série jej mutantov s vyS$im podielom lipidu
v biomase, vy$§ou objemovou produktivitou biomasy pri kultivacii na jed-
noduchych sacharidickych pddach [10].

Polosuchd kultivdcia vldknitych hub ¢elade Mucoraceae

Polosuchd kultivacia vldknitych hib celade Mucoraceae je zndma ako
proces pripravy fermentovanych potravin pod ndzvom ,tempe“ a ,tapé®“.
U oboch sa ¢asom vyvinul postup, kde za neaseptickych podmienok je
dosiahnutd biocendza s dominanciou vldknitej huby pri absencii neziaducich
mikroorganizmov.

Tempe proces znamend fermentdciu sdje vldknitymi hubami rodu Rhi-
zopus. Efektom fermentdcie je texturdcia substrdtu do podoby kompaktného
kold¢a, a zdroven Ciasto¢nd enzymatickd hydrolyza biopolymérov zvysSujica
stravitelnost a redukujica obsah antinutritivnych ldtok [11].

Tapé proces vyuziva kultiry rodov Rhizopus a Amylomyces v kombindcii
s kvasinkami rodov Saccharomycopsis a Saccharomyces na pripravu sladko-
kyslého mierne alkoholického produktu z ryze [12].

Vyhodou polosuchych kultivécii vldknitych hib Celade Mucoraceae je
sicasné zniZenie obsahu antinutritivnych latok - najma kyseliny fytoovej a flatu-
lenciu spdsobujicich oligosacharidov [13,14], charakteristickych pre olejniny
a strukoviny s vysokym podielom lipidu. Deklarované zniZenie obsahu glukoz-
inoldtov v praci Baua [15] je, na rozdiel od prezentdcie autormi, désledkom
viac sterilizdcie nez polosuchej fermentacie.

Zmeny v $truktire lipidov pocas polosuchej kultivdcie

Herring a kol. [16] konStatuji, Ze Struktira mastnych kyselin v lipide
z tempe zodpoveda lipidu séje s miernym zniZenim obsahu kyseliny linolovej
a a-linolénovej v prospech kyseliny olejovej a poklesom indexu nenasytenosti.
Po prvykrat je spominand kyselina y-linolénovd, ktorej obsah v tempe pripra-
venom za optimdlnych podmienok nepresahuje 0,8 % vSetkych mastnych
kyselin. Mikrobidlnou fermentdciou sa znizuje celkovy obsah lipidu v séji
v zavislosti na pouzitom mikroorganizme, teplote a dlzke kultivdcie. Po troj-
dniovej kultivdcii klesd na menej ako polovicu vychodiskového mnozstva [17].

Zistili sme, Ze mikroorganizmy ¢elade Mucoraceae si schopné akumu-
lovat lipid s vysokym obsahom nutri¢ne cennych polynenasytenych mastnych
kyselin, pokial je lipid syntetizovany de novo. V rezime polosuchej kultivicie
je syntéza mikrobidlneho lipidu zdvisld na podicle sacharidov v substrate.
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Ak sacharidy sd dostupné iba v obmedzenom mnoZzstve, ako je tomu
u pripravy tempe, kmene rodu Rhizopus ucinne vyuzivaju lipidy pre svoj rast.
Vnitrobunkovy lipid prebera Struktiru mastnych kyselin blizku vychodisko-
vému substratu, pricom dochddza k miernemu poklesu indexu nenasytenosti.
Naopak, zastupcovia rodu Mortierella su schopni zvySovat nenasytenost svojho
lipidu ¢innostou desaturdz produkujic polynenasytené mastné kyseliny -3
radu. Zdroven dochddza k reStrukturalizdcii lipidu smerom k ndrastu podielu
dlhoretazcovych mastnych polynenasytenych kyselin. PouZijic repkové vylisky,
alebo kombindciu repkovych vyliskov a knipov alebo miky z ceredlii sme
dosiahli vytaznost kyseliny arachidénovej 3 % hm. vychodiskového substratu
po 14 dnovej polosuchej kultivicii.

Na substratoch s vysokym podielom sacharidov, kultivdcia na prose alebo
ja¢mennych kripoch, dochddza k syntéze mastnych kyselin ©-6 i ©-3 radu.
Obsah kyseliny y-linolénovej v mikrobidlnom lipide je pre testované kmene
vrozsahu 3 - 11 % celkovych mastnych kyselin, u Mortierelly isabelina M14 sme
dosiahli podiel a 18,6 %. Pre kmene rodu Mortierella je zaroven vyssi vytazok
mikrobidlneho lipidu 12 - 15 % hmotnosti vychodiskového substratu. Vyhodou
mikroorganizmov rodu Rhizopus oligosporus je ich rychly rast (20 - 40 hodin)
a zname aplikdcie v oblasti fermentovanych potravin, kde celkovo niZ§ia
produktivita je vyvdZend potencidlnou priamou konzumdciou. Kmene rodov
Thamnidium a Cunninghamella si vyzadujd dizku kultivécie 6 - 7 dnf, éo umoZn{
ziskat fermentovany materidl s obsahom 0,5 - 1 % hmotnostného kyseliny
y-linolénovej. Kmene rodu Mortierella po 13 dnovej kultivédcii naprodukuju
1 - 2 % kyseliny y-linolénovej [18].

Mortierella alpina CCM 185 poskytne po polosuchej kultivicii na cereal-
nych materidloch v zdvislosti na dlzke kultivdcie, substrdte a podmienkach 9 az
36 mg kyseliny arachidénovej na gram susSiny vychodiskového substratu,
pri¢om kyselina arachidénova tvori viac nez 50 % celkovych mastnych kyselin
[19].

Zvysenie produkcie polynenasytenych mastnych kyselin polosuchou kul-
tivdciou vldknitych hib mozno dosiahnut:

a) predizenim kultivicie,

b) zniZenim kultivacnej teploty na 20 - 25 °C,

¢) kombindciou a) ab) - 14 diiovd kultivdcia a skladovanie 7 dnf pri teplotdch
5-10°C,

d) pridavkom exog€nneho lipidu k Skrobnatému substratu, ¢i uz vo forme
drte (séja), vyliskov olejnin (repkové vylisky), alebo priamo oleja a pro-
duktov jeho spracovania (mastné kyseliny, metylestery mastnych kyselin),

e) optimalizdciou vlhkosti, reZimu tepelnejdpravy substratu, reZimu aerdcie
a odvodu metabolického tepla.

Vsetky uvedené moznosti boli experimentdlne overené a si patentovo
chranené [20].
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Bol rozpracovany postup dvojfdzovej polosuchej kultivicie spracovania
< e, repkovych vyliskov, mldta a ceredlnych materidlov, ktory ¢akd na reali-
zatora. Polosuchd kultivdcia vldknitych huib celade Mucoraceae je nadejnou
-estou spracovania obmedzene vyuZitelnych cennych zdrojov proteinu rastlin-
~<ho povodu. Napriek svojim uskaliam, v procese dochddza k vyznamnému
zniZzeniu obsahu nielen antinutritivnych ldtok, ale i k zvySeniu stravitelnosti
Zastoénou hydrolyzou biopolymérov a k obohateniu fermentovaného ma-
teridlu dieteticky hodnotnym mikrobidlnym lipidom obsahujicim esencidlne
nolynenasytené mastné kyseliny.

Produkt polosuchejkultivdcie je mozné, po tepelnejdprave a hygienickom
nosudent, pouzit bud priamo ako dieteticky doplnok normadlnej potravy ludi
hospoddrskych zvierat), alebo izolovany lipid pouZit nepriamo pre ucely
.itaminizacie rastlinnych olejov a pripravu majonéz a dressingov.
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Semi-dry cultivation of fibrous fungi of Mucoraceac family and biotechnological
production of microbial lipids containing polyunsaturated fatty acids

DUSAN SLUGEN

Summary. The article provides an overview of biotechnological options for lipids proces-
sing, whereby it focuses on structural abundance of fatty acids in synthetised microbial lipid
Semi-dry cultivation of filamentous fungi of Mucoraceae family is presented from the point of
view of fortification of fermented material by dietary-valuable polyunsaturated fatty acids
Resultant content of polyunsaturated acids depends on utilized strain. During semi-dry culti
vation on cereal substrates, with Mortierella isabelina M14 strain the amount of y-linolenic acic
has beenincreased to 18.6 % and with Mortierella alpina CCM 185 strain the amount of arachidic
acid has been raised to more than 50 % of total fatty acids content. Content of polyunsaturatec
fatty acids in fermented substrate is dependent on the portion of saccharide materia
in the whole substrate as well as on the conditions of cultivation.
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