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Mikrobidlna priprava monaskovych farbiv
a ich potravinarske aplikacie

DUSAN SLUGEN - MARIA STURDIKOVA - MICHAL ROSENBERG

SUHRN. Stucasny stav poznatkov o mikrobidlnej produkcii pigmentov vldknitymi hubami
Monascus sp. je prehladne spracovany. Clanok poddva prehlad o zdklade substratovej re-
guldcie produkcie pigmentov a diskutuje perspektivne smery aplikdcie takychto produk-
tov do potravin. ZvldStna pozornost je venovand moznosti aplikdcie monaskovych pig-
mentov z hladiska hygieny a toxikoldgie, nakolko mdzu byt povazované za nové aditiva
prirodného pdvodu s dosial neukoncenym legislativnym procesom. Vytazky, objemova
produktivita i cena pigmentov pripravenych v rezime polosuchych kultivacif jasne preva-
Zujui nad submerznym procesom. Vyhody a nevyhody oboch rezimov kultivdcie su po-
rovnavané.

Legislativne obmedzenia ¢ervenych syntetickych farbiv stimulujui zdujem
o farbivd prirodného pdvodu. Spomedzi farbiv syntetizovanych mikroorga-
nizmami maju prakticky potravindrsky vyznam najmaé farbivd karotenoidné
a pigmenty syntetizované vldknitymi hubami rodu Monascus. Kym situdcia
na trhu karotenoidnych latok ako prekurzoru (-karoténu je jasna (syntetic-
kému B-karoténu mikrobidlny cenovo konkurovat nevlddze, pretoze jeho
hlavné pouzitie je do kfmnych zmesi), pre monaskové pigmenty neexistuje
syntetickd alternativa. Vyhodou monaskovych pigmentov je ich zvySena ter-
mostabilita v porovnani s rastlinnymi farbivami.

Pigmenty produkované rodom Monascus

Huby rodu Monascus patria do triedy Ascomycetes, ¢elad Aspergillaceae.
Tvorba pigmetov nie je nevyhnutnym znakom tohoto rodu. U niektorych
kmenov schopnost tvorby pigmentov absentuje, alebo sa obmedzuje len
na ZIté sfarbenie. Za podmienok nevhodnych pre tvorbu pigmentov, nie su
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tieto syntetizované. V prirode sa s nimi stretdvame ako kontaminantami
na povrchu sildz{ a pri aerébnom rozklade materidlov obsahujucich Skrob.
Tvorbu farbiv ovplyviiuji pH, aminokyseliny v kultivaénom médiu,
teplota kultivdcie a intenzita aerdcie kultivacného média s optimom teploty
30 °C pre tvorbu pigmentov [1]. Vytvorené pigmenty su polyketidového
charakteru. Molekuldrna Struktira Siestich z nich, podla [2,3] je na obr. 1.
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OBR. 1. Struktiira a farba zakladnych pigmentov rodu Monascus.
F1G. 1. Structure and colour of basic Monascus sp. pigments.
1 - ankaflavine (yellow), 2 - monascine (yellow), 3 - monascorubine (orange), 4 - rubropunc-
tatine (orange), 5 - monascorubramine (red), 6 - rubropunctamine (red).
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Farebné spektrum pigmentov obsahuje tri maxima: pri 400, 470 a 500 nm.
Prvé zodpoveda zltym pigmentom, druhé oranzovym a tretie cervenym. Ich
pomer zdvisi od podmienok, za ktorych sa kultivicia uskutoc¢nila, od pou-
zitého zdroja uhlika a dusika. Predpoklada sa, Ze spolo¢nym prekurzorom je
oranzovocerveny monascorubrin. Nizke pH a nedostatok kyslika favorizuje
tvorbu zltych pigmentov (redukované formy), neutrdlne pH je optimdlne
pre syntézu cervenych pigmentov. Stimula¢ne na biosyntézu Zltych pigmen-
tov poOsobi polypeptdon, aménne soli podporuju produkciu oranzovych.
Na zvySenu tvorbu ¢ervenych spolu so zltymi su vhodnym pridavkom amino-
kyseliny, kvasni¢ny autolyzdt a glutaman. Absorp¢né spektrd sa mozu pocas
kultivdcie menit, ich zmena byva Casto sposobena posunom pH [4].

Farebné spektrum sa moze posuntit i dosledkom mutdcii. Boli izolované
mutanty produkujuice ZIté pigmenty s absorpénym maximom 370 nm [5].

PouZitie pigmentov rodu Monascus

Huby rodu Monascus boli pouzivané velmi dlho pre produkciu potravi-
narskych farbiv. NajznamejSie mikrobidlne farbiva su produkované skupinou
Monascus anka a Monascus purpureus [6,7].

V literature je popisané vyuzitie takychto farbiv pre rozlicné vyrobky.
NajrozsirenejSimi tradi¢nymi aplikdciami su farbenie likérov a alkoholickych
napojov, rastlinnych proteinov, ako aditivne tabletky pre potraviny, su tieZ
sucastou tradicnej Cinskej mediciny. Nové aplikdcie otvdra derivatizacia
vychodiskovych Struktir pigmentov [8].

Rastlinné syry (,,tofu®), fermentované hubou Monascus sp. (,,sufu“ alebo
,tofuyo®) majt v juhovychodnej Azii a Japonsku temer rovnaké miesto ako
plesniovo zreté syry Zdpadu. Pri fermentdcii sa vyuziva proteolyticky a amy-
lolyticky aparat hub Amylomyces rouxii a Monascus sp. v chranenych pod-
mienkach ndlevu so znizenou aktivitou vody [9].

Fermentdcia syra v nédleve pripravenom z monascového koji neznamena
len hydrolyticku degraddciu polymérov za ucelom dosiahnutia sladkej chuti
s masovou prichutou, ale i produkciu chutovych a vonovych latok dodévaju-
cich produktu osobitne lahodnu arému. Vona je tvorend estermi pochddza-
jucimi z destilatu ryZového vina pouZitého pri priprave nalevu a sucasne ¢in-
nostou protedz a lipdz z monascového koji. Amylolyticky enzymovy komplex
mdze pochadzat z Amylomyces rouxii, no postacuju i amylazy rodu Monascus
[9]. Sprievodnym znakom je Cervenkasta farba produktov doddvajica biele-
mu tofu tén blizky méasovym vyrobkom.
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Tradi¢nou doménou vyuZitia monascového koji je vyroba ,ang-kak®
likéru. Naprodukované amyldzy v koji po zaliati vodou a inokuldcii osmofil-
nymi kvasinkami Zygosaccharomyces rouxii vytvoria alkoholicky produkt
podobny ryzovému vinu. Na rozdiel od ryZzového vina je pouzitej vody mene;j.
Cinnostou amylaz vznikne sladky kaSovity roztok dextrinov a glukézy, ktory
svojou nizkou ay zabrani uplnej konverzii na etanol, takze vysledny produkt
mad sladkd chut. NavySe, pigmenty z koji si vo vyslednom roztoku vdaka
rasticej koncentrdcii etanolu pritomné v rozpustenej podobe, ¢o doddva
ndpoju oranzovo-¢ervenu farbu. Pije sa po filtracii ako aperitiv bud priamo,
alebo sa konzervuje pridavkom malého mnoZstva destildtu awamori.
Pripisuju sa mu preventivno-liecivé ucinky [10].

Farbiaca mohutnost ankaku je blizka suSenej ¢ervenej paprike. Farebné
spektrum s dvoma maximami pri 400 a 500 nm je priaznivejSie nez u papriky,
a tak neprekvapuje usilie o zavedenie monaskovych pigmentov vSade tam,
kde sa pouZziva Cervena paprika a nie je nevyhnutnd paprikova chut.

Intenzivne je Studovanda mozZnost aplikdcie cervenych pigmentov
do mésovych vyrobkov, najma do mikkych saldm. Pouzivaju sa ako Ciasto¢na
nahrada dusitanov pri vyfarbovani méasovych vyrobkov bez nepriaznivého
dopadu na senzoricku kvalitu a farebnu stabilitu [11,12]. Farebnd stabilita
po nékroji ziskanych produktov je vyrazne lepSia. Antimikrobidlnu aktivitu
extraktov uplatiujicu sa v mdsovych vyrobkoch je potrebné posudzovat
obzvlast opatrne. Pod ndzvom ,Cervend ryza“ boli dovezené preparaty
odskusané ako aditiva do mékkych tepelne upravovanych vyrobkov
i na Slovensku.

V buducnosti namiesto fermentovaného materidlu obsahujiceho pig-
menty mozno predpokladat aplikdcie bud precistenych alebo derivatizo-
vanych prepardtov vo forme krystdlov, oleorezinov alebo vo vdzbe na nosice.
Nizka rozpustnost pigmentov vo vode (okrem cervenych) favorizuje deriva-
tizaciu pred purifikdciou.

Derivatizdcia pigmentov cez vdzbu na chitézan vedie k termostabilnym
produktom vhodnym na extrizne farbenie sdjovych produktov. Deriva-
tizdcia cez etanolamin umoziuje farbit likéry a vermuty na cerveno, ¢im sa
blizime k tradi¢nej aplikdcii monaskového koji na ,ang-kak®“ likér
a ,metaiuzu“. Derivatizdcia vizbou na galaktézamin umoznuje pripravovat
zaujimavo sfarbené minerdlne vody [13]. Chitin-viazané Cervené pigmenty
mozno s vyhodou aplikovat na farbenie jogurtov [13].

Zaujem mliekdrni podnietil Stidium produkcie farbiv na srvatke, av§ak
kultivdcia nepriniesla o¢akavané vysledky. Vysoky obsah proteinov v sladke;j
srvatke inhibuje produkciu pigmentov. ZvySenie mnozstva celkovych i roz-
pustnych pigmentov mozno dosiahnuf ultrafiltraciou srvatky alebo jej
zriedenim roztokom Skrobu [14].
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Matsunaga [15] patentoval pripravu bioaktivneho ¢erveného ovocného
octu kokultivaciou Monascus sp. s osmofilnymi kvasinkami produkujicimi
etanol v pritomnosti octovych baktérii.

Schopnost konvertovat nizSie mastné kyseliny na vonové metylketony je
u rodu Monascus porovnatelna s Penicillium roqueforti [16], a tak mozno
predpokladat i aplikdcie v syrarstve. Struktiira mastnych kyselin v mikrobial-
nom lipide je blizka zloZeniu lipidov rodu Aspergillus so strednym stupriom
nenasytenosti a s dominantym obsahom kyseliny olejovej a linolovej, ktoré
spolu tvoria vySe 70 % vSetkych pritomnych mastnych kyselin [14,17].

Biologicky aktivne sekundarne metabolity rodu Monascus

Obmedzenie rozsahu potravinarsky vyuZitelnych farbiv ako i rastici zdu-
jem o latky prirodné zvySili zdujem o pigmenty rodu Monascus. Katego-
rickou poZiadavkou pre potravindrske aplikdcie vlaknitych huib je absencia
toxinov a biologicky aktivnych ldtok.

V rozpore s touto poZiadavkou tradind ¢inska medicina uz po starocia
vyuziva ¢ervend ryZu na konzervdciu potravin a liecbu ¢revnych a obehovych
tazkosti [18]. Objav antibakteridlnej aktivity [18,19] kmeniov rodu Monascus
mozZe Ciastocne vysvetlit podstatu biologickej aktivity fermentovanych pro-
duktov. Kaio [20] ukdzal, Ze pigmenty su netoxické pre mysi a potkany.
Metabolity kmenov rodu Monascus maji pozitivny ucinok na zniZenie
a upravu hladiny krvného cholesterolu [21] a sd dalej intenzivne Studované
[22,23].

Bola izolovana antibakteridlna aktivita dvoch kmenov rodu Monascus,
ktord bola nazvand monascidin A Wongom a Bau [18]. Monascidin A bol
neskdr identifikovany ako citrinin na zdklade rdznych analytickych metdd
[24]. Citrinin je neurotoxicky metabolit produkovany mnohymi hubami a md
teratogénne ucinky. PretoZe citrinin je toxicky, je ddlezité, aby pri produkcii
cervenych pigmentov rodom Monascus pre potravinarske ucely boli selekto-
vané kmene neprodukujice citrinin a upravené podmienky kultivacie
a izoldcie pigmentov tak, aby sa v maximdlnej miere znizZilo mozZné riziko
[25-27].

Spomedzi sekundarnych metabolitov bol minimdlne u troch preukdzany
inhibi¢ny ucinok na rast baktérii. OranZové pigmenty, monascorubrin
a rubropunctatin vykazuju v koncentrdcii 0,5 mg/papierovy disk o priemere
8 mm inhibi¢ni zénu za pouzitia testovacich kultir Escherichia coli
a Bacillus subtilis o priemere 12,5, 13,4 mm resp. 14,9, 13,6 mm. Z ankaku
bol izolovany i dalsi bezfarebny o,B-nenasyteny y-lakton poskytujici zony
10 a 10,2 mm [28].
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Uskutocnili sa toxické Stidie monaskovych pigmentov, ale ich toxicity
neboli dostato¢ne jasne definované. Akutna ordlna a intraperitonedlna toxi-
cita je LDso 33,3 g a 8,7 g.kg! vahy tela. Niektoré komer¢né preparaty pig-
mentov maju zvySeny efekt na pecenové enzymy potkanov vo fetdlnom
Stddiu dolezité pri detoxikacnych procesoch [29]. Pri testoch laboratdrne
pripravenych prepardtov na kuracich embryach bola detegovana ich muta-
genicita a teratogenicita [26]. Z hladiska aplikdcii je pozoruhodné, Ze u sub-
merzne produkovanych pigmentov su vedlajSie bioaktivne tcinky pozoro-
vané CastejSie nez u pigmentov pripravenych inym spdsobom.

Toxicky ucinok produktov fermentdcie mozno odstranit:

a) odstranenim toxickych produktov pri izoldcii Cistych pigmentov,
b) derivatizdciou toxickych komponentov [3].
¢) vyberom netoxickych kmenov a mutaénym $lachtenim.

Mutaénym S§lachtenim zameranym na zvySenie podielu ¢ervenych pig-
mentov mozno pripravit kmene iba so stopovou antibakteridlnou aktivitou,
¢o sa uz opakovane podarilo nezavislym skupindm vyskumnikov [11].
Otvorenou zostdva otdzka legislativy produktov ziskanych pouzitim muto-
vanych a geneticky manipulovanych kmenov ako potravinového aditiva.

Aplikdcia pigmentov rodu Monascus do potravin, zvla$t do mdésovych
vyrobkov [11,12], je podmienend ddkladnym testovanim na sprievodné
vedlajsie ucinky, ktoré mozno u sekunddrnych metabolitov o¢akavat, obzvlast
ak nejde o Cistu latku, ale o zmes derivatov jednej zdkladnej Struktury.

Zaujem o hladanie sekunddrnych metabolitov diskvalifikujucich potravi-
ndrske pouzitie niektorych produkénych kmenov je dokladom rastucej
komercionalizécie ich pouzitia. Pripomina situdciu spred 20-tich rokov
v oblasti plesnovozretych syrov a trvanlivych saldm, kde firemne akvitizo-
vané hladanie schopnosti produkcie citrininu u kmenov Penicilii viedlo
k vyraznej redukcii poc¢tu kmenov vyhovujucich i najprisnejSim kritéridam.
Firma, ktord tito akciu iniciovala, mala pripravené Styri kmene - polovicu
zo vSetkych kmenov, ktoré v teste uspeli [30,31].

Substriatova reguldcia biosyntézy pigmentov rodom Monascus

Syntéza sekundarnych metabolitov je spravidla spojend so substrdtovou
limitdciou rastu, indukciou sporuldcie a prebytkom hexoz utilizovanych pre-
vazne Embden-Meyerhof-Parnas-ovou drahou vstupujicou do Krebsovho
cyklu. Pre syntézu zdsobnych Struktir a metabolitov s vysokym stupiiom
nenasytenosti je potrebny prebytok redukovanych nikotinamidfosfatovych
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prendSacov, ktorych tvorba je stimulovand hexdzamonofosfatovou drdhou.
Pre tvorbu cyklickych metabolitov je ziaduca vysokd dostupnost kyslika.
Syntéza pigmentov rodom Monascus je pozitivne korelovand s rastom
mycélia a glukézovou limitdciou, negativne sa viaze s nedostatonym trans-
portom kyslika.

Vplyv zlozenia kultivacného média
na produkciu pigmentov rodom Monascus

Na produkciu pigmentov vyznamne vplyva zdroj dusika. Casto pouzivané
su peptén a amonne i6ny. V maltézo-amodniovej kultire bolo produkované
priblizne trikrat viac ¢ervenych pigmentov ako v glukézo-amoniovej, kde sa
prednostne produkovali zIté pigmenty. V glukdzovej kultire sa v médiu
nahromadila velkd koncentrdcia etanolu, pri maltéze len mélo. PouZitim
peptonu sa u maltdzy este zvySila konecnd koncentrdcia biomasy a pigmen-
tov, zatial ¢o u glukdzy sa prednostne produkoval etanol. Inicidcia respiro-
fermentativneho metabolizmu v submerznej aerébnej kultire Monascus pur-
pureus s vysokou koncentrdciou glukézy by mohla vysvetlit pritomnost
etanolu a nizky pozorovany rastovy vytazok. Pretoze Monascus purpureus je
neschopny anaerdobneho rastu na glukoze a produkuje etanol aj za pod-
mienok vysokej koncentracie kyslika, mohol by byt zaradeny do kategdrie
Crabtree-negativnych, respirdciou limitovanych mikroorganizmov [32].

Pre produkciu pigmentov rodom Monascus je potrebny dostatok glukozy
a sucasne i prebytok dusika pre tvorbu vodorozpustnych pigmentov zalo-
Zenych na inkorpordcii aminodusika do skeletu pigmentu a tym solubilizacii
hydrofébnych retazcov [33]. Existuju velké rozpory v publikovanych pracach
v stivislosti s najleps$im uhlikatym zdrojom pre produkciu ¢ervenych pigmen-
tov hubou Monascus purpureus. Okrem tradi¢nych ryzovych substratov bolo
navrhnuté velké mnozstvo Skrobnatych substratov pre polosuchu i sub-
merznu kultivdciu. Pre submerznu je to hlavne maltdza, rozpustny Skrob
a glukdza [25,34,35].

Vysoky prebytok glukdézy vedie k produkcii etanolu pdsobiaceho
inhibi¢ne na tvorbu pigmentov [36]. Hranica medzi produkciou pigmentov
a tvorbou etanolu lezf medzi 6-9 % hm. pociato¢nej koncentrdcie glukdzy
v médiu. Malé mnozZstva vytvorené¢ho etanolu mozu byt spiatne konvertované
na pigment, ¢o naznacuju vysledky Wonga [37], ktory pri statickej tekutej
kultivdcii zistil po 15 dnoch trojndsobnu produkciu biomasy a pigmentu
pri pociato¢nej koncentracii glukézy 15 % oproti 4 % cukru. Casovy priebeh
tvorby biomasy nie je v praci popisany.
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Vysledky experimentov [32] potvrdzujd, Ze nizka koncentrédcia glukozy
vedie k velkej produkcii biomasy, pri vysokej pociatocnej koncentracii je
produkovany etanol a prevazne zIté pigmenty. NajviacSie mnozstvo pigmen-
tov bolo naprodukovanych v médiu s udrZiavanou hladinou glukdzy
do 20 g.I-L.

Na koncentrdciu glukozy v prostredi vyrazne vplyva aktivita amylolytic-
kych enzymov, najmé glukoamyldzy, ktord kulminuje okolo siedmeho dna
kultivacie na ryzi [9,36,38]. Aktivita glukoamylazy je regulovand pociato¢nou
vlhkostou substratu a pridavkami vody tak, aby koncentricia glukdzy v sub-
strate nepresiahla 6 %, ¢o tvori tajomstvo tradi¢nej polosuchej vyroby farbiv.
K tomuto zdveru vedu préace lizuku [39], Pichayangura [40], Yasudu [9]
Mentu [14], ktori Studovali aktivitu amylolytickych enzymov - amyldzy,
glukoamyldzy a protedz - Steinkrausa [41], Kittikuma [42], Nishikawu [43]
a Lotonga [36]. Obidenim inhibicie tvorby pigmentov glukézou je kultivdcia
na maltitole [44].

Pre ekonomiku produkcie pigmentov je dolezitd vysokd rychlost rastu
a produkcie. Syntéza biomasy je ovplyviiovand pritomnostou organického
alebo anorganického zdroja dusika a vhodnym pH. Optimdlne pH pre rast
je okolo 6,0, pri pH 4,0 dochddza k inhibicii, pri pH 2,5 je rast temer zasta-
veny. Zdroven je zndma zavislost medzi pH, mnoZstvom a kvalitou pigmen-
tu. Pre tvorbu Cervenych pigmentov je optimdlne pH 6,5, pre ZIté pigmenty
je to nizSie pH, okolo 4 [45]. Nizke pH favorizuje tvorbu monascorubrinu
a rubropunctatinu oranZovej farby na ukor ¢ervenych konjugacnych produk-
tov s aminokyselinami a peptidmi ¢i chitinom. Poznanie tejto zdvislosti vied-
lo k patentovej ochrane dvojstupniovej kultivacie pri pH vy$Som ako 4
pre rast a pre pH nizSom ako 4 pre produkciu pigmentu [46,47]. Takto
pripraveny produkt je vhodny pre pripravu farbiv definovanych Struktur [13].

Pocas kultivacie dochddza k samovolnej alkalizdcii média az na pH 8,0.
Amonne soli ako zdroj dusika svojou utilizdciou vedu k acidifikdcii a tak
predlzuji produkciu pigmentu. Aminokyseliny v médiu podporuju rast,
na ich pritomnosti zavisi rychlost alkalizdcie, kvalita pigmentov i vytazku.
VoIné aminokyseliny v médiu vyzaduju regulaciu pH, sposobuju ndrast roz-
pusteného pigmentu a zniZenie celkového mnozstva vyprodukovaného pig-
mentu [33]. Optimdlny pomer C/N je pre minerdlne pody s amoniakdlnym
zdrojom dusika v rozmedzi 1:100 az 1:200, kde pigment tvori az 25 % suSiny
mycélia [37].

Pridavok glutamdtu, glycinu alebo leucinu k bunkdam v staciondrnej faze
rastu vedie k tvorbe Specifickych vodorozpustnych ¢ervenych pigmentov, zod-
povedajucich exogénnym aminokyselindm. Tieto pigmenty maju retencné
Casy totozné s Cervenymi derivatmi pripravenymi chemicky z oranZovych pig-
mentov v metanol-fosfitovom tlmivom roztoku pri pH 7 [48].
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Vplyv mikroelementov

Prakticky zdujem o produkciu pigmentov rodom Monascus viedol
k prekvapivo malému poctu prdac zaoberajucich sa kultiviciou na jedno-
duchych definovanych médidch.

Z minerdlnych solf md zna¢ny vyznam zinok. Pritomnost zinku v médiu
inhibuje rast a zdroven stimuluje Specificki produkciu pigmentov [49].
Optimdlna koncentrdcia zinku v podobe ZnSOg4 je pre tekuté média
0,035 mmol.I'! (10 mg ZnSO4.7H20 v 1 dm3 média). Zelezo je pre rast a pro-
dukciu pigmentov potrebné v stopovych mnozZstvdach, za postacujicu kon-
centraciu mozno povazovat 0,036 mmol.I'! (10 mg FeSO4.7H20 v 1 dm3)
[50]. Draslik nad koncentraciou 6,3 mmol.I"! nema vplyv na rast a produkciu
pigmentov, pri nizSich hladindch je produkcia pigmentov zniZzend. Sodik sa
v médidch spravidla nevyskytuje a ak, tak v malych mnoZstvich, takze
mozno prepokladat, Ze jeho uloha pre produkciu pigmentov nie je dolezit4.
Zaujimavy synergizmus bol pozorovany pre i6ny horc¢ika v kombindcii s fos-
forom. Nedostatok horcika alebo fosforu inhibuje rast a tym i tvorbu pig-
mentov. Tradi¢né médid su spravidla limitované hor¢ikom pri prebytku fos-
foru, takZe so zvySovanim koncentrédcie horcika stipa i celkovd produkcia
pigmentov takmer linedrne, kym sa nedosiahne limitacia fosforom, zvySenim
koncentrdcie fosforu stipa celkovd produkcia v zdvislosti na koncentrécii
horc¢ika dalej, kym sa nestane limitujucim uhlik alebo dusik. Optimélnou
kombindciou je 32 mmol.I'1 MgSO4 a 31 mmol.I'! fosfdtov, alebo prebytok
jedného z tychto dvoch prvkov pri zachovani doporucenej koncentricie
druhého [50].

Vplyv kyslika

Parcidlny tlak kyslika a oxidu uhli¢itého vyrazne ovplyviiuju produkciu
pigmentov, menej vyrazne je ovplyvneny i rast. Monascus purpureus posky-
tuje maximalny vytaZok pigmentov pocas SSF kultivdcie na ryzi v uzavretych
priestoroch pri pO2 blizke 0,05 MPa, ¢o je viac neZ dvojndsobok atmosfe-
rického tlaku. Vysoka koncentrdcia COy inhibuje produkciu pigmentov,
kompletnd inhibicia nastdva pri pCO2 = 0,1 MPa. Pri pO; = 0,05 MPa
a pCO2 = 0,02 MPa bol zaznamenany najvyssi vytazok pigmentu [51].
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Nadprodukcia pigmentov rodom Monascus

Hydrofébna povaha pigmentov znamend, Ze vac¢Sina pigmentov je viazand

v mycéliu. Uspesné postupy v zvyseni produktivity spoéivaji v ovplyvneni

transportu intraceluldrnych pigmentov do média:

a) pridavkom solubilizujuicich latok tvoriacich s pigmentami vodorozpustny
komplex (aminokyseliny, glutamat sodny, chitin [33,50]),

b) zvySenim permeability bunky pridavkom neiénovych detergentov alebo
rastlinnych olejov [52],

¢) mutacnym zvySenim permeability bunkovej steny - stimuldcia excizie
vnutrobunkového obsahu,

d) selektivnymi inhibi¢nymi prekurzormi tvorby pigmentov [53],

e) vhodnou dizkou kultivdcie zahriiujiicou ¢iastoénu autolyzu buniek.

Bola patentovand produkcia kryStalickych pigmentov submerznou kul-
tivaciou rodu Monascus pomocou induktorov ako su Tween 20, 40, 60, 80
a rOzne rastlinné oleje [52].

Vysledky publikovanych experimentov ukazuju, Ze na zlepSenie vytazku
pigmentov mozu byt pouZzité rézne druhy mutagénov: z fyzikdlnych je to
UV svetlo [54], gama lice, z chemickych N-metyl-N-nitrézoguanidin a etyl-
metanosulfondt. NajlepSia stabilita mutantov bola pozorovana pri ozarovani
UV svetlom. Optimdlna expozicia na zvySenie vytazku zltého pigmentu
oproti rodicovskému kmenu bola 20 minit. Porovnanim spektier bolo zis-
tené, Ze zatial ¢o rodiCovsky kmen ma dve absorpéné maxima pri 420
a 500 nm, mutant ma len jedno maximum pri 370 nm. Znamend to zmenu
farby z Cervenej na zltu [5].

Uspesné boli izol4cie hyperproduktivnych mutantov indukovanou muta-
ciou N-metyl-N-nitro-N-nitrézoguanidinom alebo RTG Ziarenim [13,37].

Porovnanie polosuchej a submerznej produkcie
pigmentov rodom Monascus

Tradicnym spOosobom produkcie pigmentov vldknitymi hubami rodu
Monascus je polosuchd fermentdcia na ryzi. Na rozhrani polosuchej a sub-
merznej kultivdcie stoji rolerovy postup produkcie v tekutej pode prindsaju-
ci zlepSenie v objemovej produktivite blizkej SSF procesu [55].

Pokusy o adsorbciu pigmentov pomocou polymérnych zivic skoncili
neuspesne [49]. Pri kultivacii na hydrogéloch - uputand kultivacia, kde sa
prejavuje limitdcia transportu latky, pridavok adsorbentu zniZoval inhibiciu

164



Roc¢. 36, 1997, ¢. 3, s. 155-169

produktom a zvySoval maximdlny vytaZzok pigmentu [56]. ZvySenie produk-
cie pigmentov je dosledkom zmeny fyziologického stavu kultiry imobiliza-
ciou a tym jej priblizenim podmienkam SSE. Podobné zdvery mozno urobit
z experimentov Maka [55] z rolerovej kultivicie na tekutych podach.
Za optimélnych podmienok (2 rpm, 28 °C), vzrastd mnozstvo ¢ervenych pig-
mentov 10-ndsobne, t.j. na uroven polosuchej produkcie. Rolerova kultiva-
cia na tekutej pode sa tak blizi k uputanému rastu na stenach flase s pe-
riodickym zmdacanim zivnym roztokom.

Usilie o submerzni produkciu nardza na mnoho komplikécif: biologicky
cyklus vldknitej huby, regulovand nizka koncentrdcia glukdzy, potreba
aminokyselin v médiu a ich reguldcia, posobenie striznych sil v konflikte
s ndro¢nostou na prestup kyslika i pomerne dlhd doba aseptickej kultivacie.
Spravy o celkovych produktivitdch tvorby pigmentov viac nez 150 J500.cm-3
dosiahnutych submerznou produkciou si vzacne, pric¢om dizka kultivécie
spravidla presahuje 7 dni. Vytazok biomasy byva nizky. Zaujimavym momen-
tom je prepocet objemovej produktivity tvorby pigmentov na gram suchej
biomasy, kde sa uroven bliZi polosuchym kultivdcidm. Na sfarbenie a fareb-
né jednotky vyznamne vplyva pouzité extrak¢éné Cinidlo [57].

Celkova i objemovd produkcia pigmentov kultirami rodu Monascus
pri polosuchej kultivacii je o jeden rad vySSia nez na tekutych podach.
Komer¢ne dostupné prepardty obsahuju viac ako 500 J500 ¢ervenych pig-
mentov na gram susiny [48], niekedy dokonca 2000 J500.g-1, ¢isté mycélium
s pigmentom moze obsahovat vyse 5000 J v grame susiny [50]. Dizka kul-
nez u submerznych procesov. Limitujicim ¢initelom pre priemyselnu polo-
suchu produkciu je dosial neuspokojivo riesSeny odvod metabolického tepla.

Cena dovazanych prepardtov ,,cervenej ryze® je od 200 Sk/kg bez garan-
tovanie farebnej mohutnosti (okolo 500 J.g-1). Ide o pripravky na baze polo-
suchej kultivdcie. Cisty pigment v krystalickom stave by mal ekvivalentnt
farebnd mohutnost okolo 25000 J.g-1.

Z uvedeného je vidiet, preco sa dosial neuplatnila submerznd produkcia
pigmentov napriek mnozstvu $tudif jej venovanych a patentovo chranenych
postupov [13,44,46,47,52].

Perspektivy aplikdacie monaskovych pigmentov
Prirodné pigmenty s absorbénym maximom v ¢ervenej oblasti spektra su

vysoko ziadané. Popri rastlinnych farbivach, ktorych aplikdcie sd limitované
termostabilitou a pH stabilitou, jedinou alternativou farbivam syntetickym
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si len pigmenty produkované mikrobidlne metédami biotechnoldgii.
Potencidl pigmentov rodu Monascus zahfiia od farbenia rastlinnych pro-
teinov, cez misové a mlie¢ne vyrobky az po alkohol obsahujuice nédpoje.

WHO/FAO nezaujalo dosial oficidlne schvalujice stanovisko k aplikdcii
farbiv produkovanych vldknitymi hubami rodu Monascus do potravinarskych
vyrobkov. Neziskali ani GRAS S$tatit USFDA, a tak ich aplikdcia musi byt
schvdlend v silade s §150 tretej hlavy druhej casti pripravovaného
Potravinového kodexu SR.

Vseobecnému rozsireniu monaskovych pigmentov dosial brdni ich vysSia
cena a rizikd spojené s moznou pritomnostou bioaktivnych sekunddrnych
metabolitov v komeréne dovezenych prepardtoch. RieSenim oboch problé-
mov je domdca vyroba. Slovensko mé rozvinuty fermentacny priemysel,
vyrobné kapacity i [udsky potencidl v oblasti mikrobidlnych vyrob. Vyroba
v kontrolovanych domdcich podmienkach mdze zabezpecit ako hygienické
poziadavky, tak i cenovd primeranost pre ndro¢né potravindrske aplikdcie.
Samozrejmostou by mal byt prepracovany spdsob izoldcie a derivatizdcie
prisposobujuci pigmenty konkrétnym aplikdciam.

Predbezné vysledky naznacuju, Ze sa podarf splnit kritérid cenovej efek-
tivnosti produkcie u polosuchych, ale i submerznych a uputanych procesov.
Po overeni produktivity v poloprevddzkovom rozsahu, zabezpeceni hygie-
nickych poZiadaviek a legislativnom konani ocakdva monaskové pigmenty
buducnost rovnako ruzovd ako farba produktov ich obsahujucich.

Zoznam pouzitych skratiek:

J jednotka farebnosti pigmentov
(1 J je definovand ako mnoZstvo pigmentu, ktoré pri danej
vlnovej dizke v roztoku md absorbanciu 1,0 v 1 cm kyvete. J su
prepocitané na 1 cm3 roztoku alebo 1 g suchého substratu.)

J400 absorbancia pigmentu v J pril = 400 nm

J500 absorbancia pigmentu v J pril = 500 nm

SSF polosucha fermentécia

Slovnicek cudzich slov:
ankak  ryZa prerastend ¢ervenym mycéliom Monascus sp.

koji vegetativne ryzové inokulum = ryza obrastend mycéliom
tofu sOjovy syr
tofuo sGjovy syr zrety v ldku

awamori surovy destilat z ryZového vina

Tato prdca vznikla s prispenim grantov VEGA 95/5195/199
a VEGA 1/4201/97.
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SUMMARY. Actual knowledge of the microbial production of the pigments by filamentous
fungi of Monascus sp. are reviewed. The paper discussses substrate regulated basis of pigment
production and the potential fields of food applications of such products. Special interest
is devoted to the application possibilities of the monascus pigments from the view of hygienic
a toxicological aspects as they could be considered as new additives with the unfinished le-
gislative. Yields, volume productivity and price of the solid state cultivation prepared pig-
ments clearly dominated over the submerged process. Advantages and disadvantages of both
cultivation regimes are compared.
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