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Possibilité de production d’acide
gamma linolénique par culture de
mucor circinelloides CBS 172-27 sur
quelques huiles végetales

G. AGGELIS™ M.E. kOMAITIS™, G. DIMITROULIAS™, M. PINA® et J. GRAILLE®®

Résumé. — L acide gamma hinolénique (GLA) est un acide gras polyinsaturé, utilisé en pharmacie et en cosmétique dont les champignons
Phycomycites sont L une des sources potentielles Dans ce travail, nous avons étudié les possibilués de produire le GLA par bietransformanen
de 1'acide linoléique de quelques huiles végétales & I"awde d’une souche de Mucer (M, ciicillenoides CBS 172-27) Dans ce but. nous avans
déterminé 1a composition des glycérides cellulares de cette souche au cours des différentes cultures effectuées sur des huiles contenant diffé-
rentes proportiens d’acide linoléique et d’acide a—linolémigue. Le champigren, cultivé sur Jes différentes huiles, produit des quantités variables
de GLA. La production de cet acide dépend de la richesse en acide linoléique du milien de culture et est indépendante de la présence de acide
o-linolémgue Le mycélium du champignen cultivé sur huile de tournesol contient plus de 65 % d’une huile 3 17,4 % de GLA.

Mots-clés : Acide gamma limolémgue. mucorales, hiules organismes unicellulaires

INTRODUCTION

I.e GLA est un acide gras de la série (n-6}, obtenu par dé-
saturation de I’acide linoléique grice a I'action de 1a 8-6 dé-
saturase (1,2,3). Chez I’homme, la 8-6 désaturation est
I"étape limitante de toute la chaine anabolique des séries n-3,
n-6 et n-9. On comprend donc 'tmportance de cette activité
(3,4) dont la réduction ou la suppression cause des dom-
mages graves chez |’homme.

Le GLA est présent dans les hipides cellulaires des cham-
pignons Phycomycetes (5,6,7,8) ; ces microorganismes sont
relativement riches en lipides (9,10) et sont donc des souches
de choix pour développer une production industrielle
d'Huiles d’Organismes Unicellulaires {HOU), riches en
GLA (10,11,12).

Dans ce travail, nous avons étudié la cinétique d’accumu-
lation du GLA dans les glycérides cellulaires d’une souche
de Mucor (M. circinelloides CBS 172-27) au cours des dif-
férentes cultures effectuées sur quelques huiles contenant
différentes proportions d’acide linoléique et d’acide ¢-lino-
Iénique.

Bioconversion de I’acide linoléique en GLA dans les
réserves lipidiques de Mucor circinelloides : une ap-
proche théorique.

Dans des milieux de culture o0 1’huile constitue la seule
source de carbone, les différents acides gras produits par
hydrolyse des triglycérides sont, soit accumulés dans le my-
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célium et biotransformés en autres acides gras, soit dégradés
pour produire de la biomasse.

La biotransformation de I’acide linoléique en GLA dans le
mycélium peut étre schématisée dans la figure 1. La vitesse
d’accumulation du GLA (Va. GLA) peut tre estimée pen-
dant 1a croissance du champignon :

FO =Va.Cl18:2 + Fpl + F3
(Va.Cl18:2 = vitesse d’accumulation de C18:2)
F3 =Va.GLA + Fp2

FO + F3 =Va.Cl18:2 + Va.GLA + Fpl + Fp2 + F3
FO = Va.C8:2 + Va.GLA + Fpl + Fp2

et donc

Va.GLA = F0O -[Va C18:2 + Fpl + Fp2]

Dans des conditions données, en absence de facteurs limi-
tants de la croissance du mycélium, les pertes totales (Fpl +
Fp2) sont dépendantes de la phase de croissance des micro-
organismes. Le facteur F0 dépend de la richesse du milieu en
lipides et de 1a concentration de I'acide linoléigue dans ces
lipides, Nous pouvons donc conclure gue Ja vitesse d’accu-
mulation du GLA {Va.GLA) est positive dans le cas ot FO
> Va.C18:2 + Fpl + Fp2. Au contraire, si FO < Va.C18:2 +
Fpl + Fp2. la vitesse Va.gla est négative et nous avons donc
une dilution du GLA dans la biomasse du champignon.

Sur le plan pratique, le facteur sur lequel nous pourrions
agir facilement, dans une certaine mesure, est le facteur F0
qui dépend de la richesse du milieu en lipides et de la concen-
tration de 1'acide linoléique dans ces lipides. Nous avons
étudié principalement 1'effet de la concentration de 1'acide
linoléique dans les lipides du mulieu sur I'accumulation du
GLA dans les réserves lipidiques de Mucor circinelloides.
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FIG.1. — Schéma hypothétique de la bioconversion de ["acide hnoléi-
que en GLA dans le mycélium des Phycomycétes
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FO' = Flux de C18 | dans le mycélium

FO = Flux de C18§:2  ° "

Fl = Flux de CI8:1 vers C18 2

F2 = Vitesse de dégradation de C15:2

F3 = Flux de C18:2 vers C18 3 (n-6)

F4 = Vitesse de dégradation de C18:3 (n-6)

F3 = Flux de C18:3 {n-6) vers les acides gras supérieurs
F2-FI =  Fpl (pertes de C18.2)

F4+F5 = Fp2 [pertes de C18 1 (n-6)]

MATERIEL ET METHODES

Matériel biologique
La souche utilisée (Mucor circinellotdes) provient du Central

Bureau voor Schimmelcultures de Baarn (CBS 172-27). Cette
soitche est conservée & 4°C sur milieu PDA-Difco.

Milieu de culture

® Sels minéraux : phosphate monopotassique : 8 g/l ;
chlorure de sodium : 0,1 g/l ; sulfate de magnésium
(MgS04 x TH20): 0,5 g/l : chlorure de calcium : 0,1 g/1;
nitrate d’ammonium : 3,6 g/l

s Extrait de levure : 5 g/l

¢ pH du milieu : 5.0

Les huiles de tournesol et de lin sont utilisées comme
sources de carbone & une quantité de 10 g/l. Ces huiles sont
respectivement choisies i cause de leurs richesses en acides
linoléique et a-linolénique.,

La contribution des deux huiles dans les différents milieux
est donnée ci-dessous :

Huiles Milieux minéraux

g/l 100:0 75:25 50:50 2575 2100
Lin 10.0 7.5 50 2.5 0.0
Toumesol 0.0 2.5 50 7.5 10.0

Les compositions en acides gras des deux huiles sont les
suivantes :

Huiles Acides gras

g/h Cl6:0 C18:0 Cl18:1 CI8 2 CI18 3  autres
Lin 4.0 2.0 16.0 143 63.4 0.3
Tournesol 6.0 37 24.2 65.5 01 0.5

La stérilisation s’effectue 4 120°C pendant 20 min.
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Conditions de culture

Les cultures sont réalisées dans des erlenmeyers de 250 ml
remplis au 1/5éme de leur volume. Ces fioles sont soumises
a un mouvement de va-et-vient d’une amplitude de 5 cm et
d’une fréquence de 120 oscillations par min. Les différentes
cultures sont effectuées dans une enceinte thermostatée i
28°C.

Techniques analytiques

Larécolte de la biomasse et I’extraction de 1"huile sont dé-
crites dans une publication précédente {7] La transforma-
tion de la matiére grasse sous forme d’esters méthyliques
s’effectue avec le méthylate de sodium et le méthanol chlo-
rydrique selon la méthode générale indiquée dans la norme
AFNOR [13]. Les esters méthyliques sont repris par un vo-
lume connu d’hexane tel qu’on air des solutions 4 1 %. 1 ul
de solution est mjecté dans un appareil de chromatographie
en phase pazeuse Hewlett-Packard 5700A équipé d’un dé-
tecteur 4 ionisation de flamme et relié A un intégrateur Hew-
lett-Packard 7123B. La séparation des constituants s’effectue i
I’aide d’une colonne DEGS (1,83 m x 3 mm)} ; 10 % sur chro-
masort WHP, 100 a 200 mesh).

Les conditions expérimentales sont les suivantes :

& températures : injecteur 250°C, détecteur 250°C, four
180°C

® paz vecteur ; hélium & un débit de 14 ml/min.

RESULTATS EXPERIMENTAUX

L’évolution des concentrations en acides gras linoléique
(C18.2, n-6), et-linolénique (C18:3, n-3) et gamma linoléni-
que (C18:3, n-6) dans les glycérides cellulaires est donnée
respectivement dans les figures 2, 4 et 6.

L’acide linoléique (Fig. 2) s’accumule abondamment dans
le mycélium de la souche émdiée. Cette accumulation s’ac-
complie durant les 23 premigres heures pour les mihieux les
plus pauvres en acide lmoléique (cas des milieux 75:25 et
100:0). Par contre, pour les milieux enrichis en acide lino-
leique (0:100, 25:75 et 50:50), 1"accumulation se poursuit
apres le premier jour.

La concentration finale de I’acide linoléique dans les gly-
cérides cellulaires représente 81.2 % de la concentration de
cet acide dans les lipides du milieu (pente de courbe de la
Fig. 3). Les mémes remarques peuvent étre formulées pour
I'accumulation de I"acide e-hinolénique dans la biomasse du

60 Lm\2 {%) dans les lipides cellulares
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FIG. 2. — Accomulation de ['acide hnoléique dans |2 biomasse de Mu-
car circinelloldes CBS /72-27 au cours des cultures effectuées sur les duffé-
rents mélanges d huiles



Retour au menu

210 —

60 (18:2 (%] dans les lipides cellulaires

50
Y=22+0812X *

401 r=099
30 °
20 ]
10

D L] L] L] L) L L)

0 10 20 30 40 50 60 70

18 2 (%) dans les ipides du milieu

FIG. 3. — Accumulauen de ["auide Linoléique dans le mycélium de Ma-
cor circinellowdes CBS 172-27 en foncuon de la concentration de cel aciude
dans les lipides du milien
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FIG. 4. — Accumulation de I'acide o-hnoléique dans la biomasse de
Mucor circinellowdes CBS 172-27 au cours des culturcs cffectuées sur les
différems mélanges d’huiles
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FIG. 3. — Accumulation de I’acide o-linoléique dans le mycélium de
Mucor circineliowdes CBS 172-27 en fonchon de la concentration de cel
acide dans les lipides du milieu

champignon (Fig. 4). Comme dans le cas précédent, 1" accu-
mulation de 1"acide o-linoténigue est fonction de sa concen-
tration dans les lipides du milieu {Fig. 5). Le champignon
cultivé sur huile de tournesol (milieu 0:100) ne produit pas
d’acide oi-linolénique. Cet acide, retrouvé dans les autres cas
dans la biomasse, provient donc d"une accumulation directe
des lipides extracellulaires.
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FIG. 6. — Evolution de la concentration du GLA dans les lipides du my-
célium de Mucor curcinelioides CBS 172-27 au cours des culiures offec-
wées sur les différents mélanges d’hwles

L’évolution de la concentration du GLA dans la biomasse
du champignon est donnée dans la figure 6. Nous pouvens
remarquer que le champignon cultivé sur les milieux §:100
et 25:75 accumule au bout de 23 heures des quantités nota-
bles de GLA (respectivement 17,4 et 13,1 %). Il est évident,
que pendant cette phase de croissance sur ces milieux riches
en acide linoléique, le facteur FO, qui dépend de la richesse des
lipides du milieu en C18:2, est supérieur 4 la somme de
Va.C18:2 + Fpl + Fp2 ce qui signifie que Va.GLA > 0. La vi-
tesse d’accumulation pendant cette phase est égale & 17,4 %/
23 h = 0,76 %/h pour le milien 0:100 et & 13,1%/ 23 h =
0,57 %/h pour le mulieu 25:75.

Aprés 23 heures de culture. on constate dans les deux cas
une dilution importante du GLA dans les lipides du mycé-
lium. Ce phénomene peut Etre attribué 3 ladiminution du fac-
teur FO A cause de la consommation du subsirat part le
Microorganisme.

Nous avons donc FO < Va.C18:2 + Fp! + Fp2 et Va.GLA
< 0. Compte tenu que la vitesse Va.C8:2 dépend du facteur
F0, le déséquilibre FO < Va.C18:2 + Fpl + Fp2 do1t &tre plus
précisément aitribué 2 la diminution du facteur FO par rap-
port aux pertes (Fpl + Fp2).

Dans le cas des miheux 50:50, 75:25 et 100:0, les lipides
produits par le champignon sont moins riches en GLA. Il
semble que le facteur F0 soit dés le début de la croissance
trop faible pour couvrir les besoins énergétiques du micro-
organisme, & cause de la faible concentration de 1'acide li-
noléique dans les lipides du milieu de culture. Pour la méme
raison, la vitesse d'accumulation est négative, ce qui en-
traine une dilution du GLA dans les glycérides cellulaires.

1l semble que le systéme désaturase de la souche étudiée
soit moins actif en présence des lipides extracellulaires. Le
taux de bioconversion {GLA/C18:2 + GLA) qui donne une
idée de 1'efficacité du systeme §-6 désaturase est égal 2 0,6
dans le cas du glucose (10} et 4 0,24-0,27 dans le cas des cul-
tures effectuées sur les huiles. Ce rapport semble étre indé-
pendant de la présence de I’'acide o-linolénique dans le
milieu de culture (Tableau I) ; cette remarque est trés mté-
ressante dans le cas éventuel de la valorisation d’huiles vé-
gétales qui en sont plus ou moins pourvues. La biomasse du
champignon contient dans le cas des milieux 0:100 et 25:73
respectivement 67,5 % et 65 % d’huile (Tableau II) et les
productions en GLA sont respectivement de 470 et 341 mg
par litre de milieu.
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TABLEAU L. — Taux de conversion de I'acide linol€igue en
GLA (GLA/CI18 : 2 + GLA) dans le mycélium de Mucor circt-
nelloides CBS 172-27 en fonction de la concentration de I'acide
o-linolénique dans les lipides du milieu

Acide o-linolénique dans les Taux de bioconversion
lipides du muliew (%) (GLA/CI8 : 2 + GLA)
0.0 026
9.3 0.24
440 027

TABLEAU II. — Production de GL.A & partir de cultures de Mu-
cor circinelloides CBS 172-27 effectuées sur les milieux 0 : 100 et
25 : 75 pendant 23 heures
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CONCLUSION

La bioconversion de 'acide linoléique en GLA a été ému-
diée dans le mycélium de Mucor circinelloides CBS 172-27 -
cette souche accumule trés vite 1'acide linoléique du milieu
de culture. La concentration de cet acide dans Jes lipides my-
céliens correspond aux 80 % de sa concentration dans les li-
pides du milieu. Le taux de bioconversion est égal dans le cas
des cultures effectuées sur huile de tournesol 4 0,27.

Il semble que le syst2me 6-6 désaturase de Mucor circinel-
loides soit moins actif en présence des lipides extracellu-
laires. I] est pourtant possible d’obtenir de bons rendements
en GLA en augmentant la concentration de 1'acide linoléique
dans les lipides du milieu de culture. Ainsi, Mucor circinel-
loides cultivé sur huile de tournesol accumule une huile riche

Milieude  Récoltede Huiledans GLAdans  Production en GLA (17,4 %) ce qui correspond a une production en GLA
culture biomasse la biomasse  1’huile estimée de de 470 mg/l de mihieu. De plus, la présence d’acide ¢t-lino-
oy (%) (%) GLA (2) lénique dans le mihew de culture n'inhibe pas 1a bioconver-
0: 100 40 67.5 17.4 470 sion df”. I’acide linoléi‘que en GLA. I:a productiun du GLA est
donc également possible & partir d"huiles contenant plus ou
25175 40 63.0 13.1 3 moins d’acide -linolénique
(1) = exprimée en g/l de milieu
(2) = exprimée en mg/l de milicu
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SUMMARY

Possihility of gamma linelenic acid production by cul-
turing Mucor circinellpides CBS 172-27 on some vege-
tahle oils

G. AGGELIS, M.E. KOMAITIS , G. DIMITROULIAS, M. PINA y
J. GRAILLE, Oléagineux, 1991, 46, N° 5

Gamma linolenic acid (GLA} is a polyunsaturated fatty
acid, used in pharmacy and cosmetics, which can be derived
from phycomycetes fungi. In this study, we looked at the
possibility of producing GLA by biotransformation of the li-
noleic acid in some vegetable oils, using a Mucor strain (M.
circillenoides CBS 172-27). To this end, we determined the
cellular glyceride composition of the strain during different
culturing operations on oils containing different proportions
of linoleic and o-linolenic acid. The fungus, cultured on va-
rious oils, produces varying amounts of GLA, depending on
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RESUMEN

Posibilidad de producir acido gamma lincléico al cul-
tivar Mucer circinelloides CBS 127-27 en algunos
aceites vegetales

G. AGGELIS, M_E. KOMAITIS . G. DIMITROULIAS, M. PINA v
J. GRAILLE, OQléagtneux, 1991, 46, N° 5

El 4cido gamma linoléico (GLA) es un dcido graso poliin-
saturado, utilizado en farmacia y en cosmética cuyos hongos
ficomicetos son una de las fuentes potenciales. En este tra-
bajo, hemos estudiado las posibilidades de producir el GLA
por biotransformacién del dcido linoléico de algunos aceites
vegelales con la ayuda de una cepa de Mucor (M. circille-
noides CBS 127-27). Con esie fin, hemos determinado la estruc-
tura de los glicéridos celulares de esta cepa en el transcuro de
los varios cultivos efectuados sobre aceites conteniendo varias
porpociones de dcido linoléico y dcido ¢t-linolénico. El hongo,
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the linoleic acid content of the culture medium, but irrespec-
tive of the ¢-linolenic acid content. The mycelium of the fun-
gus cultured on sunflower oil contains more than 65% oil
with a GLA content of 17.4%.
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cultivado sobre varios aceites, produce cantidades variables
de GLA. La produccidn de este dcido depiende de la riqueza
en dcido linoléico del ambiente de cultivo y es independiente
de la presencia de dcido wt-linelénico. El micelio del hongo
cultivado sobre aceite de girasol contiene mas de 65% de un
aceite al 17.4% de GLA.

5 capacités
0.5 a 20 tonnes/h
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