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Vyuzitie vlaknitych hib rodov Aspergillus a Rhizopus
pre produkciu potravinarsky vyznamnych latok
MICHAL ROSENBERG - L'UDMILA KRISTOFIKOVA - DUSAN SLUGEN

Suhrn. Prispevok poddva strucny prehlad o produkcii potravindrsky vyznamnych latok
pripravenych biotechnologickou cestou s vyuZitim vidknitych b rodov Rhizopus a As-
pergillus. St prezentované poznatky o produkcii organickych kyselin a mikrobidlnych
lipidov tymito hubami. Pozornost je venovand aj problematike pripravy fermentovanych
potravin.

Vldknité huby maji pomerne Siroké pouZitie v biotechnologickych
vyrobach. Ako produkéné mikroorganizmy su vldknité huby vyuzivané
pre svoju schopnost efektivne tvorit potravindrsky a farmaceuticky
zaujimavé metabolity (organické kyseliny, enzymy). V poslednych ro-
koch k tymto klasickym technoldgidm pristupuje aj problematika vyu-
zitia mikrobidlnych lipidov vldknitych hiib ako zdroja polynenasytenych
mastnych kyselin (kyselina y-linolénova, arachidonova), priprava arém
a nutri¢ne zaujimavych latok. Schopnost produkovat vysSie uvedené
metabolity je komplexne vyuzivand pri priprave fermentovanych potra-
vin, predovsetkym na bdze cerealii a strukovin.

V prispevku poddvame strucny prehlad dostupnych poznatkov o pro-
dukcii potravinarsky vyznamnych latok pripravenych biotechnologic-
kou cestou pomocou vldknitych hib, predovsetkym z rodov Rhizopus
a Aspergillus. Tieto vldknité huby sa v sicasnosti priemyselne casto
pouZzivajui a su perspektivne aj pre vyuzitie v novych technologickych
postupoch. Druhy rodu Rhizopus, taxonomicky zaradené do radu Mu-
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corales, si v prirade velmi rozsirené. Vyskytuji sa hlavne v pode ako
mineralizatory organickej hmoty, rozkladaju napr. celulézu, bielkoviny,
Skrob, Casto spOsobujui kontamindcie potravin. Su to mikroskopické
huby tvoriace bohato sporulujice vzdusné mycélium. Rod Rhizopus je
schopny utilizovat Siroku paletu sacharidickych zdrojov obsahujicich
glukézu, fruktézu, sacharézu, maltézu, xylézu, rézne typy Skrobov,
upravenu melasu, rozne ceredlne produkty a pod., ¢o umoziuje znaénu
variabilitu z hladiska ndrokov na Cistotu a pozadované vlastnosti pripra-
venych produktov. V sicasnej dobe v oblasti humdnnej vyZivy nasli
uplatnenie mikromycéty z rodu Rhizopus pri vyrobe fermentovanych
potravin. Perspektivne sa Crtd vyuzZitie tejto vldknitej huby pri priprave
mikrobidlnych metabolitov (organick€ kyseliny, enzymy, gerontologic-
ky vyznamné latky). V1dknité huby z rodu Aspergillus, st uzZ priemyselne
vyuzivan€ ako producenti réznych potravinarsky vyznamnych metabo-
litov (napr. kyselina citronovd, glukdnovd, enzymy glukézaoxidéza, ka-
taldza).

Vo vyspelych Statoch sa zvySuje tlak vyrobcov a dopyt po prirodnych,
pripadne biotechnologickou cestou pripravenych metabolitoch. Mozno
ocakdvat, ze sa k tomuto trendu v dohladnej dobe pripojime i my. Preto
chceme upozornit na moznosti vyuzitia vlaknitych hib rodov Rhizopus
a Aspergillus pri vyrobe organickych kyselin, enzymov, termentovanych
potravin a gerontologicky zaujimavych latok.

1. Organické kyseliny

1.1 Kyselina citronova

Produkcia Kyseliny citronovej pomocou Aspergillus niger patri medzi
klasické technoldgie. Povodne povrchovy sposob vyroby dnes uz celkom
nahradil podstatne efektivnejsi sposob submerznej kultivacie producen-
ta. V siucasnosti je svetovd fermentacnd produkcia asi 400 tisic ton
za rok, pricom sa priblizne 75 % z celkovej produkcie vyuziva v potra-
vindrskom priemysle ako okyslovadlo a antioxidant [1]. V sicasnosti su
najvacsimi producentami Kyseliny citrénovej americké firmy MILES
Laboratories (Elkhart, Indiana) a ADM (Cedar Rapids, Iowa), na Slo-
vensku vyrdba tito kyselinu firma BIOPO, Leopoldov povrchovym
spdsobom.
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Kyselina citrénovd, ako metabolit z cyklu trikarboxylovych kyselin, je
nrodukovana vldknitou hubou Aspergillus niger v aerobnom rezime
fermentdcie. Hodnoty pH kultivaéného média klesajui v priebehu fer-
mentacie pod 3,0, pri vysSich hodnotdch sa tvori kyselina glukénova.
Pri vybere vhodnej suroviny je mozné pouzit Siroku paletu substratov

bsahujucich glukdézu (hydrolyzédty Skrobnatych surovin) a sacharézu
melasa). Vzhladom na to, Ze Aspergillus produkuje amylolytické enzy-
my, je mozné vyuzit aj Sirokud paletu Skrobnatych substratov a odpadov
z vyroby $krobu s réznym stupfiom skvapalnenia podla vlastnosti pro-
ducenta [2]. Produkéné kmene su citlivé na pritomnost stopovych prv-
xov (Mn, Zn, Cu, Fe) aNHy* ionov, ktoré vyrazne ovplyvnuju fyziolégiu
produkéného mikroorganizmu a maji vyznamné regulacné funkcie
v procese nadprodukcie kyseliny citrénovej [3, 1]. Preto je potrebné
suroviny obsahujice vysSiu hladinu kovov, ako napr. melasu, upravovat
napriklad pridavkom ferokyanidu) [4]. V priemyselnom meradle sa
doba submerznej fermentdcie pohybuje od 5 do 7 dni s vytaznostou
rkolo 90 % v zavislosti od koncentrécie substrdtu, typu technologického
zariadenia, produkéného mikroorganizmu a pod. [5]. Nové pristupy
pri fermentdcii kyseliny citronovej predstavuje pouZitie imobilizova-
nych systémov, nové typy fermentorov (air-lift, membranové reaktory)
2 moderné spOsoby izoldcie produktu (extrakcia), ale tieto zatial nie si
schopné priemyselne konkurovat klasickym pristupom [1].

1.2. Kyselina glukénov4d

Mikrobidlna produkcia kyseliny glukdnovej vytlacila chemické spo-
soby jej pripravy (elektrochemickd oxidécia glukézy v pritommnosti
bromidovych iénov, oxiddcia glukézy na kovovych katalyzdtoroch
a pod.) [5]. V priemyselnom meradle sa na pripravu kyseliny glukénove;j
a jej soli vyuzivaji baktérie rodu Gluconobacter a vlaknité huby Asper-
gillus niger, pricom roc¢nd svetovd produkcia je priblizne 55 tisic ton.
Vyhodou vldknitej huby je jednoduchost biosyntézy produktu uskutoc-
novana enzymami glukézaoxiddzou a kataldzou, bez potreby zapojenia
dalsich biosyntetickych drdh. Tato biotransformacna reakcia podmie-
nuje aj jednoduchost kultivaéného média (Co priaznivo vplyva na Cistotu
produktu) a zabezpecuje vysoké vytaznosti fermentacie (nad 95 %) [6].
Okrem glukdzy je schopny Aspergillus niger vyuZzivat Skrobnaté suroviny
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a ich hydrolyzéaty v dosledku intenzivnej tvorby amyldz. Kultivdaciou
na sachardze je mozn€ pripravit zmes Kyseliny glukénovej a fruktézy,
ktoru je mozné vyuzit pri priprave napojov [7]. Rezim fermentécie je
striktne aerobny a intenzita aeracie priamo ovplynuje dlzku fermentacie
a dosahované vytazky. Velmi dolezit€ je v priebehu fermentécie udrzia-
vat hodnoty pH v rozmedzi 5-6, pri poklese pH pod hodnotu 4,0
iochddza k tvorbe kyseliny citrénove;j [5].

Glukdénova fermentdcia poskytuje mnozstvo potravinarsky atraktiv-
nych produktov. Samotna kyselina glukénova sa pouziva v mliekdren-
stve na kysli koaguldaciu mlicka. Krystalizaciou supernasytenych
roztokov kyseliny glukonovej pri zvySenej teplote sa pripravuje glukd-
no-8-laktén pouzivany ako prisada do kypriacich praskov, tepelne ne-
opracovdvanych mésovych vyrobkov, v Japonsku ako koagulét séjovych
proteinov [5]. Sodna sol kyseliny glukénovej sa pre schopnost tvorit
komplexy s kovmi pouziva predovSetkym v umyvackach skla. Glukonat
vapenaty, Zeleznaty a zinocnaty sa vyuziva ako zdroj tychto iénov v hu-
mannej a veterindrnej medicine a ako zakladnd zlozka mineralnych
napojov. Z mycé€lia Aspergillus niger sa izoluji enzymy glukdzaoxidaza
a kataldza. Glukdzaoxidaza sa vyuziva na odstranovanie glukozy a za-
medzenie oxidacnych zmien vo vine, pive, majonézach a vajecnych
melanziach. Katalaza sa vyuZziva pri odstranovani nadbyto¢ného pero-
xidu vodika, pouZivaného pri sterilizacii mlieka pri vyrobe syrov, pri od-
sirovani mustov a vina [8, 9].

1.3 DalSic organické kyseliny

Pri priprave organickych kyselin bola vyskumna pozornost zamerana
na kyselinu fumarovi, jabléni a mlie¢nu. V potravindrskom priemysle
maju Siroké pouzitie ako acidifikdtory, predovsetkym pre velmi dobré
organoleptické vlastnosti a nctoxickost. Suhrnne pojedndava o mikro-
bidlnej produkeii organickych kyselin Mattey [1].

Priprave kyseliny fumarovej zo sacharidickych substratov pomocou
Rhizopus arrhizus a optimalizdcii procesov bola venovand zna¢nd pozor-
nost. Fermentacny proces nebol schopny konkurovat syntetickému po-
stupu pripravy v dosledku pomerne dlhej doby fermentécie (4-7 dni)
a nizkej vytaznosti (maximalne 65 % teoretickej hodnoty v pripade
pouzitia glukézy ako substratu). Rhizopus arrhizus produkuje kyselinu
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fumarovi pri teplotdch 28-35°C, pH 5-7, na bohatom kultivacnom
médiu s kukuriénym vyluhom. Jednym z moZnych rieSeni zefektivnenia
mikrobidlnej pripravy kyseliny fumarovej je vyuZitie netradi¢nych sub-
stratov (boli uskutoénené experimenty napr. s pouzitim xylézy [10],
sulfitovych vyluhov [11], etanolu [12]), pripadne v priprave zmesi kyse-
liny fumarovej a jabl¢nej [13], ktord by bola zédkladnym substratom
pri priprave kyseliny jabl¢nej, tak ako o tom hovorime dale;j.
Pripravakyseliny jabl¢nej priamou fermentdciou sacharidického sub-
stratu (glukdza, sachardza) je v literatire popisana predovsetkym
pre vldknité huby z rodov Aspergillus a Rhizopus. Rod Rhizopus tvori
nej, a preto je tento mikroorganizmus velmi ¢asto kombinovany v zmes-
nych fermentdcidch, napr. s kvasinkami Pichia membranefaciens [14],
haktériami Proteus vulgaris [15], alebo vldknitymi hubami Paecylomyces
varioti [16], ktoré maji vysoku fumardzowvi aktivitu umoziujicu kon-
verziu nahromadenej Kyseliny fumarovej na kyselinu jablénu. Perspek-
tivy biotechnologickej pripravy kyseliny jabl¢nej je mozné vidiet
v priamej transformdcii kyseliny fumarovej na kyselinu jablénd perme-
abilizovanymi volnymi bunkami hib a baktérii [17], v kol6novych reak-
toroch s imobilizovanym enzymom fumardthydratizou EC 4.2.1.2,,
pripadne imobilizovanymi bunkami vldknitych hub (Rhizopus, Aspergil-
lus) a predovsetkym baktérii z rodov Brevibacterium, Lactobacillus,
Pseudomonas [18, 19], kde sa dosahuji vysoké rychlosti konverzie
Najvicsie perspektivy md pouzitie vldknitych hib Rhizopus sp.
pri priprave kyseliny mliecnej. Jedna z hlavnych vyhod spociva v tom, Ze
produkuji len L(+) formu kyseliny mliecnej, ktora je vhodna pre hu-
ménne pouzitie [20]. Bakteridlni producenti kyseliny mliecnej produku-
ju vacsinou zmes D a L formy [21]. Produkcia kyseliny mlie¢nej kmenmi
rodu Rhizopus je proces aerdbny s vysokou rychlostou a selektivitou
konverzie. Nami vyselektovany kmen Rhizopus arrhizus CCM 8109 [22]
je schopny konvertovat 12 % sacharidicky substrét (glukdza, fruktdza,
sachardza, maltéza) na kyselinu mlieénu s vytazkom presahujucim 95 %
teoretickej hodnoty za 40 hodin. Velmi zaujimavy je fakt, Ze u kmefiov
rodu Rhizopus dochddza k minimélnej utilizacii laktdtu po vyCerpani
sacharidického substratu, o umoznuje zvySovat obsah mastnych kyse-
lin, predovsetkym y-linolénovej po naprodukovani laktatu [23]. Vyfer-
mentované médium potom obsahuje okrem pozadovaného metabolitu
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tiez biomasu, ktord moze byt zdrojom fungélnych lipidov. Kyselina
y-linolénova sa vyuziva v medicine a vo farmdcii vzhladom na jej biolo-
gické vlastnosti ako esencidlna mastna kyselina. Svetovi producenti
y-linolénove;j kyseliny su firmy EFAMOL (Kanada) a STURGE (Velka
Britdnia). Okrem pouzitia Kyseliny mlienej v potravindrskom priemys-
le, kde sa vyuziva ako okyslovaci prostriedok do potravin a ndpojov,
¢ vyuziva aj v medicine, kozmetike, farmaceutickom, kozZiarskom a me-
talurgickom priemysle. Perspektivne je vyuzitie kyseliny mlie¢nej pri vy-
robe biodegradabilnych termoplastov. Vo svete existuje niekolko
velkych fermentacnych vyrobcov Kyseliny mlieénej, medzi ktorymi mé
vysadné postavenie holandskd CCA biochem b.v. a Luis Ayuso v Spa-
nielsku [21].

2. Produkcia mikrobialnych lipidov

Vlaknité huby z rodu Rhizopus, Mucor a Mortierella si zname ako
dobri producenti vysSich polynenasytenych mastnych kyselin, predo-
vsetkym kyseliny y-linolénovej [24]. U kmenov rodu Rhizopus dochddza
k maximdlnej tvorbe lipidu po 5 az 7 dnovej submerznej kultivdcii
s vysokou aerdciou na bohatych komplexnych médiach. Syntéza a stu-
pen nenasytenosti mastnych Kyselin u vldknitych hib je ovplyvnena
mnohymi fyzikdlnymi a tyzikdlno-chemickymi faktormi, ako sd napr.
zdroj uhlika, dusika, mikroelementov, teplota, pH, aktudlna koncentra-
cia kyslika a je sihrnne diskutovand v prédci [25]. V priemyselnom
meradle boli dosahované vytazky kyseliny y-linolénovej po extrakcii
z mycélia priblizne 1 g na liter fermentaéného média [26]. Vzhladom
na dizku fermentdcie a bohatost kultivaénych médif sa perspektivnejsie
javi vyuzitie odpadn€ho mycélia kmenov Rhizopus z inych fermentdcis
(produkcia organickych kyselin).

Vytaznost lipidu i podiel polynenasytenych mastnych kyselin v mik-
robidlnom lipide je vyrazne vyssi u rodu Mortierella, kde kyselina ara-
chidénova dosahuje viac nez 25 % susiny mycélia. Pre tieto kmene je
doteraz nejasnd legislativa ako zdroja potravindrsky a farmaceuticky
cennych ldtok. SirSiemu preventivnemu uplatneniu esencialnych mikro-
bidlnych lipidov brani naro¢nd izoldcia a nizka stabilita produktu. Rie-
Senim priredukcii ndkladov moze byt polosuchd fermentécia ceredlnych
materidlov s cielovym uréenim pre priamy konzum, kde mozno dosiah-
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nut produkciu kyseliny arachidénovej okolo 3 % susiny [27]. Proces
apravy cerdlnych materidlov polosuchou fermentéciou s preukdzanym
7vy$enim obsahu nutri¢ne cennych polynenasytenych lipidov mikrobidl-
neho pdvodu tvorf podstatu Ceskoslovenskej patentovej prihlasky [28].

Priame pouzitie kmenov Rhizopus v potravindrskom priemysle nie je
v sucasnej dobe velmi rozSirené. ZvySeny zdujem vyskumnych timov
| takt, Ze v sucasnosti nachddzaju uplatnenie v fudskej vyZive (tempe),
| prirodzene vySsi obsah polynenasytenych mastnych kyselin v mycéliu,
ddva dobré predpoklady ich perspektivneho vyuzitia v r6znych oblas-
tiach potravindrskeho priemyslu.

3. Fermentované potraviny

Fermentované potraviny, ktorych zakladom su ceredlie a strukoviny,
tvoria vyznamnu Gast fudskej vyZivy, predovsetkym v Azii, na Blizkom
Vychode a v Casti Atriky. Zacinaju tiez prenikat do vyzivy inych krajin
zapadného sveta pre ich vysoku nutriéni hodnotu a organoleptické
vlastnosti (chut, vona, vzhlad, konzistencia). Jedna z hlavnych vyhod
termentovanych potravin spociva v produkeii nizkomolekulovych ldtok
2ko su volné aminokyseliny a peptidy, mono a oligosacharidy, ktoré
zvy$uju nutriénd hodnotu vyrobku. V mnohych pripadoch je koneény
termentovany produkt bohatSim zdrojom niektorych vitaminov [29],
zlepSuje sa jeho stravitelnost pre Cloveka a redukuje sa ¢as pripravy
na konzumdciu. Fermentované potraviny zaloZzené na mlie¢nej termen-
tacii, dominujice pre svoju jednoduchost realizdcie, nie si v tomto
prehlade diskutované. Na pripravu fermentovanych potravin sa pouzi-
vaju rézne mikroorganizmy, napr. z rodu Aspergillus, Mucor, Bacillus
130)].

l’léknité huby rodu Rhizopus si zndme svojou vysokou proteolytic-
kou a lipolytickou aktivitou [31]. Z hladiska vyuzitelnosti kmenov rodu
Rhizopus pri priprave je vyznamna i produkeia dalSich enzymov, ako je
napr. polygalakturondza, fytaza, pektindza, celuldzy, 3-D-galakturond-
za, 3-D-xyloziddza, a-D-glukoziddza a pod. [32]. Uvedené vldknité huby
sa vyuzivaju predovSetkym pri priprave tempe, tradiénej indonézske;j
potraviny, ktord sa pripravuje z varenych sdjovych bébov, fermentova-
nych kmenmi rodu Rhizopus sp. (R. oligosporus, resp. R. arrhizus, R. sto-
lonifer) |33]. Tapé proces vyuziva zmesnu kultivaciu vldknitej huby rodu
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Amylomyces a amylolytickych kvasiniek rodu Endomycopsis. Vysledny
produkt m4 sladkokyshi, mierne alkoholicki chut a je oblibenym de-
zertom sldvnostych jedal. PouZitie kmernov rodu Rhizopus na tpravu
cerdlnych substratov sa javi atraktivnym aj v désledku obsahu vyssich
polynenasytenych mastnych kyselin, predovsetkym vysokého obsahu
y-linolénovej kyseliny v mycéliu, ktord je vyuZitelnd v gerontoldgii [34].

V juhovychodnej Azii boli rozpracované tradiéné postupy hlboke;
enzymovej hydrolytickej konverzie séje, ryZze a pSenice na pripravu
biologicky stabilizovanych ochucovadiel, zmdmych u nds ako séjova
omacka a miso [35]. Ich spolo¢nym znakom je priprava Aspergilového
koji ako zdroja hydrolytickych enzymov. Trzny potencial sGjovej omécky
je vysoky i v nedzijskych krajindch, no naSe sihrnné oznacenie "séjova
omdcka" nevystihuje odliSnosti v zloZeni, chuti a technoldgii pripravy.
Japonci rozozndvaju 17 zékladnych typov séjovej omacky a az 51 subty-
pov. Miso (fermentovana sdjova pasta - tradiény zdklad polievok a oma-
¢ok) je u nds nezname, hamato - suSend hmota séjového koji, je mimo
Japonska a Ciny nezndme tplne. Tradicia a dlhoroéné skiisenosti viedli
k ndzoru, Ze napriek tomu, Ze aspergily pouZivané na pripravu koji
patria do skupiny mikroorganizmov, ktoré potencidlne mézu tvorit
aflatoxiny, priemyselne pouzivané kmene a kmene volne dostupné ako
spdrové inokulum v Specializovanych obchodoch, st v§eobecne povazo-
vané za bezpecné. Koji proces sacharifikdcie sa s ispechom vyuziva
pri priprave ryZového vina i pri priemyselnej vyrobe etanolu [36].

Rod Monascus, ¢elad Aspergillaceae, sa stérocia vyuziva na produkciu
mikrobidlnych pigmentov pouzivanych najmé na farbenie rastlinnych
proteinov [37] a pripravu plesfiovych syrov zo sdje zrejicich v ndlevoch
z Cervencho koji [38, 39]. Oblibenou aplikdciou glukoamyldzového
pOsobenia rodu Monascus je priprava "ang-kak" alebo "Shao-shin" likéru
[40]. Monaskové koji sa vyuziva v tradicnej ¢inskej medicine [41].
Mikrobidlne produkované pignenty rodom Monascus si predmentom
netradi¢ného zdujmu mésospracujiceho priemyslu [42] o ndhradu do-
sial bezne pouZivanych konzervaénych ldtok a farbiv.

Nutri¢nd fortifikdcia fungdlnymi mikrobidlnymi bielkovinami
sa uplatiiuje najma u manioku a arasidovych vyliskov, kde sicasne
posobi pouZzity mikroorganizmus detoxifika¢ne. Popri kmenoch rodov
Aspergillus a Rhizopus sa uplatiiuje v pripade podzemnice olejnej i rod
Neurospora. Zaujimavou schopnostou kmenov rodu Rhizopus a Neuros-
pora je po kolonizdcii substrdtu preventivne i degradaéné pdsobenie
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na tvorbu aflatoxinov [43]. ZvySenie obsahu proteinov v sacharidickej

S

rovine z 0,5 - 2 % na viac ako 10 % je cielom zdujmu nielen rozvojo-

~ch krajin pre priamu vyzivu, ale i vyzvou pre mikrobidlnu pripravu
<rmiv.
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Use of fibrous fungi of Aspergillus and Rhizopus
genus for the production of food-important stuffs

Summary

This summary provides a brief overview on the production of food-important substances

prepared by applying biotechnological method using fibrous fungi of Rhizopus and Aspergilla

ge
is
of

nus. Knowledge about a production of organic acids and microbial lipids by use of these fungi
being presented in this paper. Attention is brought also to the issue of the preparation
fermented foods.




