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Summary

The paper presents the possibilities of using some microorganisms as a po-
tential source of biologically active polyenoic fatty acids. The reasons for using
microorganisms for this purpose are among others, high yield, invariability of
oil composition, independence from traditional agricultural conditions, effi-
cient processing of cheap agro-food substrates and predisposition of microor-
ganisms to biotransformations enabling tailoring of lipids. The following issues
were discussed in particular: the methods suitable for the synthesis of specific
fatty acids, oils of predicted composition, induced mutagenesis, genetic engi-
neering of microorganisms, addition of inhibitors or activators of fatty acid
biosynthesis to the growth medium, enzymatic modification of the oils, and
production conditions ie recovery and processing of microbial oils.
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1. Wprowadzenie

Stwierdzenie niemieckiego filozofa Arthura Schopenhauera:
LZdrowie nie jest wszystkim, ale bez zdrowia wszystko jest ni-
czym” ilustruje przedmiot opracowania. Mikroorganizmy synte-
tyzuja wiele fizjologicznie waznych skfadnikéw lipidowych. Wy-
starczy tylko je wyselekcjonowac i doktadnie zbadac.

Olej wytwarzany przez mikroorganizmy i glony nazywa sie
olejem jednokomérkowcoéw {single celi oil, SCO). Jest to triacylo-
glicerolowy olej, o skladzie analogicznym do olejéw roslinnych
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i thuszczow zwierzecych. Olej taki zawiera polienowe kwasy tluszczowe {polyunsatu-
rated fatty acids, PUFA), tj. dtugotaricuchowe kwasy ttuszczowe o dwoch lub wiecej
wigzaniach podwadjnych (patrz wykaz skrétéw), ktére pospolicie wystepujg w kroéle-
stwie roslin i zwierzat. Wsréd czterech rodzajéw polienowych kwaséw ttuszczo-
wych swoiste biologiczne dziatanie wykazujg trzy ich rodziny okreslane jako n-9,
n-6 i n-3, a gtéwnie dwie ostatnie, tj. rodzina kwasu linolowego (n-6) i rodzina kwa-
su a-linolenowego (n-3). Strukture tych kwaséw okresla sie zwykle skréconym opi-
sem cyfrowym, w ktdrym pierwsza liczba informuje o ilosSci wegla w czasteczce, licz-
ba po dwukropku oznacza liczbe wigzan podwdjnych, a ostatnia - okresla pozycje
pierwszego wigzania podwdjnego, liczac od metylowego kornca tancucha. Ostatni
czton tego opisu stanowi nazwe rodziny (grupy) kwaséw. W celu precyzyjniejszego
okre$lenia budowy kwasow tluszczowych stosuje sie dodatkowg numeracje
uwzgledniajacg miejsce wigzah podwadjnych, liczac od wegla grupy karboksylowej,
np. zapis 18:3, 6, 9, 12, n-6, oznacza kwas y-linolenowy.

2. Funkcje biologiczne i wystepowanie PUFA

Pomimo ze w tkankach cztowieka i zwierzat moze zachodzi¢ desaturacja kwasu
stearynowego (C 18:0) do oleinowego (C 18:1, n-9), to ani cziowiek ani zwierzeta
nie sag w stanie syntetyzowac¢ niezbednych kwasoéw ttuszczowych (essential fatty
acids, EFA), do ktérych sa zaliczane kwasy majgce dwa lub wiecej wigzan podwdj-
nych, tj. kwasy nalezace do rodzin n-6 i n-3. Istnieje kilka kryteriéw na podstawie
ktérych okresla sie ceche niezbednosci kwaséw ttuszczowych, w zwigzku z czym
grupa tych kwasow jest ciggle przedmiotem sporéw. Wszystkie kryteria niezbedno-
Sci spetnia kwas linolowy, a w niektorych przypadkach niezbedny okazuje sie réow-
niez kwas y-linolenowy. Wiekszos¢ badaczy uwaza, ze do grupy niezbednych kwa-
s6w ttuszczowych nie mozna zaliczy¢ kwasu arachidonowego (rodzina n-6) oraz
kwasow wywodzagcych sie od kwasu a-linolenowego (rodzina n-3). Niezbednos¢ kwa-
séw tluszczowych nalezgcych do rodziny n-6 wynika nie tylko z koniecznosci ich do-
starczenia z pozywieniem, ale rowniez z faktu petnienia przez te kwasy waznych
funkcji biologicznych, w ktérych moga by¢ zastgpione tylko czesciowo przez kwasy
ttuszczowe nalezace do rodzin n-3 i n-9.

PUFA wchodzg zazwyczaj w skiad ttuszczow zapasowych i lipidow bton komor-
kowych takich jak estry, etery, acyloglicerole, glikolipidy, fosfolipidy, fosfonolipidy,
glikosfmgolipidy, sulfolipidy i lipoproteiny (1-3). Kwasy te spetniajg dwie podstawo-
we funkcje biologiczne (1-4). W ramach pierwszej uczestniczg w ksztattowaniu struk-
tury blon komérkowych, modulowaniu funkcji komoérek, tworzeniu ligandéw w re-
ceptorach na powierzchni bton komérkowych, zakotwiczaniu biatek w btonach ko-
morkowych, przekazywaniu i ochronie informacji genetycznej oraz reakcjach od-
pornosciowych komdrek. Znaczna cze$¢ metabolicznych przemian lipidéw bton ko-
morkowych jest zwigzana z ich wptywem na procesy transportu wody, jonéw i nie-
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elektrolitdw przez pory i kanaly btony zbudowane z dimerowych lub oligomero-
wych biatek transbtonowych zorientowanych czescig hydrofllowa do wewnatrz
i czescig hydrofobowg na zewnatrz w kierunku podwadjnej warstwy lipidowej. W ten
spos6b PUPA regulujg biochemiczng aktywnos¢ komorki, procesy transportu i sty-
mulujg reakcje komorki, uczestniczgc w procesach fizjologicznych (metabolizmie li-
pidow, reakcjach odpornosciowych, adaptacji do niskich temperatur, karcynogene-
zie, chorobach ukfadu krazenia) (5), Jednoczes$nie PUPA sa prekursorami wielu meta-
bolitéw, m.in. prostaglandyn, tromboksanéw i hydroksykwaséw ttuszczowych, nie-
zbednych do prawidtowego funkcjonowania organizmu (tab. 1). Niektoére funkcje,
np. oddziatywania receptorowe, PUPA spelniajg pozostajgc w kompleksie lipido-
wym, a inne - dopiero po uwolnieniu i przeksztalceniu w eikozanoidy, diacylogli-
cerole aktywujace kinaze proteinowa C, fosforany inozytolu stymulujgce uwalnianie
jondw wapnia z zapaséw wewnatrzkomorkowych oraz lizoalkilofosfatydylocholine
metabolizowang do czynnika aktywujgcego ptytki krwi. Szlak eikozanoidéw u ssa-
kéw rozpoczyna sie od uwolnienia PUPA z lipidéw btony komérkowej przez fosfoli-
pazy A2 i C, w nastepstwie czego w procesach katalizowanych przez enzymy oksy-
dacyjne: cyklooksygenazy i lipooksygenazy powstajg dwie gtdwne grupy metaboli-
tow, tj. zwigzki cykliczne - prostanoidy (prostaglandyny, tromboksany i prostacy-
kliny) oraz zwiazki niecykliczne - lipoksyny i leukotrieny (1,6). Kwasy n-3 sg kon-
wertowane do 3-prostanoidéw i 5-leukotrienéw, a kwasy n-6 do 1- i 2-prostanoidéw
oraz 4-leukotrienéw. Eikozanoidy wykazujg bardzo szerokie spektrum dziatania.
W duzym stopniu regulujg czynnosci ukladu sercowo-naczyniowego, cisnienie krwi,
procesy powstawania zakrzepOw wewnatrznaczyniowych, zawarto$¢ lipoprotein
(w szczegolnosci HDL), triacylogliceroli, swoistych biatek i lipoproteidow, procesy
ksztattujgce odpornos¢ ustroju, procesy zapalne, proliferacje komorek, aktywnosé
hormonéw i neuroprzekaznikéw, ekspresje genéw, czynnosci wielu narzadoéw, np.
nerek i przewodu pokarmowego, procesy odpowiedzialne za odczuwanie bdlu
i wiele innych proceséw flzjologiczno-biochemicznych. Potencjalne zastosowanie
produktéw biotransformacji polienowych kwaséw ttuszczowych przedstawiono
w tabeli 2.

Tabela 1
Oddziatywanie fizjologiczne eikozanoidéw serii n-3 i n-6 (1)
Eikozanoid
Uktad Eikozanoidy n-6 3 y Regulowane funkcje biologiczne
n-
| 2 3 4
krazenia PGI2, TX2 PGI3, 3 zlepianie i agregacja ptytek krwi; poziom fibrynogenu i lipi-

déw serum; przepuszczalno$¢ S$rédbtonka; rozszerzanie
i kurczenie naczyn; ci$nienie krwi

oddechowy PGE2, PGF2,, Mz, PGI3, m. rozszerzanie i kurczenie oskrzeli; stany zapalne
LTC4, LTD4

pokarmowy PGE2, PG12, m2, LTB4, PGI3, LTBS wydzielanie zotadkowe; ochrona komérek zotadka; pery'-
LTC4, LTD4 stattyka; wydzielanie insuliny i amylazy trzustki
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1 2 3 4
moczowy PGD2, PGE2, PGp2a, PGE3, PGI3, przepuszczalnoS¢ kigbiiszkow i filtracja; rozszerzanie na-
PGH2, PGI2, TXA2, LTB4 TXA, LTB, czyn nerkowych; wydzielanie reniny; wydalanie sodu
odpornosciowy  5-HPETE,  12-HPETE, LTB, przepuszczalno$¢ naczyniowa; reakcja na cytoking; eks-

15-HPETE, PGE2, PGI2,
LTB4, LTC4, LTD4

presja receptora leukocytu; degranulacja leukocytu; agre-
gacja makrofaga i obojetnochlonnej krwinki biatej; chemo-
taksja; rozrost naskorka

Objasnienie skrétow: 5-, 12- i 15-HPETE - 5-, 12- i 15-kwas hydroperoksyeikozatetraenowy; LTAn, LTBn, LTCn i LTDn
leukotrieny odpowiednio A,, B,, C, i Dp; PGEn i PGFn - prostaglandyna odpowiednio E, i Fp; prostacyklina 1,; TXA®
tromboksan An. Indeksy dolne informujg o podklasie eikozanoidéw.

Tabela 2

Produkty biotransformaciji polienowych kwaséw tluszczowych i ich potencjalne zastosowanie (1)

Polienowe kwasy tluszczowe Produkty przemian Zastosowanie

AA, DHA, DHGLA, DPA, EPA

ALA, GLA, LA

wolne kwasy, acyloglicerole, fosfoli-
pidy, estry

aldehydy, ketony, alkohole

leukotrieny, prostaglandyny, trom-
boksany, prostacykliny, oksylipiny

wolne kwasy, acyloglicerole, fosfoli-
pidy

aldehydy, alkohole, laktony
cyklooksykwasy, polihydroksykwasy,
epoksyhydroksykwasy
hydroksykwasy, ketokwasy, epoksy-
kwasy

wzbogacanie zywnosci, nutraceutyki, produkty
prozdrowotne, emulgatory, odzywcze S$rodki
lecznicze, nosniki lekow, $rodki lecznicze
zwigzki smakowo-zapachowe

farmaceutyki - choroby zapalne, rak, niedo-
magania uktadu odpornosciowego, starzenie or-
ganizmu, ginekologia, potoznictwo

produkty prozdrowotne, nosniki lekéw, terapeu-
tyki

zwigzki smakowo-zapachowe i aromatyzujace
zwigzki agrochemiczne: przeciwplesniowe, prze-
ciwbakteryjne, roslinne regulatory wzrostu
polimery i zywice specjalnego przeznaczenia,
syntetyczne potprodukty

Polienowe kwasy ttuszczowe podlegajg w organizmie cziowieka wielu przemia-
nom, ktérych poczatkowym etapem jest naprzemienne wprowadzanie do nich ko-
lejnych wigzan podwoéjnych przez desaturazy A”®, i A" oraz wydtuzanie tancucha
o dwa atomy wegta przy udziale etongaz.

W przemianach metabolicznych kwasy linolowy (n-6) i a-linolenowy (n-3)
wspotzawodnicza o te same enzymy, dlatego nadmiar kwasu linolowego w pozywie-
niu hamuje synteze kwasoéw EPA (n-3) i DHA (n-3), natomiast stymuluje synteze kwa-
su AA (n-6) (patrz wykaz skrétéw), w wyniku czego moze dojs¢ do zaktocenia réow-
nowagi procesow fizjologicznych w organizmie czilowieka. Odpowiednia podaz
w pozywieniu kwaséw z rodziny n-3, a zwtaszcza kwaséw EPA i DHA zapobiega nad-
miernemu wytwarzaniu kwasu AA w organizmie. W przypadku niedoboru niezbed-
nych kwasow tluszczowych wzmaga sie biosynteza eikozatrienowej pochodnej kwa-
su oleinowego 20:3, (5,8,11), n-9. Wchodzi ona w skiad fosfolipidow bton komaorko-
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wych umozliwiajac ich fizykochemiczna stabilizacje poprzez oddziatywanie z a-to-
koferolem. W tych interakcjach kwas eikoza - (5,8,11), n-9 trienowy moze zastgpic¢
kwas AA bedacy kwasem eikoza tetraenowym - (5,8,11,14), n-6. Moze on réwniez
podlegac oksygenacji do aktywnych metabolitow (np. 12-OH-20:3 (5,8,10), n-9, wy-
kazujacych aktywno$¢ tromboksanowa, lecz nie jest jednak prekursorem prosta-
glandyn.

W wydtuzaniu faricucha weglowego kwaséw tluszczowych uczestniczg dwa ukia-
dy enzymatyczne: biotynozalezna karboksylaza acetylo-CoA oraz mitochondrialne
i mikrosomalne systemy przytagczajace dwie jednostki weglowe z malonylo-CoA.
Elongazy nie sg gtdwnymi enzymami w biosyntezie polienowych kwasoéw tluszczo-
wych, natomiast w stanach niedoboru biotyny enzymem ograniczajagcym moze by¢
karboksylaza acetylo-CoA.

Gléwnym zrédtem olejow o wzglednie duzej zawartosci PUFA-Cis sa, jak dotad,
nasiona niektorych roslin zawierajgce kwasy linolowy i a-linolenowy. Wystepowa-
nie znacznych ilosci niezbednego kwasu y-linolenowego (GLA) (patrz wykaz skro-
téw) jest rzadkie i dotyczy gtdwnie nasion wiesiotka (Oenothera biennis, 8-10% GLA),
ogorecznika lekarskiego (Borago officinalis, 24-25% GLA) i czarnej porzeczki (Riber ni-
grum, 16-17% GLA) (tab. 3). PUPA o dlugosci tancucha powyzej Clg nie sg syntetyzo-
wane w wiekszych ilosciach przez rosliny wyzsze ze wzgledu na brak uktadéw enzy-
matycznych koniecznych do wprowadzenia wigzan podwojnych w pozycjach n-6
i n-3. Prozdrowotne oddziatywanie oleju rybiego jest przypisywane obecnosci kwa-
s6w C20 i C22 z rodziny n-3, przede wszystkim kwasom: eikozapentaenowemu (EPA),
dokozapentaenowemu (DPA) i dokozaheksaenowemu (DHA) (7). Wadg oleju rybiego
sg niekorzystne cechy sensoryczne, koniecznos¢ usuniecia cholesterolu i potencjal-
nie toksycznych zanieczyszczen, zmienna jakos¢ i obecnos$¢ kwasow ttuszczowych
(np. kwasu AA) o wlasciwosciach antagonistycznych w stosunku do kwaséw z rodzi-
ny n-3 (7). Przypuszcza sie, ze jezeli PUFA-n-3 weszlyby do powszechnego uzytku
jako leki profilaktyczne, to podaz oleju ryb morskich mogtaby okazac¢ sie niewystar-
czajaca dla zaspokojenia $Swiatowego zapotrzebowania (7).

Tabela 3
Wystepowanie gtéwnych polienowych kwaséw ttuszczowych z rodzin n-3 i n-6 (1)
Kwas Zrédta tradycyjne Zrédia alternatywne
L 2 3
GLA rosliny: Oenothera, Borago, grzyby strzgpkowe: Mucor, Mortierella, Aspergillus sp.
Omithogalum sp. (1,3-7,6%) (3,6-4,5%)
glony: Chlorella, Spirulina sp. (0,6-1,6%)
AA ryby: Brevoortia, Clupea, Sarciina sp. grzyby strzepkowe: Pythium, Mortierella sp. (3,4-6,3%)
(0,2-0,6%) glony: Porphyridium sp. (1,6-3,6%)
tkanki zwierzace: (0,1-0,3%) mchy: Rhytidiadelphus, Brachythecium, Eurhynchium sp.
(0,7-2,4%)
ALA rosliny: Brassica, Glycine, Jaglana, glony: Chlorella sp. (0,9-1,7%)

Linum sp. (4-21%)
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! 2 3
EPA ryby: Brevoortia, Engraulis, Sardina, grzyby strzepkowe: Mortierella, Pythium sp. (2,9-6,4%)
Scomber sp. (1,7-6,2%) glony: Chlorella, Monodus, Porphyridium, Nannochloropsis,
Cryptoleura, Schizymenia, Navicula s'p. (1,8-4,8%)
mchy. Brachythecium, Eurhyncbium, Scleropodium sp. (0,7-3,1%)
bakterie: Rhodopseudomonas, Shewanella sp. (0,6-1,7%)
DHA ryby: Brevoortia, Engraulis, Sardina, grzyby strzepkowe: Thraustocfytrium, Entomophthora sp. (0,9-5%)
Scomber sp. (1,6-7,4%) glony: Gonyaulax, Gyrodinium, Cryptoconidium sp. (2,7-4,1%)
bakterie: Rhodopseudomonas sp. (0,6-1,1%)

Liczby w nawiasach podaja zawarto$¢ kwaséw polienowych ogdtem w mokrej masie.

Potencjalnymi mikrobiologicznymi producentami PUPA, jak sie wydaje, sg lgdo-
we i morskie grzyby nizsze z rzedu Miicorales, szczegdlnie z rodziny Phycomycetae,
wytwarzajgce kwasy GLA, AA, EPA i DPIA (patrz wykaz skrétow) (2-4,8-18), jedno-
i wielokomoérkowe glony z rodzin: Chlorophyceae i Cryptophyceae, wytwarzajace kwa-
sy AA i EPA, Dinophyceae, wytwarzajace kwasy EPA i DHA (1-4,8-10,19), oraz niektére
morskie Eubacteria, wytwarzajgce kwas EPA (1-4,8,9). Chociaz w Swiecie mikroorga-
nizmow wystepuje zdumiewajgco duza réznorodnosc¢ struktur kwasow ttuszczo-
wych (20), tylko niektore z nich syntetyzujg biologicznie wazne kwasy tluszczowe
w wystarczajgco duzych ilosciach. Nalezy zaznaczy¢, ze spadek $Swiatowych cen ole-
jow roslinnych i ttuszczéw zwierzecych zmniejsza konkurencyjnosé olejéw z mikro-
organizmow. Na korzysc¢ tych ostatnich przemawia jednak to, ze sg Zrodtem wysoce
specyficznych kwasoéw ttuszczowych - bardzo drogich, gdy sa pozyskiwane z tra-
dycyjnych zrodet lub wrecz w nich nieobecnych.

3. Potencja! ,,olejodajnych” mikroorganizmow

»Olejodajne” mikroorganizmy moga byc¢ alternatywg dla konwencjonalnych zré-
det roslinnych i zwierzecych, za czym przemawiajg nastepujagce argumenty (21,22):

- mikroorganizmy sg wyposazone w aktywny aparat syntetyzujacy lipidy;

- oleje z mikroorganizmow sa produktami o wyzszej wartosci niz tanie, po-
wszechnie dostepne w handlu oleje: sojowy, palmowy i stonecznikowy;

- produkcja oleju z mikroorganizméw moze by¢ prowadzona niezaleznie od
pory roku i warunkéw klimatycznych;

- jest mozliwa réwnoczesna synteza lipidow i innych biopreparatéw, np. biatek,
witamin, antyoksydantéw, ktore jako zrédto makro- i mikroelementéw moga by¢
przydatne do wzbogacania zywnosci;

- dobrze rozwinieta technologia fermentacji i nadzwyczaj duza szybkos¢ wzro-
stu mikroorganizméw w wielu pozywkach pozwalajg efektywnie przetwarzaé tanie
substraty, np. produkty odpadowe przemystu spozywczego;
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- fatwos¢ kontrolowania czynnikéw odzywczych i srodowiskowych, za pomoca
ktérych mozna stymulowac¢ lub hamowac¢ podstawowe etapy biosyntezy kwaséw
ttuszczowych oraz regulowa¢ wydajnos¢ lipidow i ich skiad;

- predyspozycje mikroorganizmoéw do biotransformacji (np. oksydacji, desatu-
racji, uwodornienia) umozliwiajgcej uszlachetnianie lipidow;

- pomimo mniejszej zawartosci lipidow w mikroorganizmach niz w zrédach
konwencjonalnych (odpowiednio 2-12% i 1,6-21%) oleje pochodzenia mikrobiolo-
gicznego zawierajg czesto znacznie wiecej pozadanych kwasoéw (zazwyczaj 9-80%
w poréwnaniu do 7-33%), co ufatwia ich koncentracje i oczyszczanie, tym samym
zmniejszajagc mozliwo$¢ powstawania wad zapachowych zwigzanych z zanieczysz-
czeniami;

- zastosowanie mutantéw pozbawionych specyficznych enzymow (np. desatu-
raz) umozliwia pozyskiwanie lipidéw o zaplanowanym sktadzie;

- ,olejodajne” mikroorganizmy sg dobrymi gospodarzami dla obcych (roslin-
nych i zwierzecych) gendéw, umozliwiajgc konstruowanie wydajnych szczepdéw syn-
tetyzujgcych PUPA i nietypowe kwasy tluszczowe;

- prostsza budowa mikroorganizmow niz roslin i zwierzat sprawia, ze sg do-
brym modelem w badaniach biochemii lipidéw, kontroli ich metabolizmu i funkciji.

W Swietle przedstawionej argumentacji przemystowa produkcja SCO jest realna.
Do jej uruchomienia niezbedne jest spetnienie kilku warunkéw, m.in. wyselekcjono-
wanie mikroorganizmoéw zdolnych do nadprodukcji kwasow ttuszczowych, dobér
pozywek, uwzgledniajgcy tanie substraty, np. odpady przemystu spozywczego, se-
lektywna inhibicja enzyméw (desaturaz, elongaz), matematyczna optymalizacja $ro-
dowiskowych i technologicznych warunkéw bioprocesu oraz optymalizacja proce-
séw przetwarzania PUPA.

4. Biosynteza PUFA w komdrkach drobnoustrojow

Warunkiem upowszechnienia przemystowej produkcji PUPA przez mikroorgani-
zmy jest poznanie mechanizméw ich biosyntezy w komorce. Gtéwne aspekty meta-
bolizmu lipidéw uwaza si¢ za powszechnie znane. Generalnie jednak sa one jeszcze
niedostatecznie wyjasnione. W biosyntezie uczestniczy kilka podstawowych szla-
kéw (7):

- synteza de novo kwasow ttuszczowych z glukozy;

- wiaczenie egzogennych lipidéw bezposrednio w struktury komérkowych lipi-
dow;

- postepujaca desaturacja i elongacja kwasow ttuszczowych.

W procesie biosyntezy moze rowniez zachodzi¢ biouwodornienie (saturacja)
kwasow tluszczowych i ich czeSciowa lub catkowita degradacja (P-oksydacja).

Polienowe kwasy ttuszczowe sg syntetyzowane w warunkach tlenowych i beztle-
nowych. W pierwszym przypadku w desaturacji uczestniczg trzy biatka: reduktaza

224 PRACE PRZEGLADOWE



Synteza polienowych kwaséw ttuszczowych przez mikroorganizmy

Retikulum endoplazmatyczne (ER)

NAD(P)H

Reduktaza NAD(P)H
Cytochrom

R-CH2-CH2-R’-CoA + O2

R-CH=CH-R’-CoA + H20

Swiatto ER Cytoplazma

Rys. 1. Uktad desaturacji tlenowej w procesie powstawania polienowych kwaséw ttuszczowych
w mikroorganizmach (7).

NAD(P)H - cytochrom cytochrom bs i kohcowa desaturaza wrazliwa na cyjanki
(rys. 1). Znane sg trzy typy desaturaz: desaturazy acylo-CoA, desaturazy acylo-ACP
i desaturazy acylo-lipidowe. Stearoilo-CoA lub stearoilo-ACP sg substratami do wpro-
wadzenia pierwszego wigzania podwadjnego i utworzenia, odpowiednio, oleoilo-CoA
lub oleoilo-ACP. Kolejna desaturacja zachodzi w retikulum endoplazmatycznym przy
udziale raczej kwaséw ttuszczowych zwigzanych z fosfolipidami (zwtaszcza z fosfa-
tydylocholing) niz tioestréw CoA (23,24). Poza tg dominujacg desaturacjg, w retiku-
lum moze odbywac sie rowniez bezposrednia konwersja acylo-CoA kwasu ttuszczo-
wego do odpowiedniego PUPA (23). Pierwsze wigzanie podwadjne, dominujace w ko-
mérkach eukariotow i niektdrych bakterii, jest zawsze wprowadzane w pozyciji

nasyconych kwasow tluszczowych i dlatego kwasy palmitoleinowy (16:1 cis 9) i ole-
inowy (18:1 cis 9) sg najbardziej pospolitymi monoenami w mikroorganizmach.
Kwas oleinowy jest desaturowany przy udziale desaturazy do kwasu linolowe-
go, ktéry przy udziale A’" desaturazy ulega konwersji do kwasu a-linolenowego. Te
trzy kwasy tluszczowe sg podstawowymi prekursorami rodzin n-9, n-6 i n-3 (rys. 2).
Nastepnymi etapami biosyntezy PUPA sa: desaturacja odpowiednich prekursoréow
kwasow tluszczowych z udziatem A" desaturazy, elongacja tafcucha i kolejna desa-
turacja prowadzgce do powstania odpowiednich PUPA-C20 i C22 (7). Rodzina PUPA
n-9 jest syntetyzowana z kwasu oleinowego, z ktérego po sekwencyjnej A" desatu-
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COOH
COOH '‘COOH  a" /=\/= -~"SACOOH
MA (20:3) AACOAN N s » ( ERAI DH5)
niska temperatura X,
COOH COOH
DPA COOH /"HAN2Z6)"" N COOH
~\  Serian-9 N /N Serian-6 ™ ~  Serian3 N

Rys. 2. Szlaki biosyntezy polienowych kwaséw ttuszczowych w mikroorganizmach (7) EL - elonga-
za; A", A5, AN, AN, AN, AN, AN - desaturazy.

racji, elongacji i desaturacji powstaje kwas eikozatrienowy (20:3, cis 9, 12, 15,
MA). Kwasy tluszczowe n-6 powstajg z kwasu linolowego przez desaturacje (A", AN,
A") i elongacje do kwasow GLA, DGLA, AA, adrenowego i DPA. Synteza PUPA n-3
w mikroorganizmach przebiega dwoma drogami (22). W pierwszej z nich, niezale-
znej od temperatury, kwas ALA jest metabolizowany na szlaku n-3 do kwasow EPA,
DPA-n-3 i DHA. W drugiej, zaleznej od temperatury, nastepuje konwersja kwasow
ttuszczowych n-6 do odpowiednich PUPA n-3 katalizowana przez A’* i A’" desaturazy.
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Rys. 3. Schemat produkcji oleju z mikroorganizméw (21).

5. Przemystowa produkcja PUPA przez mikroorganizmy

Przemystowy bioproces obejmuje kilka operacji jednostkowych poczynajac od
prowadzenia szczepu do rafinacji oleju (rys. 3). PUPA mikroorganizmow mozna uzy-
skaé metoda fermentacji wgtebnej oraz metoda fermentacji w podtozu statym (solid
State fermentation, SSF).

W metodzie wgtebnej trzy podstawowe operacje zwigzane z naturg olejodajnych
mikroorganizméw wymagaja szczegolnej uwagi: fermentacja, separacja komorek, eks-
trakcja oleju i jego rafinacja (7,21). Poniewaz w warunkach optymalnych potrzeba az
5 kg sacharydu do wyprodukowania | kg oleju typu triacyloglicerolowego zaleca sie
stosowanie jako pozywek tanich produktéw odpadowych przemystu spozywczego.
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Rys. 4. Strategia w modyfikacji oleju mikroorganizméw (21).

Aby zaspokoi¢ wciaz wzrastajgce zapotrzebowanie na oleje zawierajgce aktywne
biologicznie kwasy ttuszczowe nalezy stosowaé alternatywne strategie w kombina-
cji z klasycznymi fermentacjami (rys. 4). Przyktadowo, metody indukowanej mutage-
nezy przy uzyciu N-metylo-N -nitro-N-nitrozoguanidyny, umozliwiajgce zahamowa-
nie lub aktywacje specyficznych desaturaz, sg przydatne nie tylko do otrzymywania
okre$lonych kwaséw ttuszczowych, ale moga by¢ wykorzystane do $ledzenia bio-
syntezy kwasow ttuszczowych w komérce mikroorganizmu (22). Znane sa mutanty
pozbawione desaturaz (A", AN, AN, AM, A’ AMY), mutanty o zwiekszonej aktywnosci
desaturaz (A", A") lub kombinacje tych mutantéw (7,25,26) jak réwniez mutanty po-
zbawione elongaz (27), syntetyzujace nie tylko wiecej swoistych PUPA, ale réwniez
PUPA nietypowe dla macierzystego szczepu. Ponadto, takie mutanty mogg wykorzy-
stywa¢ egzogenne kwasy tluszczowe do otrzymywania docelowych PUPA w duzych
ilosciach, co jest o tyle istotne, ze w przyrodzie spotyka sie wiele tatwo dostepnych
olejow naturalnych zawierajacych prekursory poszczegoélnych kwaséw ttuszczowych.

Innym narzedziem do konstruowania nowych mikroorganizméw syntetyzu-
jacych wazne kwasy tluszczowe jest inzynieria molekularna macierzystych szcze-
pow i ich mutantéw (7). Do sterowania skladem kwaséw tluszczowych, tj. do zmo-
dyfikowania dtugosci tancucha lub ilosci i pozycji wiazan podwadjnych, mozna wyko-
rzysta¢ trzy wspotzalezne techniki genetyczne: 1) klonowanie genéw kodujgcych
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biatka uczestniczgce w biosyntezie PUPA; 2) transgeniczng ekspresje tych gendw; 3)
modyfikacje sklonowanych genéw w celu konstruowania kodowanych przez nie
biatek (28). Przykladem takiego rozwigzania moze by¢ rekombinant Saccharomyces
cerevisiae, ktory w wyniku klonowania i ekspresji genéw kodujacych [ - de-
saturazy Mortierella alpina syntetyzowat zwiekszong ilos¢ kwasu y-linolenowego.

Kontrola poszczegoélnych etapéw desaturacji przez dodatek inhibitorow lub ak-
tywatorow reakcji do pozywki réwniez umozliwia pozgdang modyfikacje kwasow
ttuszczowych (1). Wyréznia sie cztery gtéwne typy inhibitorow (7):

- cyklopropenowy kwas sterulinowy, ktéry blokuje dziatlanie A™ desaturazy ka-
talizujgcej konwersje kwasu stearynowego do kwasu oleinowego oraz estry innych
cyklopropenowych kwasow ttuszczowych hamujace A, AM i AM desaturazy (29,30);

- skiadniki lignanowe - analogi sezaminy, ktére niewspdtzawodniczo hamujg
A™ desaturaze (31,32);

- alkilowe galusany zawierajgce specyficzne struktury takie jak pierscienn aroma-
tyczny z grupg hydroksylowg w pozycji meta i grupa karboksylowg zestryflkowang
alkoholem o odpowiedniej dtugosci taricucha, ktére niewspoétzawodniczo hamujg
AM i AM desaturazy (33);

- kurkumine [1,7-bis (4-hydroksy-3-metoksy-fenyl)-l,6-heptadien-3,5-dion], ha-
mujaca niewspotzawodniczo A™ i AN desaturazy (34,35).

Interesujacg mozliwoscig strukturyzowania skladu kwaséw tluszczowych jest
enzymatyczna modyfikacja wstepnie otrzymanego oleju (7). W poréwnaniu z proce-
sami chemicznymi enzymatyczna biotransformacja umozliwia eliminowanie w tagod-
nych warunkach niepozgdanych koproduktow i sterowanie sktadem PUPA przez od-
powiednig selekcje biokatalizatorow i warunkéw reakcji (36). Enzymatyczna inter-
estryfikacja jest szczegolnie przydatna do modyfikacji triacylogliceroli mikroorgani-
zmow, ktérych warto$¢ odzywcza zalezy nie tylko od stopnia nienasycenia, ale row-
niez od dlugosci tancucha acylowego i pozycji poszczegoélnych kwaséw w szkielecie
glicerolu (37). Ponadto enzymatyczne wigczenie PUPA n-3 w strukture olejow zawie-
rajagcych PUPA n-6 moze by¢ wykorzystane do otrzymania olejéw o pozgdanym sto-
sunku PUPA n-6/n-3. Alternatywnym rozwigzaniem jest enzymatyczne wtgczenie PUPA
mikroorganizmow do olejow roslinnych i zwierzecych i tym sposobem wzbogacanie
w PUPA tanich olejow przeznaczonych do bezposredniego spozycia (7).

Utrudniony marketing produktéw PUPA otrzymanych metodg wgtebna zacheca
do upowszechnienia metody SSP, w ktérej mikroorganizmy sg namnazane w wilgot-
nym SlLibstracie staltym, pozbawionym wody wolnej. W tych warunkach ,,olejodajne”
mikroorganizmy wytwarzaja nie tylko znaczne ilosci PUPA, lecz réwniez zmniejszajg
zawartos¢ sktadnikéw antyodzywczych (np. kwasu fitynowego) w substratach i hy-
drolizuja biopolimery substratu, dzigki czemu przefermentowana masa o duzej za-
wartosci PUPA moze by¢ stosowana jako dodatek do zywnosci lub paszy (7). Najwaz-
niejszymi problemami do rozwigzania w metodzie SSP sg: transfer masy w statym
substracie, zarowno tlenu do rozwijajacych sie mikroorganizmow jak i sktadnikow
odzywczych i enzymdw, utrzymanie statej temperatury fermentacji oraz powieksza-
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nie skali. Proces SSF moze by¢ atrakcyjny dla produkcji PUPA, gdyz gwarantuje duzg
wydajnos¢, skraca czas bioprocesu, wymaga mniejszych reaktoréw i jest bardziej
przyjazny srodowisku ze wzgledu na mniejsze zuzycie wody oraz utylizacje produk-
tow ubocznych przemystu rolno-spozywczego (38).

6. Przetwarzanie oleju mikroorganizmow

6.1. Ekstrakcja oleju

Dotychczas w biotechnologii lipidow syntetyzowanych przez mikroorganizmy
koncentrowano sie na selekcji mikroorganizmow i optymalizacji warunkéw hodow-
li. Mniej uwagi przywiazywano do ekstrakcji oleju adaptujgc wiekszos¢ metod eks-
trakcyjnych typowych dla materiatéw roslinnych i tkanek zwierzecych. Perspektywy
biotechnologicznego pozyskiwania olejow z mikroorganizmow sg jednak nierozer-
walnie zwigzane z opracowaniem warunkéw ich odzyskiwania i oczyszczania.

Wyboér metody izolacji oleju zalezy od natury komoérek mikroorganizméw i po-
zgdanego typu ekstraktu. Giéwnym problemem, wcigz nie do konca rozwigzanym,
jest lipoliza zachodzgca podczas procesu odzyskiwania ttuszczu mikrobiologiczne-
go. Inne zjawiska, np. autooksydatywna degradacja i obecno$¢ substancji przeszka-
dzajgcych, réwniez wymagajg rozwigzan. Ekstrakcje olejow mikrobiologicznych prze-
znaczonych do spozycia prowadzi sie rozpuszczalnikami nietoksycznymi, tatwymi
w transporcie, bezpiecznymi i tanimi, np. etanolem, n-butanolem, izopropanolem
lub heksanem (7,39,40). Chloroform i metanol nie sg zalecane ze wzgledu na rako-
twércze dziatanie pierwszego (41) i uszkadzajgce wzrok drugiego (40). Olej zawie-
rajagcy duze ilosci kwasu GLA zaleca sie ekstrahowa¢ dwuetapowo etanolem i heksa-
nem (7,42). Taki ekstrakt zawiera jednak duze ilosci zanieczyszczen lipidowych oraz
lipaz katalizujgcych niepozadane reakcje. Drozszym (43), ale i wydajniejszym roz-
wigzaniem jest ekstrakcja nadkrytycznym CO2, ktérg w skali pétprzemystowej sto-
sowano do produkcji takiego oleju z grzyba Cunninghamella echinulata (44).

Konwencjonalne urzadzenie ekstrakcyjne zapewnia 96% wydajnos¢ ekstrakcji li-
pidéw i kwasu EPA z grzybni Pythium irregulare mieszaning heksan-izopropanol (39),
tj. nieco wieksza anizeli ekstrakcja nadkrytycznym CO2 z grzybni Mortierella (45)
i Saprolegnia parasitica (46).

6.2. Rafinacja oleju
Celem rafinacji oleju z mikroorganizmow jest usuniecie lub przynajmniej zmniej-

szenie ilosci zanieczyszczen, ktdre moga niekorzystnie wpl>*wad na jako$¢ produktu
i skutecznos¢ jego modyfikacji. Oczyszczanie i koncentracje olejow mikroorganizmow
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prowadzi sie réznymi metodami stosujgc np. wymrazanie rozpuszczalnikiem, frakcjo-
nowana krystalizacje, kompleksowanie mocznikiem, rozdziaty chromatograficzne i re-
akcje enzymatyczne, takie jak selektywna hydroliza triacylogliceroli, zawierajacych
PUPA lub selektywna estryfikacja mieszanin kwaséw ttuszczowych zawierajgcych PUPA,
ktdre sa najprostszym sposobem rafinacji (7, 47-49). Destylacja PUPA i ich estréw nie
jest natomiast wskazana ze wzgledu na prawdopodobienstwo przemieszczania wigzan
podwajnych, stereomutacji, cyklizacji i dimeryzacji w wyzszych temperaturach (7).

Oczyszczanie poszczegoélnych PUPA wymaga optymalizacji warunkéw koncentra-
cji dla kazdego z nich z osobna ze wzgledu na réznice wtasciwosci. Przyktadowo, po
wstepnym oddestylowaniu kwasoéw LA i GLA, frakcjonowanie mocznikiem etylowych
estréow kwasu DGLA w oleju z grzybéw (13,7" DGLA), zwiekszylo zawartos¢ tego
kwasu do 51,5% (47). Koncentrat kwasu AA o czystosci od 78 do 90% mozna otrzymac
z oleju grzybéw strzepkowych przez frakcjonowanie mocznikiem, odpowiednio,
kwaséw ttuszczowych lub ich estrow metylowych (50). Hydroliza oleju Mortierella li-
paza drozdzy zwieksza zawartos¢ kwasu AA we frakcji triacylogliceroli do 60% (37),
a jej kombinacja z selektywng estryfikacjg kwasow ttuszczowych umozliwita uzyska-
nie 73% koncentratu tego kwasu (51). Koncentraty kwasow DGLA lub AA o czystosci
powyzej 90% mozna otrzyma¢ metodami: wysoko sprawnej chromatografii cieczowej
(HPLC) (47), chromatograficznego rozdziatu na oktadecysilanie (52) i chromatografii
cienkowarstwowej w odwréconej fazie (53).

Koncentraty kwaséw EPA i DHA otrzymuje sie przez kompleksowanie moczni-
kiem lub frakcjonowang krystalizacje w niskich temperaturach, a nastepnie ich roz-
dziat (54). W pierwszym rozwigzaniu wykorzystuje sie réznice w zdolnosci do two-
rzenia krysztatdw z mocznikiem w zaleznosci od stopnia nienasycenia tych kwasow
ttuszczowych (55). Czesto kompleksowanie mocznikiem roztworu kwaséw ttusz-
czowych jest potaczone z rozdzialem metodg HPLC.

frakcjonowanie mocznikiem mieszaniny estrow metylowych kwasow tluszczowych
Mortierella sp. (6,8% GLA) lub estréw etylowych Mucor circinelloides (25,1% GLA) umozli-
wia produkcje oleju o zawartosci 97,5% kwasu GLA przy 50-60% odzysku (7,47), a dalsze
oczyszczanie tego produktu metodg HPLC zwieksza zawarto$¢ kwasu GLA do 99,5%
(47). Selektywna estryfikacja n-butanolem katalizowana lipazg zwieksza do prawie 70%
zawartos¢ kwasu GLA we frakcji niezestryfikowanych kwaséw ttuszczowych w oleju
grzybow strzepkowych (56). Estry metylowe kwasu GLA o 98% czystosci uzyskiwano
z mieszaniny estrow kwasow ttuszczowych przy uzyciu réznych typow Y-zeolitu (57).

Znane procedury otrzymywania kwasu EPA zapewniajg wprawdzie duza czystos¢
produktu, lecz wydajnos¢ procesu wynosi zaledwie 43% z powodu malej wydajnosci
koncentracji metoda kompleksowania mocznikiem (54,58). Usprawniono je przez
zmiane warunkéw ekstrakcji i frakcjonowania mocznikiem (w procesie tréjetapo-
wym), albo wrecz przez jego pominiecie (w procesie dwuetapowym) (41). Pierwsze
rozwigzanie, zastosowane do ekstrakcji lipidéw z biomasy Phaeodactylum tricornu-
tum, zapewnia wzrost wydajnosci kwasu EPA do 66% przy 85% odzysku i obejmuje
(41): 1) bezposrednie zmydlanie biomasy dwoma rozpuszczalnikami zawierajgcymi
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KOH (heksan/96% etanol (1:2,5) i 96% etanol); wzrost wydajnosci na tym etapie
osiggnieto wskutek odfiltrowania roztworu mydta od biomasy przed jego ekstrakcjg
heksanem w celu usuniecia substancji niezmydlonych, 2) frakcjonowanie moczni-
kiem roztworu zmydlonych kwaséw (w 65-70°C), a nastepnie ich krystalizacje
(w 28°C), 3) frakcjonowanie metodg HPLC. W procesie dwuetapowym odzyskiwano
100% kwasu EPA o czystosci okoto 94%, lecz po diuzszym czasie procesu i wiekszym
zuzyciu eluenta niz w procesie trojetapowym (41). Koncentraty kwasow EPA i AA,
otrzymane w tréjstopniowym procesie z oleju syntetyzowanego przez glony zawie-
raty odpowiednio 97% pierwszego z nich lub 80% - drugiego (59).

Kompleksowanie mocznikiem, jak sie wydaje, ma najwieksze znaczenie prak-
tyczne w produkcji koncentratéw DHA z oleju syntetyzowanego przez glony (60-63).
Proces koncentracji przebiega w dwéch etapach. W pierwszym, triacyloglicerole sg
hydrolizowane przy uzyciu alkoholowego roztworu KOH lub NAOH do kwaséw
ttuszczowych i niezmydlajgcych sie sktadnikéw (m.in. steroli, witamin A i D), ktére
sg usuwane. W drugim etapie wolne kwasy ttuszczowe poddaje sie dziataniu etano-
lowego lub metanolowego roztworu mocznika. Nasycone i monoenowe kwasy tlusz-
czowe tatwo tworzg zwigzki kompleksowe z mocznikiem i po krystalizacji, w niskiej
temperaturze, sg usuwane przez filtracje. Maksymalne zawartosci PUPA (98,2%)
i kwasu DHA (97,1%) we frakcji nie ulegajacej kompleksowaniu osiggano przy sto-
sunku masowym mocznik/kwasy ttuszczowe 3:1 (62).

7. Podsumowanie

w opracowaniu wskazano na przydatnos¢ niektérych mikroorganizmow jako po-
tencjalnego zrodta aktywnych biologicznie polienowych kwasow tluszczowych.
»Olejodajne” mikroorganizmy moga znalez¢ réwniez zastosowanie do produkcji hy-
droksy PUPA, prostaglandyn, leukotrienéw i tromboksanéw, ktérych chemiczna syn-
teza jest bardzo kosztowna. Zaletg syntezy PUPA przez mikroorganizmy jest duza
wydajnosé, niezmiennos¢ sktadu syntetyzowanego oleju, uniezaleznienie od trady-
cyjnych uwarunkowan rolniczych. Za tym rozwigzaniem przemawia rosngce zapo-
trzebowanie na bioaktywne metabolity. Gidwng wadg technologii jest ciggle jeszcze
duzy koszt produkcji, jakkolwiek konkurencyjny w stosunku do tradycyjnych tech-
nologii olejow roslinnych i ttuszczéw zwierzecych, ustepujacych pod wzgledem ja-
kosci metabolitom mikrobiologicznym.

Metodami mutagenezy i inzynierii genetycznej jest mozliwe pozyskanie mikro-
organizméw transgenicznych, syntetyzujacych specyficzny kwas ttuszczowy lub olej
o zaplanowanym skfadzie. Bledem bytoby zatem nie docenia¢ potencjatu mikroor-
ganizmow w tym zakresie. Niezaleznie od aspektu ekonomicznego, badania ,olejo-
dajnych” mikroorganizméw stymulujg postep naukowy w biochemii lipidow umozli-
wiajac poznanie i regulacje szlakdw metabolicznych biosyntezy kwaséw ttusz-
czowych.
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Wykaz skrétéow

N:m (n - x) PUFA: kwas polienowy zawierajgcy n atoméw wegla w tancuchu i m wigzan podwaj-

nych, w ktéorym pierwsze wigzanie podwodjne znajduje sie przy x atomie wegla liczac od grupy CH3

A" desaturaza: desaturaza, ktéra wprowadza podwdjne wigzanie przy m atomie wegla liczac od

karboksylowego konca fancucha kwasu ttuszczowego

AA: kwas arachidonowy (20:4 cis 5,8,11,14, n-6)

ALA: kwas a-linolenowy (18:3 cis 9,12,15, n-3)

DGLA: kwas dihomo-y-linolenowy (20:3 cis 8,11,14, n-6)

DHA: kwas dokozaheksaenowy (22:6 cis 4,7,10,13,16,19, n-3)
DPA-n-3: kwas dokozapentaenowy (22:5 cis 7,10,13,16,19, n-3)
DPA-n-6: kwas dokozapentaenowy (22:5 cis 4,7,10,13,16, n-6)
EDA: kwas eikozadienowy (20:2 cis 8,11, n-9)

EPA: kwas eikozapentaenowy (20:5 cis 5,8,11,14,17, n-3)
ETA: kwas eikozatetraenowy (20:4 cis 8,11,14,17, n-3)

GLA: kwas y-linolenowy (18:3 cis 6,9,12, n-6)

MA: kwas eikozatrienowy (20:3 cis 9,12,15, n-9)
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