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1.Wprowadzenie

grupie kwasow polienowych niektére sposréd nich sg konieczne do

prawidtowego i normalnego funkcjonowania organizmu, stad majg one
szczegllne znaczenie w zywieniu cziowieka. Wazne zywieniowo kwasy polie-
nowe (PUKA) reprezentujg dwie odrebne rodziny n-6 i n-3 rdéznigce sie pozycja
wigzania podwoéjnego najblizszego terminalnej grupie metylowej, strukturg
i metabolizmem oraz funkcjami i skutkami dziatania (tab. 1). Sg m.in. nie-
zbednymi skiladnikami tkanek, warunkujg prawidtowy transport tipidow
w ustroju, a bedac prekursorami prostagtandyn i ich pochodnych obnizajg
lipidowe wskazniki krwi oraz zapobiegaja powstawaniu zakrzepow i miaz-
dzycy (1).

Kwasy tluszczowe z rodziny n-6 charakteryzujg sie wieksza aktywnoscig
biotlogiczng w poréwnaniu z kwasami natezacymi do rodziny n-3 w zwigazku
z czym niektoérzy autorzy (2, 3) nie zaticzali tych ostatnich do kwaséw nie-
zbednych. Ostatnie wjmiki badan (4, 5, 6) dowodza jednak, ze kwas a-lino-
lenowy i inne kwasy z rodziny n-3 majg wtasciwosci kwaséw niezbednych.

2. Wystepowanie polienowych kwasow ttuszczowych
w przyrodzie i ich biosynteza

Kwas linotowy (9,12-cis-oktadekadienowy, 18 : 2 n-6) i kwas a-tinotenowy
(9, 12, 15-cis-oktadekatrienowy, 18 : 3 n-3) reprezentujace dwie podstawowe
rodziny kwasoéw polienowych n-6 i n-3, sa syntetyzowane de novo w roslinach
wyzszych. Kwas linolowy stanowi okoto 50% kwasow tluszczowych ogétem
w oleju kukurydzy, nasion stonecznika, bawelny i soi oraz ponad 70% w oleju
krokosza; kwas a-linotenowy stanowi ponad 50% kwasow ttuszczowych oleju
Inianego i perita. W takich roslinach jak Oenothera biennis (wiesiotek dwu-
letni) i O. lamarckiana (wiesiotek tamarckiana) jest preferowana desaturacja
kwasu linolowego do kwasu y-tinotenowego (6, 9, 12-cis-oktadekatrienowy,
18 : 3 n-6), ktérego udziat wynosi 10% kwasow tluszczowych ogétem w oleju
z tych nasion (9). Wbudowanie dalszych dwéch jednostek wegtowych do kwa-
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s6w polienowych C-18 prowadzi do utworzenia kwaséw polienowych C-20,
czesto wystepujacych w mchach (10), algach (11), protozoa (12), niektérych
grzybach (13-15) i bakteriach b5dujgcych w morzach (16).

Tabela 1

Zrc’)dla‘ niektére funkcje biologiczne oraz dziatanie naturalnie wystepujacych kwaséw polieno-
wych (PUFA) (7. 8, 9)

Rodzina kwaséw
tluszczowych i jej

przedstawiciele

n-6
kwas linolowy
9, 12-cis-18:2

kwas y-linolenowy

6, 9. 12-cis-18:3
kwas
dibomo-y-linolenowy
8, 11, 14-cis-20:3
kwas

arachidonowy

5. 8, 11. 14-cis-20:4

kwas
dokozapentaenowy

4, 7. 10, 13. 16-cis-22:5

n-3

kwas
a-linolenowy

9, 12. 15-cis-18:3

kwas
eikozapentaenowy

5, 8, 11, 14, 17-cis-20:5

kwas
dokozaheksaenowy
4, 7, 10, 13, 186,
19-cis-22:6

n-9

kwas oleinowy
9-cis-18:1

kwas
eikozatrienowy
5, 8, ll-cis-20;3
n-7

kwas
palmitooleinowy
7-cis-16:1

Gtéwne zrodta dietetyczne

wiekszos¢
olejow roslinnych

brak

brak

migso.
watroba.
mébzg

brak

niektore

oleje roslinne
(sojowy, Iniany),
warzywa lisciaste
lyby, skorupiaki.
algi

ryby, algi.
skorupiaki

tluszcze
zwierzece i roslinne
brak

brak

Funkcja/efekt

niezbedny dla organizmu w ilosci 45
mg/kg masy/dzien, skitadnik
acyloglukoceramidéw, prekursor kwasu
arachidonowego (AA), hipolipidemiczny,
zwieksza ,,ptynnos¢” bton komérkowych
prekursor kwasu AA oraz kwasu
eikozatrienowego

prekursor prostaglandyn serii 1 (PGEi)

prekursor prostaglandyn serii 2,
gtéwny sktadnik wiekszosci
fosfolipidow bton komaérkowych,
zwigksza ,,ptynnos¢” bton komérkowych
czesto wystepuje w tkankach
pozbawionych PUFA z rodziny n-3

hipolipidemiczny, wptywa na
,»ptynnos¢” bton komoérkowych.
redukuje synteze elkozanoidéw

prekursor prostaglandyn serii 3 (PGE3)
i tromboksandéw, hipolidemiczny.
redukuje synteze kwasu AA

i eikozanoidéw, antyagregacyjny
hipolipidemiczny, niezbedny

w funkcjonowaniu proceséw widzenia

i blon komérek nerwowych (neuronéw).
redukuje synteze kwasu AA

hipolipidemiczny, hipocholesterolemi-
czny, prekursor kwasu eikozatrienowego

nieznane

zapobiega apopleksji
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Organizmy ssakoéw nie wytwarzajg en2ymow katalizujgcych reakcje tworze-
nia w tancuchach kwaséw ttuszczowych wigzan podwojnych potozonych dalej
niz przy 9 weglu. Z tego powodu ssaki, w tym réwniez cztowiek nie potrafig
syntetyzowa¢ de novo kwasu linolowego i a-linolenowego, w zwigzku z czym
kwasy te musza by¢ dostarczane z poz3rwieniem. Natomiast, wiekszos$¢ ssakow
jest whrposazona w systemy enzymatyczne, ktére umozliwiajg przebudowe tych
kwasow, zwigzang z uwodornieniem czgsteczki z jednoczesnym wydluzeniem
tanncucha weglowego od strony karboksylowego korica. Tego rodzaju przemiany
moga zachodzi¢ wylgcznie w obrebie tej samej rodziny, tj. n-6 lub n-3. W ten
sposOb powstaja kwasy nienasycone o wydluzonym taricuchu, takie jak: y-li-
nolenowy, dihomo-y-linolenowy (8, 11, 14-cis-eikozatrienowy, 20:3 n-6), ara-
chidonowy (5, 8, 11, 14-cis-eikozatetraenowy, 20:4 n-6), etkozapentaenowy
(5, 8, 11, 14, 17-cis-eikozapentaenowy, 20:5 n-3, EPA), dokozaheksaenowy
(4, 7, 10, 13, 16, 19-cis-dokozaheksaenowy, 22:6 n-3, DHA) (9).

Przyklady wystepowania gtéwnych kwaséw polienowych w przyrodzie po-
dano w tab. 1.

Biosynteza kwasu linolowego i a-linolenowego w roslinach wyzszych i niz-
szych, a takze w niektérych mikroorganizmach odb}rwa sie via pospolite kwasy
thuszczowe C-18 (stearynowy, oleinowy) s3mtetyzowane z fragmentéw octanu
powstajgcych podczas katabolizmu weglowodanéw, W wyniku postepujgcej
elongaciji tancucha i desaturacji, przebiegajacej w kierunku karboksylowego
konca czasteczki kwasu, powstajg kwasy ttuszczowe z rodziny n-6 i n-3, tj.
posiadajgce odpowiednio 6 i 3 wegle za ostatnim podwdjnimi wigzaniem
w czasteczce. Kluczowym ogniwem ograniczajgcym konwersje kwasu linolo-
wego do arachidonowego, a takze a-linolenowego do eikozapentaenowego, jest
enz5Tm A6-desaturaza. W pierwszym etapie biosyntezy kwaséw polienowych,
po desaturacji kwasu linolowego lub a-linolenowego w pozycji A-6 powstajg
kwasy: y-linolenowy lub 6, 9, 12, 15-cis-oktadekatetraenowy (18:4 n-3), a po
elongacji tancucha kwasy C-20, tj. kwas dihomo-y-linolenowy (DHGLA)
i 8 11, 14, 17-cis-eikozatetraenowy (20:4 n-3). Po desaturacji kwasu DHGLA
w pozycji A-5 powstaje kwas arachidonowy, bedacy koncowym produktem
szlaku n-6. Z kolei, po desaturacji w pozycji A-5 kwasu 20:4 z rodziny n-3
powstaje kwas EPA, ktéry po elongacji taricucha i desaturacji jest przeksztat-
cany do kwasu DHA, bedacego na ogét koncowym produktem tego szlaku

(rys. 1).

3. Otrzymywanie polienowych kwaséw ttuszczowych

Konwencjonalne zrédia lipiddw o wzglednie wysokiej zawartosci polieno-
wych kwasoéw C-18 (y-linolenowy) i C-20, np. nasiona wiesiotka dwuletniego,
tkanki zwierzece, olej ryb i alg sg malo satysfakcjonujgce pod wzgledem wy-
dajnosci produkcyjnej (9, 17),

Lepszym zrodiem lipidow w tym kwasoéw polienowych moga by¢ mikro-
organizmy m.in. ze wzgledu na nadzwyczaj duzg szybkos¢ wzrostu w prostych
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Rys. 1. Szlaki biosyntezy polienowych kwaséw ttuszczowych z rodzin:
n-7 (palmitooleinowy), n-9 (oleinowy), n-6 (linolowy), nN-3 (a-linolenowy) (9);
GLA — kwas y-linolenowy; DHGLA — kwas dihomo-y-linolenowy;
AA — kwas arachidonowy; EPA — kwas eikozapentaenowy;

DHA — kwas dokozaheksaenowy.

Tabela 2

Grzyby stosowane do produkcji polienowych kwaséw thuszczowych o)

Organizm Glowny Zall/\\:\(:;%sc
wytwarzany . Uwagi
PUFA* w lipidach
(% masowy)
Mucor Javanicus GLA 18 handlowy organizm
produkcyjny
Mucor isabellina GLA 8
Mortierella alpina DHGLA 23 pozywka uzupetniona
olejem sezamowym
AA 79 wzrost w statym podtozu
EPA 20 wzrost w temp. 12'C
Entomorphthora exitcdis AA 27
Saprolegnia parasitica AA 10
EPA 20
Thraustochytrium aureum EPA 6 grzyb morski
DHA 34

*GLA kwas y-linolenowy, DHGLA kwas dihomo-y-linolenowy, AA kwas arachidonowy, EPA
kwas eikozapentaenowy, DHA kwas dokozaheksaenowy.
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pozywkach i tatwos¢ przetwarzania. Biologicznie aktywnjnni kwasami polie-
nowymi o réznorodnym i wielokierunkowym dziataniu, ktére moga by¢ wy-
twarzane przez synteze mikrobiologiczng sg kwasy: y-linolenowy, arachidono-
wy, dihomo-y-linolenowy, eikozapentaenowy, dokozaheksaenowy (tab. 2).

4. Kwas y-linolenowy (GLA)

4.1. Rola kwasu w ustroju ssakéw

Kwas GLA ncdezacy do rodziny n-6 powstaje endogennie w organizmie
ludzkim w wyniku odwodorowania (desaturacji) kwasu cis-linolowego (LA) do-
starczonego z poz3*eniem. Enzym uczestniczacy w tej reakcji, A6-desaturaza,
fatwo ulega uszkodzeniom pod wplywem starzenia sie organizméw i wynika-
jacych stad réznych niepragwidlowosci funkcjonowania, prowadzacych do na-
rastania objawoéw miazdzycowych (1, 18). R6znorodnos¢ objawoéw wywotanych
niewydolnoscig A6-desaturazy jest wynikiem zmniejszonej ilosci gtéwnych me-
tabolitow kwasu LA — metabolitbw bezposrednich: kwasu GLA, kwasu di-
homo-y-linolenowego (DHGLA) i prostaglandmy Ei (PGEi) oraz metabolitow
desaturacji kwasu DHGLA, tj. kwasu adrenowego i arachidonowego (AA),
z ktérego powstajg m.in. prostacykling i tromboksan, zwigzki o zasadniczym
znaczeniu w etiopatogenezie miazdzycy (18). Zaburzenia w wytwarzaniu tych
metabolitbw sa obserwowane w wielu jednostkach chorobowych, w tym ukta-
du nerwowego, np. w stwardnieniu rozsiansrm (SM), schizofrenii, chorobie
Alzheimera.

State lub okresowe stosowanie surowcow zawierajgcych GLA moze przy-
nies¢ korzystne efekty zdrowotne w przypadkach, w ktérych:

— uzupeinia brak metabolicznego GLA, powstajgcy prawdopodobnie
wskutek wady genetycznej zwigzanej z brakiem genu kodujagcego A6-desatu-
raze i konwersje LA do GLA,

— uzupehia ilos¢ metabolicznego GLA, zabezpieczajagcg dzienne zapotrze-
bowanie organizmu,

— dziata leczniczo w réznych schorzeniach.

W schorzeniach takich jak neuropatia cukrzycowa, stwardnienie rozsiane,
schizofrenia, choroba Alzheimera, demencja, alkoholizm przewlekly, nadpo-
budliwos¢ nerwowa i syndrom zmeczenia po infekcji wirusowej obserwuje sie
zmniejszony poziom NNKT, szczegoélnie kwasu GLA, w btonach komdérkowych
neuronéw i w krwinkach czerwonych. Brak tych zwigzkéw lub ich niski po-
ziom zakitéca przewodnictwo nerwowe na etapie utrwalania neurotransmite-
row (substancji chemicznych przekazujacych impulsy nerwowe) w S3mapsach
(miedzy zakoriczeniami neuronéw). Stwierdza sie, ze membrany neuronéw
w warunkach deficytu GLA ,przeciekajga’ i nie przekazuja bodzcéw lub prze-
kazujg je z op6znieniem do centralnego ukiadu nerwowego, co ma powazne
konsekwencje obserwowane np. w stwardnieniu rozsianym. Zmiany bton
krwinek czerwonych pod wptywem zmniejszonej podazy metabolitow A6-de-
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saturacji (GLA i DHGLA) obejmuja usztywnienie, utrate elastycznosci i zdol-
nosci do oddawania tlenu w naczimiach wlosowatych, skutkiem czego jest
niedotlenienie np. tkanki moézgowej (18).

Na przebieg proceséw metabolicznych kwasu LA alkohol wpfywa w trojaki
sposo6b (19):

— wzmaga ,ucieczke” kwasu cis-linolowego z tkanek organizmu, nawet
w razie prawidlowej jego podazy z pozywieniem, co automatycznie zwigksza
zapotrzebowanie organizmu na ten kwas i jego metabolity, szczegblnie GLA,;

— hamuje konwersje kwasu LA do kwasu GLA zachodzaca w organizmie
przy udziale 6-desaturazy. W fazie ,ostrego picia” czyli po bezposrednim spo-
zyciu wysokich dawek alkoholu jest obserwowane co prawda obnizenie po-
ziomu LA w tkankach, jednak w przewleklym alkoholizmie, a nawet diugo
po okresie odwykowym, obserwuje sie obnizenie normalnego poziomu meta-
bolitéw kwasu LA, tj. kwaséw GLA, DHGLA i prostagland)niy Ej (PGEi);

— w pierwsz)nTi okresie picia wzmaga konwersje kwasu DHGLA do pro-
staglandyny Ei (PGEi) z czbrm jest zwigzane nawet podwyzszenie poziomu
PGEi w tkance mdézgowej pijacych przejawiajgce sie ,dobrym nastrojem”. Spa-
dek zawartosci PGEi w mdézgu nastepuje po diuzszym oddziatywaniu alkoholu
na organizm.

Podawanie preparatdow zawierajacych GLA w pierwszym okresie po odsta-
wieniu alkoholu w znacznym stopniu zmniejszato ostros¢ objawow ,gtodu
alkoholowego” i przywracato stopniowo do normy niektére wskeizniki bioche-
miczne (19).

4.2. Mikrobiologiczna synteza kwasu GLA

Podstawowym zrodtem kwasu GLA jest do tej pory olej z wiesiotka dwu-
letniego, w ktdrym zawartos¢ jego wbmosi 8 - 9%. Wiele grzybéw z rodziny
Mucorales wytwarza olej o wiekszej zawartosci kwasu GLA, cho¢ trzeba za-
znaczyc¢, ze wydajnosc¢ jego produkcji przez mikroorganizmy jest odwrotnie
proporcjonalna do zawartosci kwasu GLA.

Zawartos¢ kwasu GLA w olejach roslinnych i w oleju z grzybni Mucor
JavaniciLS przedstawiono na rys. 2. Ocene biotechnologicznej przydatnosci
grzybow z rodziny Mucorales do W3twarzania GLA w warunkach sprzyjajacych
jego syntezie przeprowadzono zgodnie z programem skriningu przedstawio-
nym w tab. 3.

Handlowa produkcje oleju zawierajacego kwas GLA podjeto w 1985 r. w fir-
mie J&E Sturge, Selby, North Yorkshire (Wielka Brytania) z udziatem szczepu
Mucor Jauanicus (tab. 4), a nastepnie w fuTnie IDEMITZU Corp. (Japonia)
z udziatem Mortierella isabellina, W drugim przypadku ekstrahowany olej za-
wierat tylko 10% kwasu GLA (20). Charakterystyke dostepnego w obrocie
handlowym biooleju o wysokiej zawartosci kwasu y-linolenowego przedstawio-
no w tab. 4.

i)"Ciieourijolog;a 2 (21) '93
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FAs. 2. Udzial podstawowych kwaséw tluszczowych w réznych olejach i ttuszczach zawiera-
jacych kwas y-finolenowy (17).

Wysoka cena powszechnie dotychczas stosowanych handlowych prepara-
téw wiesiotka dwuletniego, w granicach od 75 do 150 DM/kg sprawia, ze
biotechnologiczna produkcja kwasu GLA jest konkurencyjna w stosunku do
surowca roslinnego. Jej zaletg jest rowniez niska zawartos¢ kwasu linolowego
w oleju z mikroorganizmow, co utatwia otrzymywanie wysokiej czystosci pre-
paratu kwasu GLA.

Postep w mikrobiologicznej syntezie GLA zaznaczyt sie wprowadzeniem im-
mobilizacji komérek na porowatych nosnikach (21).
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Tabela 3
Program selekcyjny szczepéw mucorales wytwarzajacych kwas y-linolenowy (i?)
A. Selekcja wstepna {= 300 organizmoéw)
namnazanie w hodowli wstrzgsanej w pozywce o wysokim stosunku C;N
wybor 80 szczepébw do namnazania w hodowli wgtebnej (1 1)

badane wskazniki: szybko$¢ wzrostu, catkowita zawartos¢ lipidéw, % udziat GLA
w 0goblnej zawartosci kwaséw ttuszczowych, wydajnos¢ wzrostu

wybér 25 organizméw
B. Skata laboratoryjna (fermentor 4 1)
hodowle 25 organizméw
badanie produktywnosci, g GLA/1 h
czynniki selekcjonujgce: stezenie substratu, zrédlo azotu, pH, temperatura
wybér 3 organizmoéw
C. Skala przemystowa

namnazanie kazdego organizmu w fermentorze o pojemnosci do 15 m”, optymalizacja
ekstrakcji oleju, charakterystyka kazdego organizmu obejmujgca zagadnienia
przetwarzania

wybor organizmu produkcyjnego: Mucor Jauanicus

Tabela 4
Charakterystyka handlowego biooleju o duzej zawartosci kwasu y-linolenowego (i?)

Organizm produkujacy: olej
Mucor Jauanicus wyglad: jasnozielony, czysty
producent: gestos¢ wzgledna: 0,92 w temp. 20‘C
J&E. Sturge, Selby liczba nadtlenkowa: < 3
N. York, Wielka Brytania temperatura topnienia: 12- 14°C
skala produkgcji: przeciwutleniacz: witamina E
220 m® zawartos¢ wolnych kwasow ttuszczowych:
< 1%
zawartos¢ oleju w komorce: sktad kwasoéw ttuszczowych
20 - 25% (masowy) 14:0 1,0-1,5%

16:0 22 - 25%
16:1 0,5-1,5%
18:0 5-8%
18:1 31-41%
18:2 10-12%
Y-18:3 15-18%
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5. Kwas arachidonowy (AA)

5.1. Rola kwasu w ustroju ssakéw

Produkt metabolizmu kwasu linolowego — kwas arachidonowy ulega pod
wptywem cyklooksygenazy przemianom do prostanoidéw, a pod wptywem lipo-
oksygenazy do leukotriendw i lipoksyn (7, 8). Odkrycie tych zwigzkoéw i ich
silnego dziatania w stezeniach nano- i pikomolamych pozwolito na wyjasnie-
nie wptywu NNKT diety na rozw¢j tkanki nerwowej u wczesniakéw, niemowlat
i dzieci (22, 23) oraz na okreslenie optymalnego poziomu i proporcji eikoza-
noidoéw (24) i leukotrienbw — waznych bioregulatoréw spetniajacych w or-
ganizmie réznorodne funkcje (25).

5.2. Mikrobiologiczna synteza kwasu AA

W wyniku postepowania selekcyjnego duzej liczby szczepdw z rodziny Mor-
tierella oraz wstepnej oceny biotechnologicznej przydatnosci wyselekcjonowa-
no do produkcji kwasu AA trzy szczepy M, alpina: IS -4, 20-17, 1-83
(rys. 3). Zastosowanie dodatkowych czynnikéw selekcjonujacych wzmogto
akt3Avnos¢ metaboliczng szczepu M. alpina IS - 4 dzieki czemu zwiekszono
wydajnos¢ kwasu AA do okoto 3g/l podczas 10-dniowej hodowli w fermentorze
0 poj. 2000 1, w temp. 28°C i przy okresowym zywieniu glukoza (9).

Technologia oczyszczonego oleju zawierajgcego m.in. kwas palmitynowy
(7,0%), stearynowy (2,8%), oleinowy (6,6%), linolowy (5,9%), y-linolenowy
(3,9%), dihomo-y-linolenowy (3,9%) i ctrachidonowy (67,4%) obejmuje naste-
pujace etapy (rys.4):

— oddzielenie grzybni od pozywki przez filtracje,

— suszenie grzybni,

— rozdrabnianie w miynie kulowym,

— ekstrakcje lipidow n-heksanem,

— usuwanie nierozpuszczalnego materiatlu przez wirowanie,

— odbarwianie i deodoryzacje z weglem aktywnym,

— zageszczanie.

6. Kwas dihomo-Y-linolenowy (DHGLA)

6.1. Rola kwasu DHGLA w ustroju ssakow

Z kwasu DHGLA powstajg eikozanoidy cykliczne monoenowe, np. PGEi
1 TxAI, ktdre sg waznymi sygnalizatorami biologicznymi wptywajacymi na fun-
kcje komoérek i ich wspoétdziatanie (7, 8).

6.2. Synteza mikrobiologiczna kwasu DHGLA

Kwas DHGLA jest prekursorem kwasu AA na szlaku n-6 (rys. 1) w zwigzku
z czym wiekszos¢ grzybéw nitkowatych, wytwarzajacych kwas AA akumuluje
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A.
1.5-
1AS- 1hd
MortiereUa
1A alpirra 1S-4
B 1,35
o 1,35
fo) Mortierello
ig 13 alpina 1-83
0o
0O 125
3 12
a
x 115
q u
c
SN 1,05 1,03
1 MortiereUa
'8 alpina 20-17
0.95

Rys. 3. Porownanie produktywnosci kwasu arachidonowego grzybow z rodzaju MortiereUa (A)
oraz sktad kwasoéw ttuszczowych ich grzybni (B) (9). Warunki hodowli: pozywka GY (glukoza 2%,
ekstrakt drozdzowy 1%), pH 6,0, temperatura 28°C, czas 6 dni.
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Ffys. 4. Schemat otrzymywania biooleju z grzybéw o wysokiej zawartosci kwasu arachidono-
wego (9).

w warunkach sprzyjajacych jego syntezie rowniez male ilosci kwasu DHGLA
(9, 14, 15). Stosunek zawartosci kwasow DHGLA i AA w grzybni Wsmosi okoto
0,2. Pod wpfywem oleju sezamowego zawierajgcego inhibitory A5-desaturazy,
zachodzi specyficzna represja konwersji kwasu DHGLA do kwasu AA, dzieki
czemu zwiekszono zawartos¢ kwasu DHGLA w grzybni M. alpina IS - 4 (26).
W optymalnych warunkach uzyskano tym sposobem 2,17g kwasu DHGLA
z 1 1 pozywki, przy skladzie kwasow tluszczowych oleju przedstawiajgcym sie
nastepujagco: DHGLA 23,1%, AA 11,2%, palmitimowy 24,1%, stearynowy
7,0%, oleinowy 20,1%, linolowy 6,6%, y-linolenowy 4,1% (rys. 5). Jednak,
hodowle M, alpina IS - 4 w pozywce uzupeinionej olejem sezamowym spra-
wiaty trudnosci (27).

Bardziej wydajn3rm i tatwiejszym rozwigzaniem jest zastosowanie mutanta
tego szczepu o nazwie Mut 44 z defektywnag A5-desaturaza. Wiekszos$¢ kwasu
DHGLA w grzybni mutanta wystepuje we frakcji tiiacyloglicerolowej lipidéw,
w ktérej stanowi on 18,3%, podczas gdy kwas AA 8,0%. Interesujacym zja-
wiskiem jest znacznie mniejszy udziat kwasu DHGLA (0,3 - 7,2%) niz kwasu
AA (7,8 - 12,1%) we frakcji fosfolipidéw, szczegélnie w fosfatydylocholinie (od-
powiednio 0,3 i 7,8%). W powigazaniu z obserwacjami Pugha i Katesa (29)
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wykazujacymi mozliwos¢ bezposredniej konwersji zwigzanego z fosfatydy-
locholing kwasu DHGLA do kwasu AA, jest stawiana hipoteza o istnieniu
wiecej niz jednego szlaku konwersji kwasu DHGLA do kwasu AA. W pier-
wszym, substratem bylby acylokoenzym A, a w drugim fosfolipidy. Przypu-
szcza sie, ze jeden z tych szlakéw, prawdopodobnie pierwszy z wymienionych,
jest defektywny u mutanta (28).

W hodowli wgtebnej Mut 44 prowadzonej w 10 1 fermentorze w optymal-
nych warunkach (temp. 28°C, pH 6,0, pozywka GY: 2% glukozy, 1% ekstraktu
drozdzowego) w czasie 6 dni uzyskano 3,2 g DHGLA/1 pozywki. Skiad gtéw-
nych kwaséw ttuszczowych grzybni M. alpina IS -4 i jego mutanta poréw-
nano na rys. 5. Stosunek udzialu kwaséw DHGLA i AA osiggat okoto 6 po
3 dniach hodowli i pozostawat na prawie nie zmienionym poziomie do korica
biosyntezy (28).

Wplyw réznych czynnikébw na wytwarzanie kwasu DHGLA przez mutanta
szczepu M. alpina 1S-4 przedstawiono na lys. 6, 7, 8.

Rys. 5. Poréwnanie sktadu kwaséw ttuszczowych w oleju z grzybni Mortierella alpina IS - 4
i jego mutanta Mut 44 (9,28).
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7. Kwas eikozapentaenowy (EPA)

7.1. Rola kwasu w ustroju ssakow

Kwas EPA jest polienowym kwasem tluszczowym o potencjalnym znaczeniu
farmaceutycznym, ktdiy daje poczatek formowaniu trzeciej serii prostanoidéw:
prostacykliny PGI3 i tromboksamu TXA3, charakteryzujgcych sie odmiennym
dziataniem w poréwnaniu z pochodnymi kwaséw rodziny n-6 (1, 30, 31).
Zwigzki te uczestniczg w mechanizmie krzepliwosci krwi, podczas ktdrego
dzialajgc antyagregacyjnie istotnie jg obnizajg, zapobiegajac tym samym za-
chorowalnosci na chorobe wiernicowg (CHD). Przedtuzenie czasu krwawienia
i zmniejszenie agregacji ptytek krwi stwierdza sie po podaniu 2 - 20g kwasu
EPA/osobe/dzien (32). Pod wplywem tego kwasu obniza sie zawartos¢ tila-
cylogliceroli w osoczu krwi w stopniu prawdopodobnie przewyzszajgcym dzia-

c)
15
10 o
£
§ e
N
glukoza (%) ekstrakt temperatura (°C)

drozdzowy (vo)

Ins. 6. Wpltyw stezenia glukozy i ekstraktu drozdzowego oraz temperatury wzrostu Mortierella
alpina 1S-4 na biosjmteze kwasu DHGLA (28):

a) hodowla prowadzona w temp. 28'C przez 7 dni w pozywce zawierajacej 1% ekstraktu
drozdzowego i wskazane stezenia glukozy;

b) hodowla prowadzona w temp. 28°C przez 7 dni w pozywce zawierajacej 2% glukozy i
wskazane stezenia ekstraktu drozdzowego:

¢) hodowla prowadzona w pozywce GY we wskazanej temperaturze przez 7 dni.
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wzrost DHGLA AA

olej dodany: mg/ml mg/ml  mg/ml
bez dodatku 111 0,75 0.30
kokosowy 23,1 1,05 0.26

z sardynek 23,0 1,01 0,45

z wieloryba 22,2 1,09 0,62
tungowy 20,9 0,96 0,30
sojowy 23,1 1,22 0,25
sezamowy 24,8 0,76 0,08
rzepakoyvy 27,8 1,02 0,35

Z Gremmyh. 258 121 0,22
z oliwek 24,7 0,59 0,13
Iniany 28,4 1,13 0.Al
cytrynowy 10,2 0.66 0.18
krotonowy 22,2 1,14 0.25
baweiany 23,0 1,03 0,21
kukurydziany 23,0 1,01 0.20
cedrowy 8,6 0,16 0,02
racznikowy 21,5 0,76 0.22
z_nasion 249 112 0,21

erbaty

0 20 40 60
m  DHGLA (ZZ]AA (mg/g

Ffys. 7. Wplyw réznych olejow na biosynteze kwasu DHGLA przez Mortierella alpina 1S-4 Mut
44 (28). Hodowle prowadzono w pozywce GY uzupetnionej 2% (v/v) jednego ze wskazanych olejéw,
w temp. 28°C przez 7 dni. Warto$¢ podana nad kreska jest stosunkiem DHGLA/AA w grzybni.

tanie srodkéw farmakologicznych (33). Kwas EPA wykaizuje sie rowniez duza
skutecznoscig obnizania cholesterolu catkowitego w osoczu krwi, przez co
zapobiega miazdzycy (atherosclerosis) (34). Obecnie zaleca sie dzienne spozy-
cie kwasow: 20:5 n-3 — EPA i 22:6 n-3 — DHA na poziomie nie nmiejszym
niz 2 - 3 g, chociaz dawka okoto 5 g dziennie jest prawdopodobnie blizsza
faktycznemu zapotrzebowaniu organizmu (35, 36, 37). Pomimo ze panuje
zgodne przekoncmie o korzystnym dziataniu kwaséw ttuszczowych z rodziny
n-3 w terapii choréb ukladu krazenia, z powodu witasciwosci przeciwzakrze-
powych, obnizania cisnienia tetniczego oraz lipidowych wskciznikéw krwi, to
biologiczne wtasciwosci kwaséw 18:3, 20:5, 22:6 nie sa dokladnie poznane,
a zréznicowanie ich wiasciwosci pozostaje do ustalenia (1).
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8. Mikrobiologiczna synteza kwasu EPA

8.1. Biosynteza szlakiem n-6

Niektore grzyby z rodzaju Mortierella, np. M. alpina 20 - 17 i M. hygrophila
IFO 5941, wytwarzajgce kwas AA, podczas namnazania w niskich tempera-
turach akumuluja duze ilosci kwasu EPA w grzybni (38, 39). Niska tempe-
ratura warunkuje wydajng biosynteze tego kwasu, gdyz tylko wtedy nastepuje
aktywacja enzymu(éw), uczestniczacych w jego tworzeniu, przez przypuszczal-
nie bezposrednia desaturacje metylowego korica kwasu AA (rys. 9) (15). Obec-
nos¢ w grzybni polienowych kwaséw tluszczowych z rodziny n-6, tj. GLA,
DHGLA i AA sugeruje, ze moga by¢ one prekursorami kwasu EPA (rodzina
n-3).

Czynnikami decydujgcymi o wydajnosci biosdmtezy sa: zrodio wegla i azotu,
temperatura, pH, dozywianie glukozg (38).

W hodowli M. alpina 20-17 w pozywce GY (2% glukozy, 1% ekstraktu
drozdzowego) uzupetnionej baktopeptonem w ilosci 0,5% w optymalnych wa-
runkach (pH 6,0, temp. 12°C, czas 11 dni, dodatek glukozy w ilosci 1% po
7 i 9 dniach) uzyskiwano kwas EPA w ilosci 0,49 g/l poz3rwki.

W praktyce hodowle w niskiej temperaturze sa niekorzystne ze wzgledu
na matg szybkos¢ wzrostu grzyboéw i duze nakiady energetyczne, zwigzane
z utrzymaniem niskiej temperatury. Podwyzszenie temperatury w niektérych
okresach trwania hodowli — w potaczeniu z uzupetnianiem gtukoza w miare
jej zuzywania — jest jednym z mozliwych rozwigzan w zakresie zwiekszenia
wydajnosci grzybni o wysokiej zawartosci kwasu EPA, umozliwiajgcym jed-
noczesnie skrécenie czasu biosyntezy.

8.2. Biosynteza szlakiem n-3

W organizmie ssakdéw dostarczony z dietg kwas a-linolenowy (a-18:3; 9,
12, 15 — 18:3; 18:3 n-3) ulega konwersji szlakiem n-3 do kwasu EPA po-
przez kolejne reakcje desaturacji i elongacji (40). Ten mechanizm biotransfor-
macji moze by¢ zrealizowany przez grzyby z rodzaju Mortierella, o predyspo-
zycjach do akumulacji kwasu AA, ktére réwniez wytwarzaja kwas EPA pod-
czas wzrostu w temp. 28°C w pozbrwkach wzbogaconych w olej Iniany lub
sojowy, bedacych zrédtem kwasu a-tinolenowego, ktérego grzyby Mortierella
nie syntetyzujg. Duze predyspozycje do biosyntezy kwasu EPA w tych wa-
runkach wykazuje szczegoéinie szczep M. alpina 20-17 (41), W dotychczaso-
wych badaniach nad biotransformacjg w grzybach Mortierella ustalono, ze
w poz3Twce z duzg zawartoscig glukozy zachodzi intensywne wytwarzanie kwa-
su AA przy towarzyszacej temu represji Sinitezy kwasu EPA, podczas gdy
w pozywce z duzg zawartoscig kwasu a-linolenowego ma miejsce intensywne
wytwarzanie kwasu EPA z réwnoczeshg represja syntezy kwasu AA (15, 38).
Z glukozy powstaje kwas linolowy (18:2 n-6), ktory jest prekursorem kwasu

2 (21) 93
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SZLAK (N-6) SZLAK (Nn-3)
COOH COOH
\=A=/\." \=zAc=/\=r"
Vl 18 2 18 : 3a
/=\/\/"™ GH0H IN=\""MNGEOOH
18 4
COOH COOH
20+ 3 20-A
/=\V/=\V/"N""C COOoH COOH
20 4 (AA) 20:5 (EPA

INs. 9. Szlaki biosyntezy kwasu arachidonowego i eikozapentaenowego (15):
18:2, kwas linolowy;

18:3a, kwas a-ltnolenowy;

18:3y (GLA). kwas y-linolenowy;

18:4, kwas 6,9,12,15-oktadekatetraenowy:

20:3 (DHGLA), kwas dihomo-y-linolenowy;

20:4, kwas 8,11,14,17-eikozatetraenowy; 20:4 (AA), kwas arachidonowy;
20:5 (EPA), kwas eikozapentaenowy.

AA, co wyjasniatloby akumulacje tego kwasu w pozywce z glukozag. Jednak,
w razie obecnosci kwasu a-linolenowego zachodzi jego transformacja do kwa-
su EPA. W zwigzku z tym jest stawiana hipoteza o istnieniu oprécz szlaku
n-6 biosyntezy EPA, zaleznego od temperatury, réwniez szlaku n-3 od niegj
niezaleznego, w ktérym zachodzityby kolejno trzy reakcje: 6-desaturacji kwasu
a-linolenowego do kwasu oktadekatetraenowego (18:4 n-3), elongacji do kwa-
su eikozatetraenowego (20:4 n-3) i A5-desaturacji kwasu eikozatetraenowego
do kwasu EPA (lys. 9.).

Wydaje sie rOwniez, ze zardwno kwas AA jak i kwas a-linolenowy moga
by¢ substratami enzymatycznie katalizowanej reakcji A6-desaturacji, a wa-
runki srodowiskowe decydowalyby o wynikach wspoétzawodnictwa substrato-
wego i kierunku przemiany. Wydajnos¢ biosdmtezy kwasu EPA mozna zwie-
kszy¢ 1,6-krotnie przez zastosowanie ~dojrzewania” grzybni po 6-dniowej ho-
dowli M. alpina 20- 17, polegajacego na przetrzymaniu grzybni przez kolej-
nych 7 dni w temp. 28°C. Takiej zawartosci kwasu EPA w poz5Avce nie uzys-
kiwano w W3miku przediuzenia czasu hodowli (41). Biotransformacja kwasu
a-linolenowego wprowadzonego do pozywki jest interesujgcym, biotechnologi-
cznym kierunkiem pozyskiwania kwasu EPA z wielu tatwo dostepnych natu-
ralnych olejéw zawierajgcych kwas a-linolenowy. Mozliwos¢ przeprowadzenia
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biosyntezy w temperaturze 20 - 30° C, szybki i wydajny wzrost grzyba, duza
wydajnos¢ biosyntezy kwasu EPA — 1,35 g/l (2,8 razy wieksza w poréwna-
niu z wydajnoscig w niskich temperaturach) oraz niskie nakiady energetyczne
sg zaletami tego kierunku (41).

9. Uwagi koncowe

w opracowaniu wskazano na mozliwosci w zakresie praktycznego wyko-
rzystania biotechnologii do pozyskiwania metabolitéw o dziataniu biomedycz-
nym. Niektére grzyby moga by¢ nowym, alternatywnym zrédtem polienowych
kwasoéw tluszczowych ze wzgledu na duzg szybkos¢ wzrostu w prostych po-
zywkach, wysoka wydajno$¢ metabolitu o lepszych cechach sensorycznych
w poréwnaniu np. z olejem pozyskiwanym z ryb. W daleko zaawansowanych
badaniach dokonano m.in. selekcji grzybéw o duzych predyspozycjach do
biosyntezy kwasu GLA; okreslenia optymalnych warunkéw biosyntezy w ho-
dowli wgtebnej w duzej skali; selekcji grzybéw wytwarzajgcych polienowe kwa-
sy tluszczowe C-20; okreslenia optymalnych warunkéw selektjrwnej akumu-
lacji kwasu AA, DHGLA i EPA przez wyselekcjonowane grzyby.

Biotechnologiczne pozyskiwanie kwaséw PUFA gwarantuje produkcje bio-
oleju lub kwasow ttuszczowych o wysokiej czystosci z przeznaczeniem na cele
dietetyczne i/lub farmaceutyczne. Dokonujacy sie jednoczesnie postep w za-
kresie projektowania bioreaktoréw (fermentoréw) stwarza nadzieje na szybkie
upowszechnienie przemystowej biosyntezy omoéwionych w pracy polienowych
kwasow tluszczowych.

Literatura

—

. Ziemianski S., Budzyriska-Topolowska J., (1991), Tluszcze pozywienia i lipidy ustrojowe,
PWN, Warszawa .

. Holman R. T., (1958), Nutr. Rev., 16, 33-42.

. Thompson H. J., (1962), Nature, 194, 973-975.

. Holman R. T., Johnson S. B., Hatch T. F., (1982), Am. J. Clin. Nutr., 35, 617-628.

. Jacotot B., (1985), Cah. Nutr., 20, 143- 151.

Lands W. E. M.. (1986), Nutr. Rev., 44, 189- 195.

. Kinsella J. E., (1988), Food Technol., 42, 10, 124- 145.

. Barylko-Pikielna N., Osucha A., (1991), Przem. Spoz., XLV, 4, 88-91.

. Yamada H., Shimizu S., Shinmen Y., Kawashima H., Akimoto K., (1988), Production of
functional lipids by biotechnology. Proceedings of the 1988 Nara Workshop on Functional
Fats and Lipids, 33 - 53, October 4-6, Nara, Japan.

10. Hartmann E., Beutelmann P., Vandekerkhove O., Euler R., Kohn G., (1986), FEBS Lett.,

198, 51-55.

11. Seto A., Wang H. L., Hesseltine C. W., (1984), J. Am. Oil Chem. Soc., 61, 892-894.

12. Erwin J., Bloch K., (1964), Science, 143, 1006- 1012.

13. Gellermann J. L., Schlenk H., (1979), Biochim. Biophys. Acta, 573, 23-30.

14. Yamada H., Shimizu S., Shinmen Y., (1987), Agric. Biol. Chem., 51, 785-790.

15. Shimizu S., Shinmen Y., Kawashima H., Akimoto K., Yamada H., (1988), Biochem. Biophys.

Res. Commun., 150, 335-341.

©O~NDUTAWN

E3S@GO0AIDAQAYe 2 (21) '93



152 J. Leman

16. Yazawa K., Araki K., Okazciki N., Watanabe K., Ishikawa C., Inoue A., Numao N., Kondo K.,
(1988), J. Biochem., 103, 5-7.

17. Ratledge C., (1991), Acta Biotechnol., 11, 5, 429-438.

18. Lamer-Zarawska E., (1992), Wiad. Ziel., 2, 1-3.

19. Lamer-Zarawska E., (1992), Wiad. Ziel., 3, 1-2.

20. Ratledge C., (1989), in: Microbial Lipids, 2, eds.: Ratledge C., Wilkinson S. G., London,
Academic Press, 567 - 668.

21. Fukuda H., Morikawa H., (1987), Appl. Microbiol. Biotechnol., 27, 15-20.

22. Bourre J. M., Pascal G., Durand G., (1989), Essential fatty acids and brain development
and function. Proceedings of the 14*" International Congress of Nutrition, (20 - 25.08), Seul,
Korea, 97.

23. Inhis S. M., HrboticlQ™ N., Foote K. D., (1989), Essential fatty acids in the infant.. Proceedings
of the 14*" International Congress of Nutrition, (20-25.08.), Seul, Korea, 102.

24. Dupont J., (1989), Essential fatty acids and eicosanoids. Proceedings of the 14™" International
Congress of Nutrition, (20 - 25.08.), Seul, Korea, 107.

25. Park S., Seyama Y., Shimizu T., (1989), Leukotrienes a family of bioregulators derived from
essential fatty acids. Proceedings of the 14* International Congress of Nutrition, (20 - 25.08.),
Seul, Korea, 111.

26. Shimizu S., Akimoto K., Kawashima H., Shinmen Y., Yamada H., (1989), J. Am. Oil Chem.
Soc., 66, 237-241.

27. Shimizu S., Akimoto K., Shinmen Y., Kawashima H., Yamada H., (1991), Lipids, 26, 512 -
516.

28. Jareonkitmongkol S., Kawashima H., Shirasaka N., Shimizu S., Yamada H., (1992), Appl.
Environ. Microbiol., 7, 2196-2200.

29. Pugh E. L., Kates M., (1977), J. Biol. Chem., 252, 68-73.

30. Dyerberg J., (1986), Nutr. Rev., 44, 125- 132.

31. Needleman P., Raz A., Minkes M., Ferrendelli J. A., Sprechner H., (1979), Proc. Natl. Acad.
Sci., 76, 944 - 951.

32. Lee T. H., Hoovez R. L., Williams J., et al., (1985), N. Engl. J. Med., 312, 1217- 1222.

33. Nestel P. J., (1987), Am. J. Clin. Nutr., 45, 1161 - 1165.

34. Ziemianski S., Panezenko-Kresowska B., Wielgus-Serafinska E., (1987), Nutr. Inter., 3, 2,
104 - 108.

35. Bronsgeest-Schonte H. C., Van Gent C. N., Luten J. B., Ruiter A., (1981), Am. J. Clin. Nutr.,
34, 1752- 1757.

36. Sanders T. A. B., SullivEin D. R., Receve J., Thompson G. R., (1985), Artheriosclerosis, 5,
459 - 463.

37. Simons L. A., Hickie J. B., Bala Subramanian S., (1985), Artheriosclerosis, 54, 75 - 80.

38. Shimizu S., Kawashima H., Shinmen Y., Akimoto K., Yamada H., (1988), J. Am. Oil Chem.
Soc., 65, 1455- 1459.

39. Yamada H., Shimizu S., Shinmen Y., Kawashima H., Akimoto K., (1987), J. Am. Oil Chem.
Soc., 64, 1254 - 1258.

40. Fulco A. J., (1974), Annu. Rev. Biochem., 43, 215-220.

41. Shimizu S., Kawashima H., Akimoto K., Shinmen Y., Yamada H., (1989), J. Am. Oil Chem.
Soc., 66, 343 - 347.

Microbial synthesis of biologically active lipids
Summary

A significance of biologically active polyunsaturated fatty acids y-linolenic, arachidonic,
dihomo-y-linolenic, eicosapentaenoic) in mammals and the reasons for their metabolic distur-
bances were reviewed. Fungi utilization in biosjmthesis of bio/medicallyactive fatty acids was
pointed out and the presently used technologies as well as the forthcoming trends were shortly
announced.
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