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Vplyv zlozenia prirodnych substratov na produkciu kyseliny
arachidonovej Styrmi kmenmi rodu Mucoracea

SILVIA STREDANSKA - JAN SAJBIDOR

Sdhrn. Testovali sme niektoré prirodné substrity s moZnostou nahradenia drahych synte-
tickych médif pouZivanych na produkciu fungdlnych lipidov. Z rodov Rhizopus a Mortierella
boli vybrané kinene schopné produkovat kyselinu arachidénovi (20:4). Na pédach s vysokym
obsahom dusika sme zistili dobry rast mycélia s vysokym podielom lipidu (max. 33,1 %)
obsahujiceho az 38 % kyseliny olejovej (18:1). Na médidch s vysokym obsahom uhlika
(s vynimkou zemiakovo-dextrézového) bol rast biomasy a akumuldcia lipidu niZsia, ale mnoz-
stvo kyseliny linolovej (18:2), linolénovej (18:3) a arachidénovej sa zvysilo na tkor kyseliny
olejovej (18:1).

Polynenasytené mastné kyseliny (PUFA), hlavne kyseliny y-linolénovd
(18:3, GLA), dihomo-y-linolénovad (20:3, DGLA), arachidénovd (20:4,
ARA) posobia vo vysSich organizmoch ako prekurzory ldtok so Specific-
kymi biologickymi G¢inkami, eikozanoidov [1,2,3]. Ur¢itd, biologicky in-
dividudlna hladina PUFA je nevyhnutnd pre normdlny rast a vyvoj jedinca
[2,3], preto je potrebné ich prijem zabezpeCit potravou alebo liekmi. Oleje
niektorych rastlin (slneCnica, podzemnica olejnd, s6ja) obsahuji PUFA len
v malych mnoZstvdch [4]. Okrem rias [5] st perspektivnym zdrojom PUFA
aj niz8ie vldknité huby. PredovSetkym rody Enthomophthorales [6] a Mu-
corales [7,8,9] st schopné ich akumulovat v pomerne vysokych koncentrd-
cidch.

Drahé syntetické médid vhodné pre zdkladné vyskumné Stidie nenachd-
dzaju uplatnenie v poloprevddzkovych a previadzkovych rozmeroch. Z eko-
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nomickych dévodov je zaujimavé ich nahradenie lacnymi prirodnymi sub-
strdtmi, resp. odpadmi alebo vedlaj$imi produktami potravindrskych vyrob,
pri zachovani vytaznosti findlneho produktu.

V préci sme sledovali produkciu PUFA niektorymi kmefimi rodu Rhizo-
pus a Mortierella na niekolkych dostupnych prirodnych médidch. Hlavnym
kritériom posudzovania substritov bol vyfaZok niektorej PUFA v mg.]’!
produkovanej za Standardnych podmienok.

Material a metdody

Kmene Mortierella alpina CCF 185, Mortierella elongata CCF 217,
Mortierella parvispora CCF 191, Rhizopus arrhizus CCF 1502 sme ziskali
zo Zbierky kultdr vldknitych hib (CCF, Katedra botaniky, Prirodovedeckd
fakulta Univerzita Karlova, Praha).

Priprava pod

zemiakovda:
200 g zemiakov, 1 | destilovanej vody (d.v.)
zemiakovo-sacharézovd:
0,51 zemiakovej pody, 20 g sacharézy, 0,5 1 d.v.
sladinova:
120 g sladového vytazku, 0,75 1 d.v., pomocou sacharometra riedime
d’alSou d. v. na hustotu 8 %.
kukuricny vyluh:
15 g CSL (corn-steep), 30 g glukdzy, 1 1d.v.

Upravili sme pH na hodnotu 6,5 a vysterilizovali pri 121°C 20 min.
180 ml média sme inokulovali 20 ml vitdlneho mycélia (200 mg suSiny) a
kultivovali v 500 ml bankdch na rotaénej trepacke 7 dni pri 28°C.

Odfiltrované a destilovanou vodou premyté mycélium sme pouzili na ex-
trakciu lipidu metédou podla Folcha [10]. VoIné mastné kyseliny sme
esterifikovali podla Christophersona a Glassa [11] a stanovili plynovou
chromatografiou (CHROM 5, LP Praha) [12].

62




Vysledky a diskusia

Pouzité kmene boli vybraté podla ich schopnosti produkovaf ARA [13].
Zo ziskanych hodndt (tab.1 a 2) vyplyva, Ze mnoZstvo biomasy a vytaZok
lipidu bol najvy33i na pédach s vysokym obsahom dusika, sladinovej a CSL
(corn-steepovej). Zo zemiakovych pdd bohatych na vyuzZiteIny dusik je
s nimi porovnatelné len zemiakovo-dextr6zové médium (maximdlny vyfta-
7ok celkového lipidu 2,3 g.1"' kmefiom M.alpina). Moreton [14] a Ratledge
[15] vo svojich pracach popisuji pozitivny vplyv dusika na rast biomasy a
jeho limit4cie na akumuldciu zdsobného lipidu. Na zvy3nych dvoch typoch
zemiakovych pdd kmene rdstli slabo s malym obsahom lipidu v mycé€liu,
pravdepodobne v dosledku nizkej aktivity ich invertdzy, resp. o-amyldzy.

Pre kultivéciu testovanych kmefiov na sladinovej a CSL (corn-steepove;j)
pdde bol typicky vysoky obsah 18:1 (okolo 50 % z celkovych mastnych
kyselin). Mastné kyseliny s vy33im stupfiom nenasytenosti, najma ARA, si
zastipené vo velmi malych mnozstvich. U R.arrhizus, M.parvispora, M.e-
longata a M.alpina bol detegovany vy3si obsah kyseliny linolovej, GLA a
ARA. Lipid s vysokym percentom ARA (34,0 a 31,3 %) sme dosiahli
kultivdciou M.alpina na zemiakovej a zemiakovo-sacharézovej pode. Ma-
ximdlny vytazok ARA (0,45 g.1'") sme ziskali na zemiakovo-dextr6zovom
médiu, hoci podiel ARA v lipide bol v porovnani s predchadzajicimi podami
nizsi. Ziskané udaje potvrdzuji znacni desaturdzovu a elongdzovi aktivitu
testovanych mikroorganizmov, ktord bola do urcitej miery potlatend pouZzi-
tim pdd s vysokym obsahom dusika.

Z vysledkov je zrejmé, Ze najlepSim producentom ARA je M.alpina a
najvhodnej$im substrdtom porovnatelnym napr. s Czapek-Doxovym mé-
diom (400 mg.I"' ARA) je zemiakovo-dextrézové pdda (450 mg.1"' ARA).

Zoznam skratiek

ARA kyselina arachidénova

DGLA kyselina dihomo-y-linolénova
GLA kyselina y-linolénova

PUFA polynenasytené mastné kyseliny
TFA celkové mastné kyseliny

CSL kukuri¢ny vyluh

d.v. destilovand voda



Tabulka 1. Rast, akumuldcia lipidu, produkcia ARA testovanymi kmefimi
na réznych prirodnych substratoch
Table 1. Growth, lipid accumulation, ARA production by tested strains
on different natural substrates

. Biomasa’ Lipid® ARA

- (8] (8] 1%) . mg/] | [g/g DCW4]
CORN-STEEPOVA PODA®
R.arrhizus 10,1 1, 12,8 4.4 8,0 0,7
M parvisora 9,9 22 232 6,6 29,0 30
M .elongata 10,2 2.1 20,6 6,1 378 37
M.alpina 8.3 1,5 18,9 5.l 36,0 43
SLADINOVA PODA®
R.arrhizus 72 1.4 18,7 32 4.1 0.6
M parvisora 5.3 1.3 235 29 18,5 35
M .elongata 6.3 19 29.8 3.5 7.1 1,1
M.alpina 4.6 1.5 33,1 3.6 16,9 37
ZEMIAKOVA PODA’
R.arrhizus 32 03 8.4 8.2 29 8.1
M parvisora 0.7 0.1 9.2 7.6 1.5 211
M .elongata 20 0,2 8.4 8.3 343 16,9
M .alpina 3,1 04 13.8 7,7 140,9 45,5
ZEMIAKOVO-SACHAROZOVA PODA®
R.arrhizus 1,2 0,1 83 5.1 1.4 1.2
M parvisora 1,0 0.1 10,0 6,0 34 35
M .clongata 1.6 0.1 6,2 6,4 Td 49
M.alpina 2,8 03 10,7 7.9 81,7 29,1
ZEMIAKOVO-DEXTROZOVA PODA’
R.arrhizus 9.9 20 20,0 59 624 6.3
M parvisora 23 0.4 18,7 6,1 33 14
M .elongata 6,1 1.4 22.3 6,5 213.2 349
M.alpina 8,5 23 27,1 4.4 450,2 53,0

1 - Strain, 2 - Biomass, 3 - Lipid, 4 - DCW - dry cell weight, 5 - Corn-steep medium, 6 - Wort medium,
7 - Potato medium, 8 - Potato-saccharose medium, 9 - Potato-dextrose medium.
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Tabulka 2. ZloZenie mastnych kyselin testovanych kmefov na réznych prirodnych substratoch
Table 2. Fatty acid composition of tested strains grown on different natural substrates

ZloZenie mastnych kyselin2

Kme# 160 | 161 | 180 | 181 | 182 | 183 | 204
CORN-STEEPOVA PODA’
R.arrhizus 283 0,9 15,3 48,5 49 1,3 0,8
M parvisora 234 23 8,1 56,7 5.8 2,0 1,7
M_.elongata 19.5 1.9 9.2 493 13,7 4,0 24
M.alpina 20,1 3,9 9.4 49,2 11,8 3. 3.2
SLADINOVA PODA®
R.arrhizus 19,2 2.7 9.8 50,4 12,9 4,6 04
M parvisora 16,6 2.5 8,7 46,8 11.5 6,6 1,9
M .elongata 21,3 19 9.1 54,8 8.1 3,8 0,5
M.alpina 18,9 1,7 11,0 444 17,2 5.3 1.5
ZEMIAKOVA PODA’
R.arrhizus 17,7 1.8 10,7 29,0 27.6 11,9 1.5
M parvisora 154 42 83 25,7 25,9 17,7 28
M elongata 11,0 9,5 49 213 14,4 12,0 26,9
M.alpina 16,6 12 3,2 13,7 19,0 3,7 45,1
ZEMIAKOVO-SACHAROZOVA PODA®
R.arrhizus 19,4 1.1 26,8 31,2 12,1 1,9
M parvisora 20,1 23 10,4 304 21,9 9,7 5:2
M .elongata 22,6 5.6 24 38,7 10,7 1.8 7.9
M.alpina 9,7 4.2 5.4 17,6 17,4 3,8 41,8
ZEMIAKOVO-DEXTROZOVA PODA’
R.arrhizus 17,8 24 122 30,5 18,9 154 29
M parvisora 148 6.5 133 29.8 16,6 143 4,7
M .clongata 18,2 7,1 14,6 258 14,1 10,9 9.3
M.alpina 182 3.5 6,0 30,5 10,6 4,2 27,0

1 - Strain, 2 - Fatty acid composition, 3 - Corn-steep medium, 4 - Wort medium, 5 - Potato medium,
6 - Potato-saccharose medium, 7 - Potato-dextrose medium.
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Do redakcie do$lo 5.12.1992.

Influence of natural substrate composition on arachidonic acid production
by strains of Mucoraceae line

Summary

We tested some natural substrates with the possibility of replacement of expensive sythetic media
used for fungal lipids production. From Rhizopus and Mortierella genera strains have been choosen
that are able to produce arachidonic acid (20:4). On soils with high nitrogen content we discovered
good growth of mycelia with high proportion of lipid containing to the amount of 38 % of oleic acid
(18:1). The biomass growth and accumulation of lipid was lower on high carbon level medium, but
linoleic acid (18:2) and linolenic acid (18:3) level has increased to the detriment of 18:1.
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