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Produkce prirodnich barviv houbou Monascus species

1. Vliv kultivaénich podminek na tvorbu barviv
Ing. PETRA JUZLOVA, Ing. LUDMILA MARTINKOVA, CSc., RNDr. EMMA UJICOVA, CSc., Mikrobiologicky

tstav CSAV, Praha.
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UvoD

Pouziti houby rodu Monascus pro barveni potravin je
v Orientu zndmo jiz velmi dlouho [1]. Tato houba v zivi-
slosti na kmenu a podminkéch kultivace produkuje vétsi ¢i
mensi mnozstvi Zlutjch, oranZovych a cervenych barviv.
V literatufe je popsano barveni rybich pokrmu, syri, alko-
holickych ndpoji a zejména ryze [1, 2]. Praskem, ziska-
nym rozemletim zfermentované ryze, je mozZno barvit pfi-
mo, bez extrakce [1]. Patentové chranény je zpisob vyro-
by tablet, kterymi lze barvit potraviny [3]. V¥hodné by by-
lo nahradit ¢ervenym barvivem houby Monascus dosud
pouzivané a ze zdravotniho hlediska ne pravé nejvhodnéjsi
nitraty a nitrity pfi barveni masnych vyrobki. Tato moz-
nost je diskutovana v clanku [4].

Houba Monascus patii do tiidy Ascomycetes, Celedi
Aspergillaceae. RozmnoZuje se asexudlnim i sexudlnim
zpiisobem. Uplny sexudlni cyklus je mono pozorovat jak
pii povrchové, tak pfi submerzni kultivaci [3].

Pro tvorbu pigmentu jsou nejlep$i média, kterd obsahuji
Skrob jako zdroj uhliku [6, 7, 8]. Pigmenty jsou sekundar-
nimi metabolity a k jejich tvorbé dochdzi, jestlize rust je li-
mitovan dusikem nebo fosforem a latkova pfeména gluko-
sy se déje vedle glykolyzy i pentosovym cyklem [7]. Pig-
menty jsou polyketidového charakteru [9, 10] (obr. 1) a
tvofii se v cytoplazmé. K jejich extraceluldrnimu vyludovani
dochézi aZ u star§iho mycelia. Pokud jde o zdroj dusiku,
pro rust jsou optimélni organické zdroje, avsak pro tvorbu
pigmentd anorganické [11]. Dusik je zvlasté dulezity pro
tvorbu Cervenych pigmentu, protoZe jejich Cervené zbarve-
ni je zpisobeno dusikem, zabudovanym v hlavnim Fetézci.
Zluté a oranZové pigmenty ve své molekule dusik neobsa-
huji. Pfeménu oranZového pigmentu na ¢erveny tfepanim
oranzového pigmentu ve zfedéném roztoku amoniaku po-
pisuje Haws a kol. [12]. Dalsim dulezitym faktorem, ktery
ovliviiuje tvorbu barviv, je pH media [13]. Sledovédn byl
také vliv aminokyselin v mediu na tvorbu pigmentu [13,
14]. Produkci pigmenti dile ovliviiuje intenzita aerace
a kultivacni teplota; optimilni teplota pro tvorbu pigmen-
ti je 30 °C [6, 7].

Tradiénim zpusobem kultivace houby Monascus je jiZ
zminénd fermentace ryZe, tedy povrchovd fermentace.
Obecné se predpoklédalo, Ze pfi tomto zptisobu fermenta-
ce se dosdhne vyssich vytézki pigmentu neZ pfi fermentaci
submerzni. Proto byl uCinén pokus o napodobeni povrcho-
vé fermentace kultivaci s imobilizovanymi burikami [15],
aviak vysledky nebyly uspokojivé. Lepsich vysledki bylo
dosaZeno pfi submerzni kultivaci s pfidavkem adsorpéni
pryskyfice do tekutého média [15, 16]. OvSem pfi zajisténi
dostatecného vzdusnéni (tfepinim, vhodnym plnénim), pfi
vhodném slozeni média, pH a teploté (viz vySe) je sub-
merzni fermentace dspésnd [6, 7, 17].

Jednotlivé publikované prace se v ndzoru na optimalni
kultivatni podminky znacné rozchdzeji. Pravdépodobné
velkou roli hraje vybér kmene. Byly také popsény tispéiné
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Obr. 1. Struktura barviv houby Monascus (podle Obera a Kunze,
1989, [7])

pokusy o izolaci hyperproduktivnich mutant mutaci, indu-
kovanou N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidinem [18]
nebo rentgenovym zéfenim [19].

Rod Monascus je zajimavy nejen z hlediska produkce
barviv, ale byla u néj pozorovéna i produkce antibiotik [4,
20], amylolytickych enzymu [21, 22], proteolytickych en-
zymu [23] a monakolinu [24, 25, 26], inhibitoru 3-hydro-
xy-3-methyl-glutarylkoenzym A reduktasy, kli¢ového en-
zymu v syntéze cholesterolu. Zajimavé je i sloZeni mast-
nych kyselin u tohoto rodu [27].

MATERIAL A METODY

Mikroorganismus a jeho uchovdvdni: Monascus sp. ze
sbirky MBU CSAV byl uchovévén na Sikmych sladino-
vych agarech a pfeotkovavén jednou za 2 mésice. Kultiva-
ce kultury na Sikmém sladinovém agaru probihala 11 dni
pfi 30 °C.

Kultivacni média:

Produkéni médium (6): kukuiitny $krob (Skrobarny Ha-
vli¢kiv Brod, odd. Cervend Retice) 3 %; NaNO, 0,15 %,
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MgSO, . 7 H,0 0,1 %, KH,PO, 0,25 %, vodovodni voda.
Sladinovy agar: Sladina fedénd vodovodni vodou na kon-
centraci extraktu 7,5—8 %, agar 2 %.

Czapek-Doxuv agar: glukosa 2 %, NaNO; 0,2 %, KCl
0,05 %, KH,PO, 0,1 %, MgSO, . 7 H,0 0,05 %, FeSO, .
. 7 H,0 0,001 %, agar 2 %, destilovana voda.
Sabouraudiv agar: glukosa 4 %, pepton 1 %, agar 2 %,
destilovand voda.

Skrobovy agar: pepton 0,5 %, rozpustny Skrob 2 %, kyse-
ly hydrolyzit kaseinu 0,2 %, kvasni¢ny extrakt 0,1 %,
agar 2 %.

Vsechny pudy byly sterilovany 45 minut pfi 115 °C.

Kultivace v tekutém médiu se Skrobem

50 ml produkéniho média v 250—300 ml Erlenmayerové
barice bylo otkovdno 1 ml suspenze spor ziskané smytim
spor z kultury na Sikmém sladinovém agaru 3 ml 0,06 %
chloridu sodného a kultivovdno na tfepacce (amplituda 23
mm, frekvence 3,7 Hz) pfi 30 °C. Neni-li uvedeno jinak,
nebylo pH média na pocétku kultivace upravovano a rov-
nalo se 4,8—5,0 po sterilaci.

Kultivace na ryzi

RyZe byla proplichnuta studenou a pak horkou vodou.
300 ml Erlenmayerovy bariky byly naplnény 100 g ryZe.
Sterilace byla provddéna pfi 120 °C 30 minut dvakrét v in-
tervalu 24 h. RyZe byla ockovéna 2 ml suspenze spor (pfi-
prava suspenze viz vyse) a inkubovéna pfi 30 °C ve vlhké
komurce. Béhem kultivace (3.—4. den) byla ryze zvlh¢ena
2—4 ml sterilni vody. Kultivace byla skoncena po 7—10
dnech.

Kultivace na bramborech

Kousky oloupaného bramboru byly sterilovany ve zku-
mavkdach 30 minut pfi 120 °C a zaockovany 0,5 ml suspen-
ze spor. Kultivace probihala pfi 30°C ve vlhké komirce
5 dni. Brambory byly extrahoviny podobné jako ryze.

Kultivace na ztuZenych médiich

Plotny se ztuZzenymi médii (Czapek-Doxiv agar, sladinovy
agar, Skrobovy agar s peptonem) byly ockovany kulturou
ze Sikmého sladinového agaru (vpichem, 3 kolonie na
1 plotnu) a inkubovany pfi 30 °C.

Stanoveni barviv a suSiny

Obsah bariky byl po skonceni kultivace zfiltrovan pres
predem vysuseny a zvéiZeny filtracni papir a filtrdt promé-
fen spektrofotometricky proti destilované vodé pri
405 nm, kdy vykazoval nejvyssi absorbanci. Filtra¢ni kola¢
byl extrahovédn 50 ml smési 0,9 % NaCl a 96 % ethanolu
[11] nebo fedénym ethanolem. Neni-li uvedeno jinak, byla
pouzita extrakéni smés o vysledné koncentraci ethanolu
50 %. Extrakt byl spektrofotometricky proméfen proti ex-
trakéni smési pfi 405 nm a 510 nm, protoZe pfi téchto vl-
novych délkach vykazoval nejvyssi hodnoty absorbance.
Vzorky byly v pfipadé potieby fedény destilovanou vodou
(filtrdt) nebo extrakéni smési (extrakt). Intenzita zbarveni
vzorku je udédvéna jako hodnota jeho absorbance (A4;) s
ohledem na jeho fedéni (f), (intenzita zbarveni [j.] =
= A, . f). Susina byla stanovena vazkové.

z s>

Fermentovand ryZe byla rozemleta. 0,5 g mleté ryze by-
lo extrahovéno 10 ml extrakéni smési v 25 ml Erlenmaye-
rové bafice na reciproké tiepacce (amplituda 3 cm, fre-
kvence 1 Hz). Po zfiltrovéni byla zméfena absorbance roz-
toku pfi 405 nm a 510 nm.

VYSLEDKY A DISKUSE

Vliv kultivaénich podminek na produkci barviva

1. Staciondrni kultivace na ryZi a bramborech

Vedle ryze, kterd je vyzkousSena jako vhodny substrat
pro produkci barviv, byla ispéSna i kultivace na brambo-
rech. Pigmenty ze stejnych mnoZstvi obou homogenizova-
nych fermentovanych substriti byly extrahovany stejnym
objemem extrakéni smési. Hodnoty absorbance obou ex-
trakti pfi riznych vinovych délkich jsou uvedeny na
obr. 2. U obou kiivek jsou patrna dvé absorpéni maxima;
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Obr. 2. Absorbance extrakti z homogendtii fermentované ryZe
a brambor pri ruznych vinovych délkdch (ryZe —x—,
brambory —o—)

jedno kolem vinové délky 400 nm, coz odpovidd Zlutym
barviviim, druhé kolem vlnové délky 500 nm, coz odpovi-
déa ¢ervenym barvivim. Intenzita zbarveni extraktu z ryze
je zhruba 3,5krdt vétsi neZ intenzita zbarveni extraktu
z brambor. To ovSem nemusi znamenat, Ze by brambory
byly hor$im substratem. Je tfeba vzit v Gvahu specificky
povrch (velikost povrchu na jednotku hmotnosti) ryZe ve
srovnani s mensim specifickym povrchem relativné vel-
kych bramborovych kosti¢ek. Tento fakt je dulezity, pro-
toze houba Monascus md velké ndroky na zdsobovani kys-
likem (viz déle). Rozdilné vysledky mohou byt také zpu-
sobeny nestejnym obsahem a kvalitou $krobu v obou sub-
stratech.

421}u Submerzni tfepané kultivace v tekutém produkénim mé-

Filtrat kultivaéniho média po odstranéni mycelia vyka-
zoval absorpéni maximum pouze pfi 405 nm, extrakt zis-
kany promytim filtraéniho kolie extrakéni smési pfi
405 nm a 510 nm. 405 nm odpovida Zlutému pigmentu,
510 nm Cervenému. Typicky pribéh kultivace ukazuje
obr. 3 (kiivky odpovidajici pH 5).



KVASNY PRUMYSL
ro€. 37/1991 — &islo 7

201

oan
I
>

oo & oo
] T

_‘
I

—infenzita zbarveni (j)

6
— tas (dny)

~ w F o
T

—_

—« ntenzita zborven (j)

(%, -}
T

—= intenzita zbarven (j)
— ~N w L
T

—= tas (dny)

Obr. 3. A—C. Zmény absorbance filtrdtu kultivaéniho média pri
405 nm (A) a extraktu z bunék pri 405 nm (B) a 510 nm
(C) v prubéhu kultivace v zdvislosti na poédteénim pH mé-
diax—pH4,0—pH5®—pH6, A —pH7 A —pH 8

Intenzita zbarveni filtrdtu média i extraktu je popsanym
zpusobem méfitelnd aZ od tfetiho dne kultivace vzhledem
k zdkalu, ktery je zpisoben nespotiebovanjm Skrobem.
Koncentraci biomasy jsme ze stejného diivodu, tj. kvili to-
mu, Ze nespotfebovany skrob tvoii zrna, ktera zist4vaji ve
filtra¢nim kol4¢i spolu s myceliem, béhem kultivace nesle-
dovali. Stanovili jsme pouze konetnou hodnotu koncen-
trace biomasy.

Béhem fermentace se méni pomérné zastoupeni pig-
menti v extraktu a filtratu. Na zaCdtku kultivace je pig-
ment obsaZen hlavné v extraktu, tj. zistdvd v bunkéch
(v mnoiZstvi okolo 80 %), zatimco od 8. az 10. dne kulti-
vace je pomer koncentraci pigmentu v myceliu a v médiu
zhruba 1: 1, tedy 50 % pigmenti se uvolni do média,
pravdépodobné vlivem &astetné Iyze bunék. Pomér mnoz-
stvi Cervenych pigmentd ke Zlutym se béhem fermentace

vyrazné neméni. VSechny tyto skutetnosti dokumentuje
obr. 4.

3. Staciondrni kultivace v tekutém produkénim médiu

Pii tomto zpusobu kultivace se slabé oranzové zbarveni
v batikédch objevilo aZz po 72 h. Po 13denni kultivaci jesté
zdaleka nebyl spotiebovan vSechen Skrob a oranZovoler-
vené zbarveni média nebylo piili§ intenzivni: Hodnoty ab-
sorbance filtratu i extraktu byly vice neZ desetkrat niz$f nez
hodnoty ziskané po 7denni tfepané kultivaci.
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Obr. 4. Zmény poméru koncentrace pigmentd v extrakiu
a filtrdtu (o) a poméru absorbanc{ extraktu (®) pfi 405
a 510 nm v pribéhu kultivace
F — % barviv (absorbance) ve filtrdtu, E — % barviv (ab-
sorbance) v extraktu, E 4 — % absorbance pfi 405 nm
z celkové absorbance extraktu, E 5 — % absorbance pri
510 nm z celkové absorbance extraktu

Ze srovnéni téchto vysledku s vysledky submerznich tfe-
panych kultivaci plyne zévér, Ze staciondrni kultivace v te-
kutém médiu je pro produkci pigmenti zcela nevhodni.
Pritinou této nevhodnosti je pravdépodobng $patné ziso-
bovén{ kyslikem.

4. Kultivace na ztuZenych puddch

Na viech testovanych pudéch (Czapek-Doxiv, Sabou-
raudiv, sladinovy agar a Skrobovy agar) se rust projevil po
dvou dnech kultivace a produkce pigmenti po 3 dnech
(tabulka 1). Cervené pigmenty se tvofily pouze na $kro-
bovém agaru. Po pfeliti kolonii Lugolovym roztokem se
kolem kolonii utvofily nezbarvené zény, coz svédéi o hy-
drolyze Skrobu kolem kolonii, pravdépodobné piisobenim
a-amylasy.

Tab. 1. Rust a tvorba pigmentu na nékterych ztufenych médiich

. st Barva kolonie
M 2. den 3. den 3. den 4. den

Agar:

Czapek-Doxuv + ++ Zluts Zlutooranzovd

Sabourauduiv ++ ++ bild Zlutooranzové

sladinovy ++ ++ bild Zlutooranzova

Skrobovy

s peptonem ++ ++ rizovd  &ervend

Nejlep$im substratem pro tvorbu Gervenych pigmentt je
Skrob, coz se shoduje s vysledky uvddénymi v literatuie
[6,7, 8].

5. Vliv pH a intenzity aerace na produkci pigmentii v sub-
merznich trepanych kultivacich

Oba vlivy byly zkoumény oddélené. Prubéh pH
a tvorba pigmenti béhem kultivace byly sledovany
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Obr. 5. Zmény pH média v pribéhu kultivace x — pH 4,
o—pH5,8—pH6, 5o —pH7, A —pHS

u médii s pocateénimi hodnotami pH 4, 5, 6, 7 a 8. Bez
ohledu na poéateéni hodnotu pH se na konci kultivace (po
11 dnech) pohybovala hodnota pH kolem 7 (viz obr. 5.).
Kunz a Ober [7] popsali zménu pH béhem kultivace na
pH 8. Obrdzky 3 A—C znézomiuji zmény absorbance fil-
tritu a extraktu béhem kultivace. Zmény pocitecni hod-
noty pH v rozmezi 4 aZ 7 nemély vyraznéjsi vliv ani na
tvorbu biomasy, ani na produkci pigmenti. Jako nejvhod-
néjsi se jevi polateéni pH 5—6, coZ se shoduje se zdvérem
Lina (6], ale odporuje vysledkim Kunze a Obera [7],
ktefi jako optimélni uvadéji pH 8. Pfi pH 8 vSak n4S kmen
jiz velmi Spatné rostl (ve filtratu se nezdafilo stanovit ab-
sorbanci pigmentu vzhledem k vysokému obsahu nespo-
tiebovaného Skrobu).

Pfi zkouméni vlivu vzdu$néni na produkci pigmenti by-
la kultivace provddéna jednak v obvyklych Erlenmayero-
vych barikach, jednak v batikdch s vpichy (,.trnitych baii-
kdch*). ,,Trnité batiky* zajiStuji lepsi zdsobovéni kultur
kyslikem. V obou pfipadech byla zkousena tato plnéni
300 ml banék: 20, 50, 75 a 100 ml. Pribéh fermentace
z hlediska tvorby pigment ukazuji obrdzky 6 A, B. Nej-

vys§i produkce bylo dosaZeno pfi pouziti 300 ml Erlenma-
yerovych ,trnitych “ banék s ndplni 50 ml, coZ svéd¢i
o znaénych pozadavcich kultury na vzdusnéni. To se zhru-
ba shoduje s vysledky Lina [6], ktery uvadi jako optimélni
kultivaci v 500 ml barikdch se 75 ml média.

ZAVER

Pro tvorbu pigmenti houbou Monascus jsou vhodné
riuzné Skrobové substrity (kukufi¢ény Skrob, ryZe, brambo-
ry). Kultivaci je mozno provédét staciondrné na pevnych
substrdtech i submerzné. Pfi submerzni kultivaci je pod-
minkou intenzivni produkce pigmenti dostatené zésobo-
véni kultury vzdusnym kyslikem. Pro produkci barviv sub-
merznim zpusobem je nejvhodnéjsi pocitecni pH 5 aZ 6.
Ve viech piipadech dochézelo k produkci Eervenych i Zlu-
tych barviv. Pfi submerzni kultivaci se ¢st pigmentd, které
se tvofi v myceliu, uvoliiuje do média, a to zejména v poz-
d&jsich fazich kultivace. Vysledky ukazuji, Ze produkce
pigmentd pomoci houby Monascus je pomémé snadné
a na suroviny ne pfili§ niroénd. PouZiti takto ziskanych
pigmenti jako ndhrady syntetickych barviv v potravindf-
stvi je proto perspektivni.
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Skrob) pfi ruznych zpisobech fermentace (povrchovd

a submerzni kultivace, riist na ztuzenjch médiich) a pfi riznjch
kultivacnich podminkach (pH média, intenzita aerace) s ohledem
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B craThe comocTaBIeHB! BO3MOXHOCTH KYJIbTHBHPOBAHHS
rpuba MoHackyc Ha pa3sHbIX KpaxManbHbIX cy6crparax (pHc,
KapTodenb, KYKypy3Hblil KpaxMall) IpH pa3HbIX crnocobax ¢ep-
MEHTalUHH (NOBEPXHOCTHOE M CyOMep3HOe KYJbTHBHPOBaHHE,
POCT Ha 3aCTBIBIIKX CPefiax) M IIPH Pa3HbIX YCIOBHAX KYNILTH-
BupoBaHHs (PH cpenbl, MHTEHCHBHOCTL adpallMi) C Y4ETOM
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The possibilities of cultivation of the fungus Monascus sp. on
different starch substrates (rice, potatoes, corn starch) are com-
pared using various fermentation procedures (surface and sub-
merse fermentation, cultivation on solid media) and under diffe-
rent fermentation conditions (pH of the medium, aeration).
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Wir vergleichen die Moglichkeiten der Kultivierung des Pilzes
Monascus sp. auf verschiedenen stirkehaltigen Nahrboden (Reis,
Kartoffeln, Maisstirke) in verschiedenen Fermentationsverfahren

Oberflichen- und Submersverfahren, Wachstum auf festen Me-
ien) und unter verschiedenen Kultivierungsbedingungen (pH-
Wert des Mediums, Liiftung) hinsichtlich der Bildung von Farb-
stoffen.



