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a-(1—>3)-Glucans from cell wall of Laetiporus sulphureus
(Bull.:Fr.) Murrill - isolation, characteristics and application for in-
duction of mutanase synthesis

Summary

Five difTerent methods described in the literature were used for the isola-
tion of a-(I->3)-glucans from the cell wall of fruiting bodies of Laetiporus
sulphureus (Bull.iFr.) Murrill, and their comparative analysis was performed. The
separated fungal biopolymers were well-characterized in respect of their struc-
ture and some physicochemical properties. Structural analyses, i.e., Fou-
rier-transform infra-red (FT-IR) spectroscopy, 'FlI nuclear magnetic resonance
(NMR) spectroscopy and specific rotation, revealed that the alkali-soluble wall
fraction from this basidiomycetous fungus contained about 56% of (1—>3)-linked
a-glucans. Four out of five a-(I—>3)-glucans isolated by different methods from
the mycelium ofthe polypore fungus L. sulphureus induced higher activity of fun-
gal and bacterial mutanase than those obtained on mutan. Therefore, the
a-(I—>3)-glucans from fruiting bodies ofL sulphureus can be used as a new alter-
native to streptococcal mutan, which so far has been known as the best inducer
of mutanase production.
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a-(1-"3)-Glukany $ciany komoérkowej zoélciaka siarkowego - Laetiporus sulphureus (Bull.:Fr.) Murrill

1. Wstep

Gtownymi komponentami Sciany komorkowej grzybéw sg glikoproteiny i polisa-
charydy decydujace ojej sztywnosci, a jednoczesnie zapewniajgce jej elastycznosé
niezbedng w czasie wzrostu komoérek. Poszczegdlne elementy tworzg strukture
warstwowag, w ktorej glikoproteiny wystepujg na zewnatrz, za$ wewnetrzng war-
stwe stanowig polisacharydy: p-(173)-glukany, p-(I->6)-glukany, a-(I—>3)-glukany
oraz chityna. Zewnetrzna warstwa glikoproteinowa przykrywa mikrofibrylarng sieé
gesto upakowanych p-glukanéw, kowalencyjnie zwigzanych z tancuchami chityny.
Najgtebiej potozone sg nierozgatezione tancuchy a-(I->3)-glukanéw, przy czym nie
jest do konca wiadomo czy stanowig one integralng czes¢ sieci p-glukanowo-chity-
nowej (rys. 1) (1). Architektura Sciany komoérkowej, a szczego6lnie wystepowanie
a-glukanéw i chityny, rézni sie znaczaco u poszczegélnych gatunkéw grzybdw.

Obecnosé¢ a-(I-*3)-glukandw zostata stwierdzona u licznych przedstawicieli na-
lezgcych zaréwno do klasy Ascomycetes, jak i Basidiomycetes. llos¢ tych polisachary-
déw u poszczegolnych grzybow waha sie w bardzo szerokim zakresie; brak ich
u drozdzy z gatunku Saccharomyces cerevisiae i Candida albicans (1), jednak w grzybni
Aspergillus niger ich zawarto$¢ siega 9% (2), u Histoplasma capsulantum 46,5% (3),
a w owocnikach porka brzozowego - Piptoporus betulinus (Bull.:Fr.) i zélciaka siar-
kowego - Laetiporus sulphureus (Bull.:Fr.) Murrill, odpowiednio nawet 44-53
i 75-88% suchej masy (4-6).

V glikoproteiny

p-glukany

a-glukany

membrana
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Rys. 1. Struktura $ciany komérkowej grzyboéw wg Griiiia (1).
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a-(W3)-Gliil<any bedace skiladnikiem strukturalnym Sciany komérkowej grzy-
béw petnig w niej funkcje podporowa, sa czynnikiem wirulencji u niektérych pato-
genow lub stanowig materiat zapasowy (7-9). Ponadto, mogg one stanowi¢ bogate
Zrédto bezpiecznego i taniego induktora a-(173)-glukanaz (mutanaz), alternatyw-
nego w stosunku do paciorkowcowego a-(I->3)-glukanu (mutanu) (10).

a-(]->3)-Glukanazy nalezg do klasy hydrolaz rozktadajgcych wigzania a-(I—>3)-glu-
kozydowe. Opracowanie wydajnej, taniej i zarazem bezpiecznej technologii pro-
dukgcji tych enzyméw w skali fabrycznej otworzytoby perspektywe dla szerszego ich
wykorzystania w profilaktyce stomatologicznej do efektywnego usuwania filméw
tworzonych na zebach przez patogenne drobnoustroje jamy ustnej i oczyszczania
z biofilmoéw aparatow protetycznych (11).

Dotychczas najlepszym Zrédiem induktora dla biosyntezy mutanaz byt mutan
produkowany pozakomoérkowo przez niektore szczepy prochnicotwérczych pacior-
kowcdéw zmiennych, m. in. Streptococcus mutans i S. sobnnus. Jednak produkcja tego
biopolimeru jest z wielu powoddéw niemozliwa do przeprowadzenia od strony bio-
technologicznej. Zwigzane jest to gtdwnie z; 1) zastosowaniem wieloetapowej pro-
cedury wymagajacej uzycia patogennych dla personelu producentéw oraz drogiego
i niebezpiecznego podioza hodowlanego (wotowy wyciag mdézgowo-sercowy),
2) stosunkowo niskg wydajnoscig otrzymywanego produktu (2,2 g/dm” podioza),
3) znacznag zmiennoscig strukturalng mutanu, zalezng zaréwno od uzytego szczepu
bakteryjnego, rodzaju podtoza, jak i warunkéw hodowli (10,12). Problemy te spra-
wiajg, ze mutan nie jest produkowany jako preparat handlowy przez zadng firme na
Swiecie. Dlatego wielu badaczy jest od dawna zainteresowanych poszukiwaniem no-
wych, tanich, bezpiecznych, a zarazem skuteczniejszych zamiennikéw tego aktywa-
tora. W tym wiasnie kierunku zmierzajg réwniez prace prowadzone w naszym labo-
ratorium, w ktérych wykorzystano bogate w a-(I->3)-glukany owocniki L. sulphiireus
jako zrodto induktoréw mutanaz.

W artykule przedstawiono i poréwnano rézne metody izolacji a-(W3)-gluka-
noéw z owocnikdw L sulphureus oraz okreslono ich strukture i podstawowe wias-
ciwosci fizykochemiczne, tacznie z oceng ich przydatnosci jako induktoréw syntezy
bakteryjnych i grzybowych mutanaz.

2. Materiat i metody

2.1. Materiat grzybowy

Owocniki zétciaka siarkowego - Laetiporiis sulphureus (Bull.:Fr.) Murrill zebrano
w okresie od maja do sierpnia 2005 r. z zainfekowanych drzew w Lublinie i jego
okolicach. Poszczegélne zbiory zostaly zidentyfikowane od strony taksonomicznej
przez Zofie Flisinska z Zaktadu Botaniki i Mykologii UMCS w Lublinie.
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2.2. Metody izolacji a-(I-"3)-glukanow

Do izolacji a-(1"3)-glukanéw z zolciaka siarkowego zastosowano pie¢ ré6znych
metod, w ktorych uzyto mieszanke wysuszonych (zliofilizowanych) i sproszkowa-
nych owocnikéw w ilosci 100 g.

2.2.1. Metoda | wg Mizuno i wsp. (13)

Zliofilizowane i zmielone owocniki zdlciaka siarkowego zawieszano w 2 dm”
wody destylowanej i wirowano do zaniku barwy (9600 obr/min, 10 min). Przemytg
biomase ponownie zawieszano w 2 dm” wody destylowanej i autoklawowano
w 121°C przez 20 min, a nastepnie odwirowywano. Czynnos$¢ autoklawowania i wi-
rowania powtarzano 3-krotnie. W celu pozyskania polimerdw nierozpuszczalnych
w wodzie, a rozpuszczalnych w zasadach, czeSciowo oczyszczong zawiesine owoc-
nikéw ogrzewano (60°C) w 2 dm” 5% KOH przez 20 min. Po tym czasie zawiesine od-
wirowywano, a osad przeptukiwano 3 razy 5% KOH. Alkaliczne supernatanty neutra-
lizowano 22,5 CH3COOH, a otrzymany precypitat (glukan) odwirowywano. Po
3-krotnym przeptukaniu wodg destylowang preparat glukanu zamrazano i poddawa-
no suszeniu w liofilizatorze.

2.2.2. Metoda Il wg Wiater i wsp. (10)

Zliofilizowane i zmielone owocniki zélciaka siarkowego zawieszano w 2 dm”
wody destylowanej i autoklawowano (121°C, 60 min), a nastepnie pozostawiano na
noc w temperaturze pokojowej. Po odwirowaniu i przeptukaniu wodg destylowana,
autoklawowanie powtarzano 2-krotnie, kazdorazowo przeptukujgc osad wodg de-
stylowang. Nastepnie przeprowadzano ekstrakcje czesciowo oczyszczonego mate-
rialu za pomocg 2 dm™ | M NaOH. W celu catkowitego wyeliminowania zwigzkéw
nierozpuszczalnych w zasadach, rozpuszczony w NaOH preparat mieszano przy
uzyciu mieszadta magnetycznego (300 obr/min) przez 24 godz. Po tym czasie, uzy-
skany po odwirowaniu supernatant, neutralizowano | M HCI, doprowadzajac pH do
wartosci 7,0. Uzyskany biaty, amorficzny precypitat przeptukiwano 3-krotnie wodg
destylowang, zamrazano i suszono w liofilizatorze.

2.2.3. Metoda Ill wg Kiho i wsp. (14)
Zliofilizowane i zmielone owocniki zélciaka siarkowego ekstrahowano (temp.

pokojowa, 24 godz.) kolejno za pomoca metanolu, 0,9"6 NaCl, gorgcej wody i 5%
Na2CO03. Nastepnie osad zawieszano w 5 dm” | M NaOH z dodatkiem (lg) borowo-
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dorku sodu i catos¢ mieszano (300 obr/min) przez 24 godz. w temperaturze pokojo-
wej. Uzyskany ekstrakt neutralizowano ! M HCI, powstaly osad odwirowywano
i przeptukiwano 3-krotnie wodg destylowang. Otrzymany precypitat zamrazano i su-
szono w liofitizatorze.

2.2.4. Metoda FV wg Hasegawa i wsp. (15)

Ztiofilizowane i zmielone owocniki zoldaka siarkowego zawieszano w 5 dm”
wody destylowanej i wirowano do zaniku barwy. Przemyty material zawieszano po-
nownie w 5 dm” wody destylowanej i autoklawowano (121°C, 20 min). Zawiesing
pozostawiano na noc, a nastepnie odwirowywano i powtarzano ptukanie wodg de-
stylowana. Przemyty materiat zawieszano w 5 dm” 0,1 M borowodorku sodu i pozo-
stawiano na 3 godz., okresowo mieszajgc. Do zawiesiny dodawano NaOH (bez regu-
lacji pH), w celu uzyskania roztworu ! M, a nastepnie poddawano jg 3-godzinnemu
gotowaniu we wrzacej tazni wodnej. Do odwirowanego ekstraktu, przy silnym mie-
szaniu, dodawano 2 objetosci metanolu i cato$¢ pozostawiano na 3-4 godz. w tem-
peraturze pokojowej. Wytworzony precypitat zbierano przez wirowanie i przemy-
wano mieszaning metanobwoda (3:1, vA") do zaniku barwy. Przemyty osad rozpusz-
czano w 5 dm” I M NaOH, cato$¢ odwirowywano i supernatant traktowano dwoma
objetosciami metanolu. Otrzymany biaty precypitat przemywano dwukrotnie mie-
szaning metanol;woda (3:1, v/v), a nastepnie w celu neutralizacji zawieszano w mie-
szaninie metanol:0,] M kwas octowy (3:1, vA") i pozostawiano na kilka godzin okre-
sowo mieszajgc. Po tym czasie precypitat ptukano mieszaning metanobwoda (3:1,
v/v), a nastepnie odwirowywano i ptukano samag woda destylowang. W dalszej kolej-
nosci precypitat zawieszano w gorgcej wodzie i gotowano go we wrzgcej fazni wod-
nej przez 20 min. Po tym czasie byt on odwirowywany, a czynno$¢ gotowania i wiro-
wania byta powtarzana dwukrotnie. Otrzymany osad gtukanu przemywano dwukrot-
nie etanolem i eterem. Po odwirowaniu uzyskany preparat zamrazano i Suszono
w liofitizatorze.

2.2.5. Metoda V wg Griina (1)

Zliofilizowane i zmielone owocniki z6tciaka siarkowego zawieszano w roztwo-
rze zawierajgcym 100 mM EDTA i 50 mM Tris o pH 7,6. Po 2 min mieszania, dodawa-
no 2% (w/v) SDS i 40 mM 2-merkaptoetanotu i cato$¢ gotowano przez 15 min w celu
ekstrakcji zanieczyszczen cytozotowych. Zawiesine odwirowywano i po przemyciu
wodg destylowang caly proces powtarzano jeszcze raz. Otrzymany po odwirowaniu
material zawieszano w lodowatym 2 mM NaBH4 i 2 M KOH i mieszano przy uzyciu
mieszadta magnetycznego (200 obr/min) przez 30 min w temp. 4°C. Do odwirowa-
nego SLipernatantu dodawano kwas octowy, doprowadzajgc pH do wartosci 6,0.
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Calo$¢ mieszano przez 24 godz. w temp. 4°C. Wytrgcony precypitat odwirowywano
i zawieszano w 50 mM buforze Mcllvaine’a (pH 5,3) z dodatkiem 5 mM azydku sodu
(NaN3), 40 mM 2-merkaptoetanolu oraz 17,3 mg preparatu enzymatycznego Lytica-
se (200 U/mg) w celu usuniecia p-(I->3)-glukanéw. Po catonocnym mieszaniu (200
obr/min) w temp. 37°C, nierozpuszczalna w wodzie frakcje zbierano przez wirownie
i przemywano jg dwukrotnie wodg destylowang. Nastepnie proces ekstrakcji alka-
licznej i hydrolizy enzymatycznej powtarzano jeszcze raz. Na koniec materiat po-
nownie ekstrahowano SDS i 2-merkaptoetanolem i przemywano 5 mM NaN3. Otrzy-
many a-glukan zamrazano i suszono w liofilizatorze.

2.3. Analizy strukturalne

Probki glukanéw poddawano analizie spektralnej w podczerwieni, wykorzystu-
jac spektrofotometr FT-IR (Model 1725X, Perkin-Elmer, Norwalk, CT, USA) w zakre-
sie dtugosci fali od 4000 do 400 cm'U Préba wtasciwa zawierata 3 mg liofilizowane-
go glukanu w 20 mm krazku KBr. Odczytu dokonywano wobec krgzka KBr nie zawie-
rajacego polisacharydu.

Wodorowe (‘H) widma NMR dla glukanéw badano z uzyciem spektrometru NMR
Avance (300 MHz) (Bruker BioSpin GmbH, Rheinstetten/Karlsruhe, Niemcy) w temp.
60°C. Odpowiednie wartosci przesunie¢ chemicznych otrzymywano uzywajgc aceto-
nu (5h - 2,225 ppm) jako wzorca wewnetrznego. Glukany uzywane do analizy za-
wieszano w 30% NaOD. Procentowy udziat wigzan glukozydowych w poszczegdl-
nych biopolimerach obliczano na podstawie wielko$ci pola powierzchni poszczegdl-
nych sygnatéw zamieszczonych na wykresie NMR.

Rodzaj i ilos¢ monosacharydéw wchodzacych w sklad nierozpuszczalnych w wo-
dzie polisacharydéw okreslano po ich kwasnej hydrolizie (2 M kwas trifluoroocto-
wy, 100°C, 4 godziny) i przeksztatceniu uwolnionych cukréw w octany alditoli. Jako
czynnika redukujgcego uzywano borodeuterku sodu. Octany alditoli analizowano
przy uzyciu chromatografu gazowego (Model HP-5890 seria I, Hewlett Packard,
Waldbronn, Niemcy) zaopatrzonego w kolumne kapilarng (HP-5; 0,25 mm x 30 m)
i potaczonego z detektorem masowym (HP-5971).

Pomiar skrecalnosci optycznej ([aJo ) a-(I->3)-glukandw (rozpuszczonychw | M
NaOH) wykonano w polarymetrze firmy Perkin Elmer (Model 341 LC) przy dtugosci
Swiatta 589 nm.

Pomiar lepkosci a-(I—>3)-glukanéw (rozpuszczonych w | M NaOH) wykonano
przy uzyciu wiskozymetru firmy Brookfield (Model DV 3).
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2.4. Badanie indukcji bakteryjnej i grzybowej mutanazy

Szczep Paenibacillus ciirdlanolyticus MP-1, pochodzacy z kolekcji Zaktadu Mikro-
biologii Przemystowej UMCS w Lublinie, stanowi! Zrédto bakteryjnej mutanzy (16).

Wysterylizowane podtoze hodowlane wg Kanzawy (17) z dodatkiem 0,25%
a-(I->3)-glukanéw wyizolowanych z owocnikéw L sulphureus réznymi metodami
(1-V) rozlewano do kolb stozkowych (500 cm”) w ilosci 75 cm”, a nastepnie podioze
szczepiono zawiesing bakterii P. ciirdlanolyticus w ilosci 5% (v/v). Hodowle wgtebne
prowadzono w temp. 30°C na wytrzgsarce rotacyjnej przy 170 obr/min. Po czterech
dniach hodowle odwirowywano (12 000 obr/min, 15 min) i w ptynach pohodowla-
nych oznaczano aktywno$¢ mutanazy.

Szczep Trichodenna harzianum CCM F-340, pochodzgcy z Czeskiej Kolekcji Mikro-
organizméw (CCM, Brno), wykorzystano jako kulture podstawowa dla syntezy grzy-
bowej mutanazy (18).

Wyjatlowione podtoze hodowlane A (100 cm”®) wg Mandels i wsp. (19) zmodyfiko-
wane wg Wiater i wsp. (10) z dodatkiem 0,4% preparatéw a-(I->3)-glukanéw wyizo-
lowanych z owocnikdéw L sulphureus piecioma réznymi metodami, szczepiono za-
wiesing konididéw T. harzianum F-340 w ilodci | cm”. Hodowle prowadzono w kol-
bach stozkow>'ch (500 cm”) w temp. 30°C na wytrzasarce rotacyjnej (220 obr/min)
w ciggu 3 dni. Nastepnie hodowle odwirowywano (12 000 obr/min, 15 min)
i w plynach pohodowlanych oznaczano aktywnos¢ mutanazy.

2.5. Metody analityczne

Aktywno$¢ mutanaz oznaczano zmodyfikowang metodg Hasegawa i wsp. (15) okres-
lajac ilos¢ cukréw redukujgcych uwalnianych przez enzym z paciorkowcowego muta-
nu. Mieszanina reagujgca zawierata | mg glukanu (79,8 mol% wigzan a-(1"3); 20,2
mol% wigzan a-(l->6)-glukozydowych) zawieszonego w 0,5 cm” 0,2 M buforu octano-
wego o pLl 5,5 (mutanaza T. harzianum) lub 0,05 M buforu potasowo-fosforanowego
0 pH 6,6 (mutanaza P. curdianoiyticus) oraz 0,5 cm” odpowiednio rozciericzonego enzy-
mu. Reakcje enzymatyczng prowadzono w temp. 45°C w czasie 60 min. llo$¢ po-
wstatych cukrow redukujgcych oznaczano metoda Somogyi-Nelsona (20,21). Za jed-
nostke aktywnos$ci mutanazy przyjeto ilos¢ enzymu, ktéra w czasie | min w warunkach
oznaczenia uwalniata cukry redukujace réwnowazne 1 mikromolowi (pM) gtukozy.

Zawartos¢ biatka w koncowej frakcji (Kf) otrzymanej przy izotacji a-(I—>3)-gluka-
néw oznaczano metodg Schacterle i Pollacka (22).

Stopien scukrzenia a-(I->3)-glukandéw przy udziale mutanazy obliczano na pod-
stawie ilosci cukrow redukujacych powstalych podczas 24-godzinnej hydrotizy
z uzyciem egzomutanazy T. harzianum F-340 w stezeniu 0,1 U/cm”. Cukry redu-
kujgce oznaczono kolorymetryczng metodg Somogyi-Nelsona (20,21). Procentowg
warto$¢ scukrzenia obliczano na podstawie wzoru:
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% scukrzenia = a1 0,9 + 100/C,.giL,i<anLi:

gdzie: a - stezenie cukréw redukujgcych w hydrolizacie (mg/cm?); 0,9 - wspot-
czynnik wynikajacy z poprawki na uwodnienie polisacharydu; 100 - przelicznik na
Ca-glLikanu ~ Stezenie a-glukanu (mg/cm?).

3. Wyniki i dyskusja

Wysoka zawartos¢ a-(I->3)-glukandéw w Scianie komérkowej zélciaka siarkowe-
go (5), powszechne wystepowanie tego grzyba w przyrodzie oraz uznanie go za sto-
sunkowo bezpiecznego dla cztowieka (mtode owocniki sg jadalne), sprawity, ze or-
ganizm ten stat sie obiektem naszego zainteresowania jako potencjalne zrédio
efektywnego i alternatywnego w stosunku do mutanu induktora mutanaz. W litera-
turze, jak dotad, nie ma doniesieh na ten temat i dlatego przeprowadzone w tym
kierunku badania majg charakter pionierski.

Ze wzgledu na duzg réznorodnos¢ sktadnikéw chemicznych wchodzgcych
w sktad owocnika L sulphureus, pierwsza czes¢ doswiadczen miata na celu dokona-
nie poréwnania poszczegolnych metod stosowanych do izolacji a-(1°3)-glukanéw
ze $cian komorkowych grzyba, oraz udowodnienie, ze koncowa frakcja (Kf) otrzy-
mana za pomoca uzytych metod separacji jest a-(I—>3)-glukanem. Wyniki zebrane
z tych serii doswiadczen przedstawiono w tabeli i na rysunkach 2-4.

Tabela
CharakterystAlu a-(1-~3)-glukan6w s$ciany komérkowej Laetiporus sulphureus izolowanych réznymi metodami

Metoda izolacji
Cecha réznigca

1 1 1] v v
Kf w suchej masie grzybni (%)" 56,54 56,3 56,9 53,3 32,1

rodzaj i ilos¢ monocukréow w Kf (11101%)* Cle - 97,50 Gic - 95,97 Gic - 97,17 Gic - 97,40 Gic - 97,94
Man - 250 Man - 3,19 Man - 2,83 Man - 2,60 Mail - 2,06
Ara - $lad Ara - 0,84 Ara - $lad Ara — $lad Ara — $lad

ilo$¢ biatka w Kf (Jag/mg) 4,33 4,81 2,40 0,00 0,00

obecno$¢ wigzan 822,58 823,51 823,48 821,84 824,00
ct-(I—>3)-ghikozydowych w Kf (cm 845,05 849,08 848,66 846,80 847,91
liczba wigzan a-(l ->3)-glukozydowych w Kf 91,15 91,49 94,42 85,85 94,33
(niol%)*

skrecalnos$¢ optyczna (|ali)-I-) 216 223 246 282 306

lepkos¢ (mPa s) 2,53 2,12 3,55 2,85 1,98

stopient scukrzenia polimeru (%) 68.6 51,7 67,8 67,2 66,0

* (Kf) - Koncowa frakcja otrzymana podczas izolacji a-(1->3)-glikanéw; Kwasna hydroliza i analiza chromatograficzna
(chromatografia gazowa - GC); * Oznaczana metoda FT-IR; * Oznaczana metoda ‘Il NMR; - Oznaczany metoda enzy-
matyczng (24-godzinna hydroliza z uzyciem egzonuitanazy T. harzianum w styzeniii 0.1 U/cm9-
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RoOznice pomiedzy poszczegdlnymi metodami zaznaczaja sie przede wszystkim
w ich pracochtonnosci, wieloetapowos$ci oraz toksycznosci odczynnikéw stosowa-
nych do izolacji i oczyszczania a-{I-*3)-glukanéw. Metoda | opisana przez Mizuno
i wsp. (13) i Il stosowana w pracy Wiater i wsp. (10) wymagajg uzycia niewielu od-
czynnikéw, z kolei metoda 1l opracowana przez Kiho i wsp. (14) i duzo starsza IV
wg Hasegawa i wsp. (15) sg bardziej czasochtonne i zwigzane ze stosowaniem wiek-
szej liczby odczynnikéw, czesto toksycznych, jak np. bromowodorek sodu i eter
W metodzie V, w celu catkowitego usuniecia P-(I—>3)-glukanéw, badang frakcje
poddano dodatkowo dziataniu preparatu enzymatycznego Lyticase (Sigma-Aldrich).
Nie poprawito to jednak w zasadniczy sposéb wydajnosci a-(173)-glukanéw izolo-
wanych zgodnie z metodg zaproponowang przez Griina (1). Cztery z pieciu testowa-
nych metod dawaly duzg i zarazem podobng ilos¢ (Srednio okoto 56%) koncowej
frakcji (Kf) a-(1"3)-glukandw (tab.), jedynie w metodzie V, w ktérej zastosowano
preparat Lyticase, otrzymano duzo mniejszg wydajnos¢ tego biopolimeru (32%). Na-
lezy podkresli¢, ze uzyskana przy uzyciu roznych metod izolacji wydajnosé
a-(W3)-glukanéw (32-56 g/100 g suchej masy grzyba) jest 145-255 razy wyzsza od
tej, jaka udato sie dotychczas uzyskac dla paciorkowcowego mutanu (0,22 g/100 cm”
podioza) (23). Wyniki te dajg podstawe do dalszych badan nad mozliwoscig szersze-
go zastosowania grzybowych a-(W3)-glukanéw jako efektywnych induktoréw dla
syntezy drobnoustrojowych mutanaz.

Koncowe frakcje a-(W3)-glukanéw, otrzymane po wieloetapowych procesach
izolacji, poddano nastepnie analizie strukturalnej i scharakteryzowano pod wzgle-
dem fizykochemicznym.

W pierwszym etapie za pomocg chromatografii gazowej zbadano rodzaj i ilos¢
monosacharydéw budujacych te polimery. Na podstawie wynikéw przedstawionych
w tabeli i na rysunku 2 dowodzi sig, ze badane frakcje s homoglukanami zbudowa-
nymi w okoto 97% z czasteczek glukozy (Gic). Poza glukoza, w tancuchach polisacha-
rydéw stwierdzono dodatkowo niewielkie lub Sladowe ilosci arabinozy (Ara) i man-
nozy (Man). Podobny rezultat uzyskat wczesniej Griin (1). Wykonat on analize chro-
matograficzng, na podstawie ktérej wykazal, ze a-glukan z zéiciaka siarkowego
sktada sie w 96,2% z glukozy i zawiera niewielkg domieszke mannozy (2,3%) i ksylo-
zy (1,5%).

Brak lub $ladowa zawarto$¢ biatka w Kf glukanéw potwierdza, ze badane prepa-
raty sg zwigzkami jednorodnymi (tab.), co Swiadczy o poprawnosci proceséw izola-
cji. Ponadto, brak zanieczyszczen, ktére mogtyby hamowa¢ aktywnos¢ mutanaz (ba-
danych w dalszej czesci doswiadczen) kwalifikuje wyizolowane a-(173)-glukany
jako potencjalne induktory tych enzymoéw.

W dalszej kolejnosci homoglukany uzyskane r6znymi metodami poddano anali-
zie spektralnej wykonanej w podczerwieni (IR). Widma przedstawione na rysunku 3
posiadajg dwa charakterystyczne maksima, przy dtugosci fal 845-849 cnr' i 821-824
cnr™ (tab., rys. 3). Pierwsze z nich jest charakterystyczne dla wigzan a-glukozydo-
wych, drugie za$ sugeruje, ze testowane polimery posiadajg wigzania glukozydowe
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arabinoza mannoza
glukoza
Metoda |
Metoda I
Metoda I
Metoda IV
Metoda V

13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 1800 19.00 20.00 21.00

Czas (min)

Rys. 2. Analiza chromatograficzna monosacharydéw zawartych w hydrolizatach a-(I->3)-glukanéw
izolowanych réznymi metodami ze $ciany komérkowej L. sulphuf-eus.
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Rys. 3. Widma IR a-(I—>3)-glukanéw izolowanych r6znymi metodami ze $ciany komérkowej L sulphureus.

184 PRACE EKSPERYMENTALNE



a-(1->3)-Glukany $ciany komoérkowej zoétciaka siarkowego - Laetiporus sulpbureus (Bull.:Fr.) Murrill

typu a-(I->3). Podobny obraz widma uzyskali Jelsma i Kreger (5). Badana przez au-
toréw, nierozpuszczalna w wodzie, a rozpuszczalna w alkaliach frakcja wyizolowa-
na ze $ciany komérkowej Piptoporus betuliniis, SchizophyUiim commune i Laetiporus
sulphureus wykazywata dwa wyrazne szczyty przy diugosci fal 844 cnr’ i 823 cm".

Analizujac glukany przy uzyciu wodorowego magnetycznego rezonansu jadrowe-
go (‘"H NMR), uzyskano we wszystkich przypadkach widma z pojedynczym singletem
0 warto$ci 5,426-5,441 ppm (rys. 4). Swiadczy to o obecnoéci w badanych biopolime-
rach czasteczek glukozy potgczonych wigzaniem a-(1"3)-glukozydowym oraz ich li-
niowym charakterze. Na podstawie wielkosci pola powierzchni otrzymanego sygnatu
wyliczono ilo$¢ wigzan a-(1°3)-glukozydowych (86-94 mol%) w czgsteczkach analizo-
wanych glukanéw (tab.). Na podstawie tych danych potwierdza sie fakt, ze badane
probki sg homoglukanami, w ktérych dominuje jeden typ wigzan. Podobne wartosci
przesunie¢ chemicznych (5) protonéw anomerycznych otrzymat Griin (1) badajac a-glu-
kany sciany komadrkowej L. sulphureus, P. betulinus, S. commune, Schizosaccharomyces
pombe, Neurospora crassa, Pleurotus ostreatus, Lentinus edodes i Cryptococcus neoformans.

W przeprowadzonej serii doswiadczen dokonano réwniez oznaczen lepkosci
| skrecalnosci optycznej ([a” ]) wyizolowanych r6znymi sposobami a-( W3)-gluka-
now. Na podstawie uzyskanych wynikow dowodzi sie, ze testowane glukany skre-
cajg w prawo plaszczyzne Swiatla spolaryzowanego, a otrzymane wartosci miescity
sie w przedziale od 4-216° do 4-300°. Johnson (24), izolujac a-(1"3)-glukan
z Aspergillus niger NRRL 326, okreélit jego skrecalno$¢ optyczng na poziomie 4-233°
(IM NaOH), natomiast Hasegawa i wsp. (15) dla glukanu z tego samego gatunku
grzyba otrzymali skrecalno$¢ o wartosci 4-257°. Z kolei pseudonigeran wyizolowany
przez Horisbergera i wsp. (25), posiadat skrecalno$¢ optyczna réwnag -1-248,5°. jedy-
nie a-(I-*3)-glukan z owocnikéw Anian/fa muscaria charakteryzowat sie duzo nizszg
wartoscig skrecalnosci -f 160° (0,4 M NaOH) (14).

Lepkos¢ wyizolowanych a-glukanéw wahata sie w granicach 2-3,6 mPa s i dla
przyktadu byta 1,3-2,4 razy mniejsza od wartosci (4,8 mPa s) uzyskanej dla natywne-
go mutanu (a-(173)-, a-(I—>6)-glukanu) zsyntetyzowanego przez préchnicotworczy
szczep Streptococcus sobrinus/downei CCUG 21020. Wigze sie to z zawartosScig w nim
znacznej ilosci wigzan a-(1-46)-glukozydowych (40,9?6), ktére sq odpowiedzialne za
zwiekszong lepkos¢ tego biopolimeru (wyniki nie publikowane).

Przeprowadzono takze hydrolize enzymatyczng testowanych biopolimeréw
w celu okreslenia ich podatnosci na dziatanie a-(173)-glukanazy. W wyniku 24-go-
dzinnej hydrolizy przy uzyciu grzybowej egzomutanazy otrzymano Srednig wartos¢
scLikrzenia badanych a-(173)-glukanéw na poziomie 64% (tab.). Na podstawie tych
rezultatéw sugeruje sie po pierwsze, ze nie wszystkie wigzania a-(I->3)-glukozydo-
we tych biopolimeréw sg podczas hydrolizy dostepne dla enzymu, tym bardziej ze
czasteczki a-(I->3)-glukanu mogag wystepowac w formie mono- lub (mniej podatnej
na hydrolize) dimerycznej. Po drugie, czasteczki glukozy w nierozpuszczalnym
w wodzie a-glukanie z zéiciaka siarkowego mogg by¢ w niewielkim procencie po-
taczone takze wigzaniem (I->4)-glukozydowym (1).
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a-(1—3)-glukozydowe
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Rys. 4. Widma ’H NMR a-(I->3)-glukanéw izolowanych r6znymi metodami ze $ciany komérkowej
L sulphitreus.
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0,727

Metoda | Metoda Il Metoda Il Metoda IV Metoda V Metoda | Metoda Il Metoda Ill Metoda IV Metoda V

Rys. 5. Aktywno$¢ mutanaz T. harzianum (A) i P. curdlanolyticus (B) w podtozach hodowlanych z do-
datkiem a-(I->3)-glukanéw wyizolowanych réznymi metodami (I-V) ze zliofilizowanych owocnikéw
L. sulphureus.

Podsumowujgc dotychczasowe wyniki mozna jednoznacznie stwierdzic, ze frak-
cje koncowe glukanéw wyekstrahowane z owocnikéw L sulphureus réznymi meto-
dami sg a-(I-"3)-glukanami.

W dalszej kolejnosci zbadano wpltyw wyizolowanych a-(I->3)-glukanéw na ak-
tywno$¢ mutanazy T. harzianum i P. curdlanolyticus wytwarzanej w hodowlach wy-
trzgsanych, w ktérych polimery te stanowity induktor dla syntezy tych enzyméw.
Najwyzszg aktywnos¢ katalityczng grzybowej mutanazy (0,6 U/cm”), otrzymano po
zastosowaniu jako induktora a-(I->3)-glukanu wyizolowanego z owocnikéw zdlcia-
ka siarkowego metoda 1(13) (lys. 5 A). Uzyskana alctywno$¢ mutanolityczna T. harzianum
byta 1,5-razy wyzsza od tej, jakg otrzymano wykorzystujgc mutan w charakterze sty-
mulatora enzymu (10).

W literaturze niewiele jest danych na temat zastosowania do indukcji grzybowej
mutanazy biomasy, pochodzacej z r6znych gatunkéw grzyboéw strzepkowych i pod-
stawczakow. Reese i wsp. (26) wykazali zwiekszong produkcje enzymu indukowane-
go a-(I—>3)-glukanami zawartymi w grzybni grzybdw z rodzajéw Trichoderma, Doctylium,
Sepedonium i Verticillum. Badacze ci stymulowali u ponad dwustu mikroorganizméw
synteze zewnatrzkomoérkowych a-(I *3)-glukanaz za pomoca owocnikéw P. betulinus.
Z kolei Ait-Lahsen i wsp. (27) uzyli grzybnie A. niger jako induktora mutanazy
u T. harzianum, za$ Sanz i wsp. (28) przeprowadzili aktywacje syntezy mutanazy
T. asperellum grzybnig Botrytis cinerea. Nalezy jednak zaznaczyé¢, ze poréwnywanie
aktywnosci mutanaz pochodzacych nawet z tego samego zrodta, moze by¢ obarczo-
ne duzym ryzykiem bledu. Zwigzane jest to gtéwnie z wykorzystaniem do oznacze-
nia aktywnosci enzymu i jego indukcji réznych substratow.

Najwyzszg aktywnos¢ bakteryjnej mutanazy (0,727 U/cm”) odnotowano po
4-dniowej hodowli wytrzasanej szczepu P. curdlanolyticus MP-1 na a-(173)-glukanie
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wyizolowanym z owocnikéw L sulphureus metodg IV (15) (rys. 5 B). Dotychczas naj-
lepsze wyniki indukcji syntezy miitanazy u P. curdlanolyticus osiggneli Pleszczyriska
i wsp. (16), ktérzy po drugim dniu hodowli bakterii na paciorkowcowym mutanie
otrzymali aktywno$¢ enzymu na poziomie 0,37 U/cm”. Nalezy wyraznie podkreslic,
ze w naszych dosSwiadczeniach aktywno$¢ mutanolityczna tej bakterii uzyskana
w hodowli na a-(173)-glukanie wyizolowanym z L sulphureus byta prawie 2-krotnie
wieksza. Z danych literaturowych wynika, ze wysokie aktywnosci katalityczne bak-
teryjnych mutanaz osiggaty rowniez Bacillus circulans WL-12 (0,31 U/cm”; 1,9 U/mg
biatka) po hodowli na pozywce mineralnej z dodatkiem 0,25% oczyszczonego
a-(I->3)-glukanu z A. niger (29) oraz Streptomyces chartreusis w hodowli na mutanie
(0,03 U/lcm”: 0,15 U/mg biatka) (30).

Na podstawie analizy danych zamieszczonych na rysunku 5 wynika, ze cztery
sposréd pieciu wyizolowanych a-(173)-glukandw zwiekszaly od 6,5 do 50% aktyw-
no$¢ mutanazy T. harzianum oraz od 37 do 96% mutanazy P. curdlanolyticus, w sto-
sunku do tej, jakg osiagnely te organizmy w hodowli na podtozu z paciorkowcowym
mutanem (10,16).

Warto réwniez zaznaczy¢, ze na glukanie wyizolowanym z owochikéw zéiciaka
siarkowego metoda V (1), P. curdlanolyticus nie wytwarzat mutanazy, za$ aktywnosé
enzymu produkowanego przez T. harzianum byta od 2 do 3 razy nizsza w poréwna-
niu do tej, jaka osiggneta mutanaza na glukanach izolowanych pozostatymi metoda-
mi. Z tych tez wzgledéw metode Griina uznano jako mato przydatng dla izolacji
a-(I—>3)-glukandéw - efektywnych w zakresie indukcji syntezy drobnoustrojowych
mutanaz.

4. Podsumowanie

Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano mozliwos¢é wykorzystania
a-(I-"3)-glukanéw zawartych w owocnikach zéiciaka siarkowego jako alternatyw-
nego i zarazem duzo bardziej efektywnego w stosunku do mutanu, Zrédta indukto-
row dla bakteryjnych i grzybowych mutanaz. tatwos¢, z jaka pozyskuje sie owocniki
tego grzyba w naturze oraz mozliwo$¢ hodowli na wiekszg skale w warunkach labo-
ratoryjnych, otwiera nowag droge do opracowania stosunkowo taniej, wydajnej
i bezpiecznej technologii produkcji mutanaz na skale przemystowa. Jej wdrozenie
do praktyki przyczyni sie niewatpliwie do szerszego wykorzystania tych enzymow
w profilaktyce stomatologicznej do usuwania préchnicotworczych biofilmow two-
rzonych na zebach i aparatach protetycznych.

Praca finansowana ze $rodkéw na nauke w latach 2008-2011 jako projekt rozwojowy
nr 325/R/PO 1/2007/ITI.
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