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Kultivaéni ptida pro produkci pFirodnich pigmenti pomoci mikroskopickych hub rodu
Monascus

Oblast techniky

Regeni se tyka sloZeni kultivagni piidy pro produkci pfirodnich pigmentd pomoci mikroskopic-
kych hub rodu Monascus.

Dosavadni stav techniky

Pii vyrobé barviv jako potravinafskych aditiv, oznaovanych evidenénimi kédy (E) a majicich za
tikol zvysit vizulni pfitaZlivost potravin, obnovit plivodni vzhled potravin, jejichZ barva byla
dotéena zpracovanim, skladovanim, balenim nebo distribuci a v neposledni fadé obarvit jinak
bezbarvé potraviny (Emerton V., Choi E.: Additives. Essential Guide to Food Additives (3),
101-319, 2008), se vyuZiva nejnovéjsich poznatki z oblasti biotechnologie. Evropsky ufad pro
bezpeénost potravin (EFSA) provéfuje zdravotni nezdvadnost viech aditiv, pfiCemZ mezi prvnimi
posuzovanymi latkami, byla potravinafska barviva. V poslednich letech se objevilo podezieni, Ze
néktera piirodné identicka barviva produkovana synteticky nebo dokonce i pfirodni potravinafska
barviva (napf. ko$enila) mohou mit vliv na zdravi déti. Trendem soucasné doby je zvySena inici-
ativa vyrobcil potravin a poskytovateld stravovacich sluZeb odstranit néktera synteticka barviva
z vyrobki (napt. E102, E104, E110, E122) a nahradit je pfirodnimi zdravotn€ nezavadnymi.

Nézory na zdravotni nezdvadnost barviv se neustale vyviji a jsou velmi diskutovanou otazkou.
Nedostate&né jsou naptiklad zmapovany mozZné toxické interakce mezi latkami ve smési, chybi
poznatky o mechanismech toxicity a ustaveni prediktivnich matematickych a biologickych mo-
delt. Jednu z poslednich polemik ohledné genotoxicity zpiisobila barviva na bazi sulfonovanych
azo- sloudenin: Amaranth (E 123), Ponceau 4R (E 124), Sunset Yellow FCF (E 110), Tartrazine
(E 102) a Azorubine/Carmoisine(E122). (EFSA Journal 2010;8(10):1778). A¢koliv bylo proka-
zano, 7e konzumace téchto aditiv nepredstavuje riziko, EFSA piesto doporucila dalsi nové dopl-
fujici testovéani a potraviny obsahujici jedno nebo vice téchto potravindfskych barviv (E 110, E
104, E 122, E 129, E 102, E 124) musi v oznaceni obsahovat dopltiujici informace: ,,mohou ne-
piiznivé ovliviiovat ¢innost a pozornost déti‘
(http://www.europarl.europa.eu/sides/getDoc.do?language=en&type=IM-
PRESS&reference=20080707IPR33563;https://www.efsa.europa.eu/en/press/news/ans091112).

Biotechnologicka produkce potravinafskych barviv ma potencial nahradit diskutovana pfirodné
identicka barviva produkovana synteticky z vysoce piedisténych ropnych produktd, pfipadné
piirodni barviva majici své limity v sezénnosti suroviny, dale pak v mensi barevné stalosti, citli-
vosti viiéi svétlu, zahfevu, oxidaci a mnohdy problematické rozpustnosti ve vodg.

Zdrojem ptirodnich barevnych latek, nejéastéji ve formé pigmentd, jsou rostlinné i Zivolisné
druhy, nékteré mikroorganismy, lijejniky a houby (VeliSek J., Hajslové J.: Chemie potravin i,
Ossis, Téabor, 602, 2009).

Globalni trh s piirodnimi barvivy byl v roce 2014 odhadovéan na 1 144 milioni US$ s predikei
ristu na 1 698 US$ miliond do roku 2020, coZ ptedstavuje nartist 6,8 %, pfi¢emZ dominantni
podil ptedstavuji karotenoidy s podilem na trhu 31,8 %.
(http://www.futuremarketinsights.com/reports/global-natural-food-colours-market)

Ke spolednostem hrajicich vyznamnou roli na mezinarodnim globalnim trhu patfi pfedevsim
firma Chr. Hansen A/S, Sensient Technologies Corporation and Kalsec Inc., DDW, Naturex S.
A., ADM (Wild flavors Inc.), ROHA Dyechem Pvt. Ltd., GNT International B. V., DIC Corpo-
ration, and LycoRed Ltd.

V Ceské republice se vyrobou mikrobialniho pigmentu historicky komeréné zabyvala pouze je-
dina firma ASCOLOR BIOTEC s.r.0. s barvivem Arpink RedTM. V soucasné dobé na jeji Cin-
nost navazala firma NATURAL RED a.s., ve spolupréci s VUPP, v.v.i., s poloprovozni vyrobou
o objemech 3000 1. Producentem tohoto derveného pigmentu je kmen mikroskopickée houby Pe-
nicillium oxalicum var. Armeniaca. Na zakladé souhlasného stanoviska Ministerstva zdravotnic-
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tvi CR a po ptedloZeni poZadované dokumentace JECFA konstatoval, Ze nejsou namitky vici
pouziti Arpink Red do masnych vyrobkii a analogii masa a masnych vyrobki (v mnoZstvi az
100 mg/kg), dale do nealkoholickych népoji (v mnozstvi az 100 mg/kg), alkoholickych napojit
(v mnozstvi az 200 mg/kg), mléénych vyrobki (v mnoZstvi az 150 mg/kg), mrazenych krémi
(v mnoZstvi aZ 150 mg/kg) a cukrovinek (v mnoZstvi aZ 300 mg/kg).

S ohledem na predpokladanou zménu legislativnich nafizeni byla platnost stanoviska JECFA
omezena do 31. 12. 2002. V soucasné dobé se pfipravuji nové podklady k legislativnimu Fizeni.

Z nepieberného mnoZstvi moznych mikrobialnich producentli pigmentd, které mohou nalézt
uplatnéni v potravinafském priimyslu je moZno ilustrativné uvést napf.: Xanthophyllomyces den-
drorhous — Astaxanthin, Monascus sp. — Ankaflavin Color supplement, Monascorubramin,
Rubropunctatin, Penicillium oxalicum — Anthraquinone, Fusarium sporotrichioides — Lycopene,
Saccharomyces neoformans — Melanin, Rhodotorula sp. — Torularhodin, Flavobacterium —
Zeaxanthin, Agrobacterium auranticum — Astaxanthin, Mycobacterium lacticola - Astaxanthin,
Flavobacterium sp. — Zeaxanthin, Blakeslea trispora a Dunaliella salina — 1-Carotene, Blakeslea
trispora — Lycopene, Spongiococcum excentricum — Lutein,
(https://www.hindawi.com/journals/ab/2014/837891/)

Kultivaci mikroskopickych hub miZe mnoZstvi barevné vyznamnych sloZek sekundarnich meta-
bolitd, tzn. pigmentd dosahovat ve fermentanim prostfedi aZ n€kolik grami na litr. Mezi vy-
razné vlastnosti pigmentu patii silnd antioxidatni aktivita, kterda ma pozitivni vliv zejména
v prevenci srdeéné cévnich a nadorovych onemocnéni. Uplatnéni plistiové myceliarni biomasy
jako meziproduktu pii biotechnologické vyrobé v krmivéfstvi nebo pfi vyrobé potravin je dana
zékladnim striktnim poZadavkem na zdravotni nezadvadnost z hlediska produkce toxind. Tento
narok 1ze do jisté miry splnit vyb&rem vhodnych kmeni a Gpravou sloZeni kultivaéni pidy. Bio-
technologicka piiprava derveného pigmentu by mohla byt alternativni nahradou nebo doplnénim
dosud pouZivanych ervenych pigmenti ve farmacii nebo potravinafstvi (napf. koSenila).

Informaci o komeréni nebo potencilni vyuZitelnosti plisiiovych kultur produkujicich pigmenty
v krmivéiském, farmaceutickém nebo potravinafském primyslu je v sou¢asné dobé velmi malo.

Pi#i Fzené kultivaci mikroskopickych hub vzniké soub&zné s preferovanym barvivem i plistiova
mycelidrni biomasa, kter4 je také bohatym zdrojem celé fady biologicky aktivnich latek. Izolo-
vana myceliarni biomasa obsahuje, vedle vyznamného mnoZstvi vlakniny, také vyznamné mnoz-
stvi proteini, vitamind, mineralnich latek a n&kterych imunostimulaénich faktord. Praktické vyu-
7iti samotné plisiiové mycelidrni biomasy je zatim popsano jen velmi ojedinéle. V literatuie se
uvadi vyuziti této mykoproteinové biomasy v krmivaistvi jako suplement proteind a vitamini
pod nazvem ,,Terlikin“ (bilkovinovitaminovy preparat ziskany z biomasy naprodukované na od-
padnich produktech pii zpracovani brambor). V potravinafstvi tvofi mykoproteinova biomasa
zéklad Fady vyrobki, které nabizi fetdzce supermarketi Sainsbury ve Velké Britanii pod nazvem
,.Sainsbury's Quorn“ (napf. Sainsbury's Quorn pie, Quorn Swedish style balls). Velmi perspek-
tivni se ukazuje vyuziti plisiové mycelidrni biomasy k izolaci glukand (Kyanko, M. V., Canel, R.
S., Ludemann V., Pose G., Wagner J. R.: B-Glucan content and hydration properties of filamen-
tous fungi. Applied Miochemistry and Mikrobiology (49), 1, 2013, 41-45; Park H. S., Yu Y. M.,
Lee M. K., Maeng P. J., Kim S. C., Yu J. H.: Velvet-mediated repression of -glucan synthesis in
Aspergillus nidulans spores. Scientific Reports., (5), Article number: 10199 2015). Glukany jsou
zakladem vnitini struktury bunéénych stén. Cisté glukany mohou byt vyuZity jako imunostimu-
latory pti aplikacich v medicing a veterindrnim lékafstvi, protoZe podporuji produkci monocyt,
neurofyli, kolagenu, elastinu a stimuluji makrofagy, aby zvysily i interleukinovou reakci. Imuno-
stimulaénim plsobenim jsou glukany vyznamné zejména pro piezvykavce. Glukany hraji vy-
znamnou roli i v piipadé snizovani cholesterolu.

Velkéa pozornost v biotechnologii plisiiovych kultur je vénovana samotné produkci a izolaci na-
produkovanych pigmentd, které by mohly byt ndhradou za pouZivana synteticka pfirodné iden-
ticka barviva. MnoZstvi produkovaného pigmentu v tekutych pidach je moZné ovliviiovat vybé-
rem vhodnych kultivaénich médii, dale vzajemnym pomérem obsaZenych sloZek nebo pridavkem
nékterych stopovych prvki.
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Produkovany pigment je mozno ziskavat ze supernatantu mikrofiltratni a déle nanofiltracni tech-
nikou ve formé vysoce koncentrovaného stabilniho preparatu vyuZitelného v potravinaistvi nebo
ve farmaceutickém primyslu.

SloZeni Zivné plidy zasadné ovliviluje ziskdvani vy$e popsanych dvou zékladnich sloZek fer-
mentace, tzn. pigmentu a mycelidrni biomasy. Neexistuje absolutné pfimé korelace mezi pro-
dukci plisiové mycelidrni biomasy a mnoZstvim vytvofeného pigmentového produktu. Nevhodny
pomér uhlikové a dusikové slozky média vede k nadmérmné tvorb€ biomasy na ukor preferované
produkce pigmentové slozky.

Ukolem technického fefeni bylo nalezeni racionalnich podminek vedeni kultivaéniho procesu
plisfiové kultury rodu Monascus s vyuzitim ethanolu a dalSich biologicky aktivnich latek pfitom-
nych v mléénych produktech. Reseni si dale klade za cil dét k dispozici Gpravu sloZeni kultivagni
pudy s cilem zrychleni a dosaZeni optiméalni produkce pigmentu v kultivatnim médiu.

Podstata technického feSeni

Uvedené nedostatky odstraiiuje kultivaéni pida pro produkci pirodnich pigment pomoci mikro-
skopickych hub rodu Monascus, podle tohoto technického feSeni, jehoZ podstata spociva v tom,
Ze obsahuje jako hlavni uhlikaty zdroj ethanol v aktualnich koncentracich 0,2 az 1 % obj., ktery
byl ziskdn zkvasSenim laktézy obsaZené v 3 az 20 % hmotn. roztocich mléénych produkti kultu-
rou kvasinky Kluyveromyces marxianus, dale obsahuje hlavni dusikaty zdroj hydrolyzaty pro-
teinit 0,1 aZ 0,5 % hmotn. spoleén€ s minoritnim zastoupenim kvasni¢ného extraktu v koncentraci
0,05 az 0,1 % hmotn., pro funkci ristovych latek. Kultivaéni plda, pro obsah aktualnich koncen-
traci ethanolu 0,2 az 1 % obj., obsahuje 3 az 20 % hmotn. zkvaSenych roztokti mléénych pro-
duktd s obsahem 1,5 az 8 % obj. ethanolu. Kultivaéni ptda, pfi Gbytku Zivin dale obsahuje piida-
vek prokvaseného roztoku mléénych produktii na ethanol, pfi zméné nastaveného rozmezi pH 4,5
az 6.

Nasledujici pfiklady provedeni fermentaéniho procesu na pudach s proménlivymi zdroji uhliku
a dusiku, feSeni, pouze dokladaji, aniZ by ho jakkoliv omezovaly. VyuzZiti téchto kultivaénich pid
podle feSeni bylo uspéiné vyzkouseno plivodci v praxi u pfihlaSovatele ve Vyzkumném tstavu
potravinafském Praha, v.v.i., CZ.

Pfiklady uskuteénéni technického fefeni

Ptiklad 1

Porovnani asimilovatelnych uhlikatych zdroji na produkei pfirodniho pigmentu kulturou mikro-
skopické houby Monascus.

V Tabulce €. 1 jsou uvedeny vysledky kultivaénich pokusi na Zivnych ptidach s riiznym obsahem
uhlikatych latek. Seridlni kultivaéni pokus byl proveden v Erlenmayerovych barikach s uZite¢nym
plnénim 500 ml Zivné pidy obsahujici stejnd mnoZstvi hydrolyzatu proteinu 0,2 % hmotn.
a kvasni¢ného extraktu 0,1 % hmotn. a riizné ptidavky asimilovatelnych uhlikatych zdroji a etha-
nolu ve dvou riznych koncentracich. Pokusy byly provedeny na rota¢ni ttepacce (100 RPM) pii
teplot¢ 30 °C bez tupravy pH. Po uplynuti 100 kultivaénich hodin byly jednotlivé varianty
z tohoto serialniho pokusu zhodnoceny z hlediska produkce pigmentu méfenim absorbance Ao,
Ve varianté Zivnych plid s ethanolem byl pouZit ethanolovy zdroj ve formé 20% hmotn. deprotei-
nované syrovatky o koncentraci 8 % obj. ethanolu prokvasené kulturou mlé¢né kvasinky Kluve-
romyces marxianus tak, aby kone¢nd koncentrace ethanolu v médiu v Erlenmayerovych barikach
byla 1 nebo 2 % obj. Porovnanim naméfenych hodnot je ziejma vhodnost vSech pouzitych uhli-
katych zdroji s riznym stupném vyuZitelnosti. Nejlepsich vysledki bylo dosaZeno ve variantach
Zivnych pid obsahujicich 2 % hmotn. sacharézy a 1 % obj. ethanolu. Porovninim dosaZenych
hodnot u jednotlivych zdroji uhliku je ziejmé, Ze vy$§i obsah uhlikatého zdroje v pfipadé vari-
anty zivné piidy se sachardzou 4 % hmotn. a ve varianté Zivné pudy s ethanolem 2 % obj. zpiso-
buje zpomalovani produkce pigmentu.
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Tabulka 1. SloZeni kultivaénich médii s riznym obsahem asimilovatelnych zdroja

C-zdroj Sachardza Maltoza Glukéza Ethanol

% 2 4 2 4 2 4 1 2

Kvasni¢ny 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
extrakt (%)

Vysokoprotein. 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
hydrolyzat (%)

Absorbance
(494 nm)

2,974 0,540 | 0,337 | 0,695 | 0,238 | 0,490 | 2,458 | 2,077

Priklad 2

Srovnéavaci kultivaéni pokus na deproteinované syrovétce s mikroskopickou houbou Monascus
purpureus s riznymi variantami sloZeni pidy.

Kultivaéni pokusy s kmenem Monascus purpureus byly vedeny v Erlenmayerovych barikach
s uZitetnym plnénim 500 ml kultivaéniho média. Zaklad pidy tvofila deproteinovana syrovétka
5 % hmotn. Kultivaéni pida u obou variant I a I déle obsahovala stejnd mnoZstvi kvasni¢ncho
extraktu 0,1 % hmotn., ale riizna mnostvi hydrolyzatu proteinu 0,2, resp. 0,4 % hmotn. Zaklad-
nim uhlikatym zdrojem v obou variantach pid byl ethanol obsaZeny v davkované prokvasené
kultufe mlé&né kvasinky Kluyveromyces marxianus. Pied zahdjenim kultiva¢niho pokusu byl
ethanol piidén ve formé mlééné kultury do Zivného média tak, aby v obou variantéch Zivné pudy
byla po¢ate¢ni koncentrace ethanolu 0,6 % obj. Po vneseni ethanolu byla zahajena kultivace na
rotaéni tfepadee (100 RPM) pfi teploté 29 °C. Béhem 144 hodinové kultivace v periodicky odebi-
ranych vzorcich byla stanovovana hodnota absorbance pro posouzeni produkce ptirodnich pig-
mentti a byly sledovany aktualni koncentrace ethanolu. Z tabulky &. 2 je ziejmé, Ze nejvyssi do-
sa¥en absorbance byla naméfena ve variant® zivné pidy II, kde byl vy$8i pomér Zivnych latek
dusiku ku obsazenému zdroji uhliku (53 mg aminodusiku/1ml, resp. 106 mg aminodusiku/1 ml
vloZeného ethanolu).

Tabulka 2. Srovnavaci kultivaéni pokus s produkei prirodnich pigment v kulturdch mikrosko-
pické houby Monascus purpureus na ethanolu obsazeném v 5% hmotn. deproteinované syrovatce
(rizné poméry Zivnych latek dusiku a uhliku)

Slozky pudy 1 11
Deproteinova syrovatka 500 500
(5% hmotn.)
Kvasni¢ny extrakt 0,1 0,1
(% hmotn.)
Vysokoprotein. hydrolyzat 0,2 0,4
(% hmotn.)
Ethanol (% obj.) - poCatecni 0,6 0,6
koncentrace
Cas (hod.) Aktualni obsah ethanolu v Zivném médiu (obj. %)
0
72 0,324 (slab¢ cervend) 0,278 (slab¢ Cervena)
96 gervena cervena
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Slozky pidy I 11

120 0,866 1,460

144 1,132 2,902

264 4,244 7,600

Cas (hod.) Aktualni obsah ethanolu v Ziviném médiu (obj. %)

0 (pocat. koncentrace) 0,6 0,6

72 0,41 0,52

120 0,21 0,22

144 0,05 0,004

Priklad 3

Produkce pfirodnich pigmenti mikroskopické plisné Monascus purpureus na Zivnych pidach
obsahujicich rizné zdroje ethanolu (ethanol obsaZeny v prokvasené kvasinkové kultufe smési
mléka a syrovatky).

Srovnavaci kultivaéni pokusy s mikroskopickou kulturou Monascus purpureus byly provedeny
na rotacni tfepacce (100 RPM) pfi teploté 29 °C s pouzitim riiznych variant Zivnych pid obsahu-
jicich jako zaklad roztoky 3% hmotn. deproteinované syrovatky a pridavky 0,1 % hmotn. kvas-
ni¢ného extraktu, 0,4 % hmotn. hydrolyzatu proteinu a 1 % hmotn. sachardzy. ObsaZzena sa-
char6za u vSech variant pid byla pouzita na rozkvaseni kultury mikroskopické houby. Po uply-
nuti 96 hodin, kdy doslo k vy€erpani obsaZené sachar6zy, byl do variant Zivnych ptid II a III do-
dan rozdilny uhlikaty ethanolovy zdroj. Ve varianté 1l Zivné pidy (v intervalu 96 az 120 hodin ve
formé délenych davek) to byl ethanol obsazeny v alkalizovaném prokvaseném roztoku mléka
a syrovatky pomoci kvasinky Kluyveromyces marxianus a ve srovnavaci varianté III byl pouzit
jako uhlikaty zdroj komeréni koncentrovany ethanol. Varianta I slouZila jako kontrolni piida, tzn.,
kultivace pokraCovala bez pfidavku ethanolu. V pokracujici kultivaci na rotaéni tfepacce byly
sledovany obsahy ethanolu a mnoZstvi produkovaného pigmentu vyjadfeného hodnotou absor-
bance pii vinové délce 494 nm. Zatimco ve varianté I, kde nebyl obsazen ethanolovy suplement,
dochazelo k plynulému zvySovani pH a velmi mirnému vzestupu hodnot naméteného mnozstvi
pigmentii (zfejmé zpisobeného vlivem jeho uvolnéni z nitra bun€k), v ostatnich variantach II
a III riist pokracoval a byl doprovazen postupnym sniZovanim hodnoty pH média a zvySovanim
produkce pigmentl.. Ve varianté Il se suplementem ethanolizovaného mlééného produktu byla
pozorovana zvy$ena produkce pigmentl v médiu, svéd¢ici o tom, Ze ethanol produkovany kva-
sinkovou kulturou Kluveromyces marxianus v roztoku mlééného produktu mize byt velmi dob-
rym uhlikatym zdrojem pro produkci pigmentil.

Tabulka 3 Produkce mikrobidlnich pigmentt mikroskopickou houbou Monascus na rtznych
zdrojich ethanolu (komer¢ni ethanol a ethanol obsaZeny v prokvaSeném mlé€ném produktu)

I 11 I
Kontrola
Cas Rf pH Asgs EtO | Rf% pH Auos EtOH | Rf | pH Asos EtOH
0 0,
(hod.) % H (obj. g (obj.
(obj. %) %)
%)

0 4.9 5,08 N/A 0 49 5,08 N/A 0 49 | 5,08 N/A 0

96 4.4 7,03 1,289 0 4.4 7,08 1,455 0 44 1 7,06 1,311 0
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Po * Kok *kok

g’n-’ 0 4.8 7,49 0,58 4,6 | 7,08 0,60
ani

etha-

nolu

120 4,1 7,39 1,391 { 0,04 | 4,0 6,15 | 3,020 0,56 | 44 | 638 1,704 0,59

144 44 7,62 1,630 | 0,04 | 3,5 5,52 | 6,370 0,37 | 45| 6,54 | 3,075 0,38

*bez piidavku ethanolu, **pfidavek ethanolu obsazeného v prokvaSeném mlééném produktu,
***pfidavek ethanolu koncentrovaného komeréniho

Primyslova vyuZitelnost

Kultivaéni piida pro produkei pfirodnich pigmentii pomoci mikroskopickych hub rodu Monascus
a jejich moZnych dalsich derivatd rozifuje sortiment vhodnych pid s omezenim vstupu balast-
nich latek pii sou¢asném sniZeni nakladii na jeji pfipravu.

NAROKY NA OCHRANU

1.  Kultivaini pida pro produkci piirodnich pigmenti pomoci mikroskopickych hub rodu
Monascus, vyznacujici se tim, Ze obsahuje jako hlavni uhlikaty zdroj ethanol
v aktualnich koncentracich 0,2 az 1 % obj., ktery byl ziskin zkvasenim laktézy obsaZené v 3 az
20% hmotn. roztocich mléénych produktii kulturou kvasinky Kluyveromyces marxianus, dale
obsahuje jako hlavni dusikaty zdroj hydrolyzaty proteini v koncentraci 0,1 az 0,5 % hmotn. spo-
le¢né s minoritnim zastoupenim kvasni¢ného extraktu v koncentraci 0,05 az 0,1 % hmotn.

2. Kaultivagni piida podle naroku 1, vyznacdujici se tim, Ze pro obsah aktualnich
koncentraci ethanolu 0,2 aZ 1 % obj. obsahuje 3 az 20 % hmotn. zkvasenych roztokd mlécnych
produkti s obsahem 1,5 az 8 % obj. ethanolu.

3.  Kultivaéni piida podle narok 1 nebo 2, vyznaéujici se tim, Zepii ubytku Zivin
dale obsahuje ptidavek prokvaseného roztoku ethanolizovanych mlé¢nych produktii pfi zméné
nastaveného rozmezi pH 4,5 az 6.
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