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1. Wstep

olisaeharydy (wielocukrowee) sa
Pzwiazkami powszechnie wystepuja-

cymi w $wiecie roslinnym. Polisacha-
rydy grzybéw  wielkoowocnikowych
[Macromycetes) sa od kilkunastu lat
przedmiotem szczegllnego zaintereso-
wania Kkilku os$rodkéw badawczych,
gtéwnie japonskich, ze wzgledu na ich
wiasciwosci przeciwtumoralne i immu-
notropowe. Swiadczg o tym liczne pra-
ce autoréw japonskich (1-4) oraz wpro-
wadzenie do oficjalnego lecznictwa
preparatow wykazujacych wiasciwosci
przeciwnowotworowe, mianowicie Len-
tinanu, Crestinu i Schizophylanu.

Biologicznie aktywne polisacharydy
maja zazwyczaj strukture (3-glukanow
z wigzaniami (3 (1-3) i rozgatezieniami
P (1-6) albo p (1-4) tez z rozgatezienia-
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mi (3 (1-6). Niekiedy polisacharydy te, np. Crestin, zawieraja fragment pep-
tydowy (do 15%), ktéry wptywa na mozliwos¢ zastosowania danego polisa-
charydu drogg doustng jako srodka przeciwnowotworowego lub immunomo-
dulujagcego. W Katedrze Botaniki Farmaceutycznej zostat izolowany z owoc-
nikéw Tylopilus felleas nowy polisacharyd grzybowy o stmkturze P-glukanu
Tyiopilan z wigzaniami 3 (1-3) i rozgatezieniami (3 (1-6) o masie czgsteczkowej
1 300 000, ktory wykazywat wybitne dziatanie przeciwnowotworowe w testach
Sarcoma 180 (ponad 90% inhibicji), a takze interesujace witasciwosci immu-
nomodulacyjne jako immunomodulator komoérkowej odpornosci nieswoistej
oraz swoistej odpornosci humoratnej (5,6).

Z innych gatunkow grzybow wietkoowocnikowych (klasy Basidiomycetes]
oraz ich hodowli mycelialnych otrzymano podobne polisacharydy, ktére sa
aktualnie przedmiotem dalszych badan.

Grzyby klasy Ascomycetes dotychczas nie byly przedmiotem badan w tym
kierunku. W zwigzku z tym podjeto prébe uzyskania polisacharydéw z ho-
dowli mycelialnej gatunku Aleuna awantia. Hodowle te podjeto ze wzgledu
na trudnosci uzyskania odpowiedniej ilosci materiatlu (owocnikow) ze stanu
naturatnego.

2. Hodowla mycelialna

Hodowite mycetialne niektorych gatunkéw grzybéw klasy Basidiomycetes pro-
wadzone sg w Katedrze Botaniki Farmaceutycznej CM UJ w Krakowie od
szeregu fat z dobrymi rezuttatami, zwiaszcza jezeli chodzi o grzyby nadrzewne
i niektore gatunki grzybow mikoryzowych. Hodowla mycelialna wymaga pra-
cy w warunkach aseptycznych, zastosowania odpowiednich pozywek hodow-
lanych gwarantujagcych uzyskanie dobrego wzrostu grzybni w warunkach
laboratoryjnych. Prowadzenie hodowli mycelialnych ma na celu rézne aspe-
kty, przede wszystkim uzyskanie odpowiedniej ilosci surowca do biochemi-
cznych i biologicznych badan grzybow, uniezalezniajgc sie od warunkéw Kli-
matycznych, glebowych, pory roku itp., mozliwos¢ U2yskania substancji po-
karmowych: biatek, lipidow, witamin (hodowla na skale przemystowg takich
gatunkéw jak: Agaricus bisporus, Pleurotus ostreatus, Lentinus edodes i in.).
Z punktu widzenia farmakologicznego hodowle mycetialne moga stuzy¢ do
otrzymywania substancji biologicznie aktywnych, przede wszystkim: antybio-
tykoéw (penicylina z hodowli gat. Penicillium), alkaloidéw (Clauiceps purpurea],
a takze ostatnio polisacharydéw — substancji wykazujacych dziatanie immu-
notropowe, ktére znalazty zastosowanie w teczeniu niektdrych schorzernn nowo-
tworowych (7,8).

Hodowle mycetialne, jako metoda biotechnologiczna, stwarzajg duze mo-
zliwosci otrzymania substancji o zmienionych wiasciwosciach chemicznych
i biologicznych w poréwnaniu z owocnikami — poprzez zmiane warunkéw
wegetacji, dobdér odpowiedniej pozywki, zastosowanie prekursoréw. Prowa-
dzenie hodowli moze odbywac¢ sie na poditozach naturalnych (stoma, kilody
drewniane, torf) i na podtozach syntetycznych. Hodowle state prowadzone
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moga by¢ na szalkach F'e:iiego (pozywka zestalona agarem), hodowle ptynne
przez wytrzasanie w kolbach stozkowyeh lub w biofermentoraeh.

Pozywka hodowlana p )winna zawiera¢ odpowiednie zrodta wegla, np. glu-
koza, ekstrakt maltozowc Zrddia azotu: aminokwasy (m.in. arginina, aspa-
ragina, walina), hydrolizat kazeiny, sole amonowe; makroelementy: P, Ca,
Mg, K, Na; mikroelementy: Cu, Fe, Mn, Zn, Li, Cs; witaminy: tiamina, bio-
tyna, inozytol, pirydoksyna. pH pozywki powinno wynosi¢ 5-6, a dla gatun-
kéw nadrzewnych okoto 4. Temperatura wzrostu 25-28°C; przy hodowlach
wytrzasanych wazna jest ilos¢ powietrza: 0,08-0,15 dcm”/min/litr pozywki.

Metody uzyskania ezystej kultury myeelialnej moga by¢ nastepujaee:

1) z pojedynezego zarodnika (spoiy) lub zawiesiny spor,

2) z wyeinka tkanki z trzonu lub warstwy hymenialnej,

3) z grzybni wegetatywnej.

W rozwoju grzybni obserwujemy 3 fazy wzrostu grzybni:

1) faza przygotowaweza (4-6 dni),

2) faza wzrostu logarytmieznego (okoto 15 dni),

3) faza stacjonarna (powyzej 15 dni).

Hodowle moga by¢ prowadzone w ciemnosei, w Swietle, przy przemiennym
oswietleniu dzien-noc, a takze przy sztucznym oswietleniu, co moze wptywac
na intensywnos$¢ wzrostu.

Na podstawie danyeh z piSmiennietwa i wiasnyeh (9-11) mozna stwierdzi¢,
ze hodowle myeelialne moga by¢ zrodiem bioaktywnych substancji, jak np.
polisacharydéw, zwiazkéw indolowych, steroidéw, antybiotykdéw i innyeh.

Aleuria aurantia jest gatunkiem interesujagcym ze wzgledu na obeenosé
substaneji wykazujgeyeh znaczng aktywnos$¢ biologiczna.

Celem praey byto otrzymanie frakeji polisaeharydowych z hodowli myce-
lialnej Aleuria aurantia oraz wstepna analiza otrzymanyeh frakeji i okreslenie
sktadu eukrowego. Wsréd dotychezas wykrytyeh metabolitéw wyciggu eteru
naftowego i metanolowego grzybni stwierdzono obeenos$¢: zwigzkéw steroido-
wyeh, kwasow tluszczowyeh, amin IV-rzedowyeh oraz zwigzkéw indolowyeh
(12). Natomiast w wyeiggu wodnym podjeto prébe izolacji frakcji polisacha-
rydowych.

3. Aleuria aurantia — wystepowanie, nnorfologia, sktad chemiczny

Aleuria aurantia — dziezka pomaranczowa (rodz. Aleuriaceae, klasa As-
comycetes) tworzy owocniki w ksztatcie miseczki o $rednicy 2-10 cm, poma-
ranczowe bez trzonu. Migzsz eienki, woskowaty, kruehy, bez smaku. Zarod-
niki sg bezbarwne, podtuznie eliptyezne, z siatkowatg ornamentaeja o wy-
miaraeh 16-24 x 8-12 gm.

Wystepowanie: na nagiej ziemi, w miejseaeh nastonecznionych przy dro-
gach, na brzegach laséw i zarosli, parkach. Owocniki sg jadalne, mozna je
spotka¢ od wiosny do jesieni. W Polsee gatunek srednio pospolity (13).
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4. Czes¢ doswiadczalna

4.1. Hodowla mycelialno gat. Aleuria aurantia

Hodowle mycelium Aleuria aurantia prowadzono na zmodyfikowanej po-
zywee wg Oddoux o nastepujageym sktadzie: glukoza 10 g, ekstrakt maltozowy
5-10 g, NH4CI 0,5 g. L-asparagina 1,0 g, KH2PO4 0,5 g, MgS04 + 7H20 0,5 g,
FeCls (1%) 10 kropli, MnS04 ' H20 (0,5%) 1,5 em”, ZnS04 ' 7H20 (0,5%) 1,5
em” CaCl2 ' 6H20 (2%) 5 em”, hydrolizat kazeiny 200 mg, ekstrakt drozdzo-
wy 30 mg, adenina 12 mg, woda destylowana ad 1000 em”. Do sporzgdzenia
pozywki statej dodawano 1,5-2% agaru. Inoculum do przeszczepu stanowity
fragmenty owocnikéw o wymiarach 2-3 mm, z czesci hymenialnej, zebranych
ze stanu naturalnego (wrzesien 1998, Poreba - Koninki), ktore dezynfekowa-
no 70% etanolem. Hodowle prowadzono na poz5rwee statej oraz ptynnej. Po-
zywke sterylizowano w autoklawie w temp. 120°C, przy nadei$nieniu 1 atm.
w ciggu 20 min.

4.1.1. Hodowla stato

Woysterylizowang pozywke rozlewano w warunkach aseptycznych na szalki
Petriego srednicy 5 cm. Hodowle prowadzono w termostacie 25+1°C przez
20 dni w ciemnosci. W celu otrzymania odpowiedniej ilosei materiatu zasto-
sowano kilkakrotne pasazowanie.

4.1.2. Hodowla ptynna

Hodowle ptynng prowadzono w kolbaeh Erlenmayera i w fermentorze. Po
wysterylizowaniu pozywki (jw.) rozlewano jg do 500 cm” kolb Erlenmayera
w ilosei ok. 200 cm” i szczepiono inoeulum pochodzaeym z pozywki statej.
Hodowle wytrzasano na wytrzasaree (100 suwoOw/min) przez 3 tygodnie w tem-
peraturze ok. 20°C przy przemiennym oswietleniu dzienn/noc. Myeelium otrzy-
mane z hodowli ptynnej stuzyto do przeszczepu w fermentorze o pojemnosci
6 1 typ HWS firmy Kuhn-Bayer Nidderau (Niemcy) z automatycznym regu-
lowaniem przeptywu sterylnego powietrza pH i temp. przez 3 tygodnie. Wzrost
grzybni przebiegat w 3 zréznieowanych fazach (rys. 1). Po uptywie 3 tygodni
otrzymano 30 g grzybni liofilizowanej.

4.2. Ekstrakcja grzybni

Zliofilizowang grzybnie ekstrahowano rozpuszezalnikami o wzrastajgcej po-
lamosei kolejno: eterem naftowym, metanolem i woda. Uzyskano wyciag ete-
ru naftowego L — zawierajgcy lipofilne metabolity, wyeiag metanolowy H
— metabolity hydrofilne, wyciagg wodny W — metabolity rozpuszezalne w wo-
dzie. Analiza metabolitow wyeiggu L i H byta przedmiotem innego doniesienia
(14).
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Rys. 1. Aleuria aurantia - fazy wzrostu grzybni.

4.2.1. 1zolacja polisacharydéw z grzybni Aleuria aurantia

Grzybnie (ok. 30 g liofilizatu) po ekstrakcji eterem naftowym i metanolem
ekstrahowano dwukrotnie 0,5 N NaOH przez 3 h (w stosunku objetosciowym
1:5), a nastepnie wrzgcg wodg przez 3 h. Po potgczeniu ekstraktow dodawano
bezwodnego etanolu w stosunku objetosciowym 1:1 i wytrgcono surowsg fra-
kcje A (FA). Do pozostatego przesgczu dodawano bezwodnego etanolu w sto-
sunku objetosciowym 1:4, otrzymujac surowa frakcje polisacharydowa B(FB).
Surowe frakcje polisacharydowe oczyszczono, rozpuszczajac w 0,5 N NaOH
i dodajac odpowiednie ilosci bezwodnego etanolu. Pozostate frakcje po od-
sgczeniu przemywano acetonem. Osad ponownie rozpuszczano w niewielkiej
ilosci 0,5 N NaOH i wytracano biatko przez dodanie 15% kwasu tréjchlo-
rooctowego w stosunku objetosciowym 1:1. Polisacharydy wytrgcono z roz-
tworu przez dodanie acetonu w stosunku objetoSciowym 1:2 — frakcja A
i 1:8 frakcja B. Otrzymane osady rozpuszczono w wodzie destylowanej i dia-
lizowano uzywajac bton dializacyjnych Serva w wodzie biezacej przez 48 h,
a nastepnie w wodzie destylowanej przez 24 h. Dializowany roztwor odpa-
rowano na wyparce prézniowej w temp. 40°C. Schemat ekstrakcji przedsta-
wiono na rysunku 2.

Uzyskano 2 frakcje polisacharydowe A i B z wydajnoscig: frakcja A —
1,97% i frakcja B — 0,27%. Otrzymane frakcje badano na zawarto$¢ po-
piotu wg Farmakopei Polskiej fV(15), obecnos¢ biatka (reakcja biuretowa i ksan-
toproteinowa), kwasow nukieinowych (reakcja Dischego) i aminokwasow (re-
akcja ninhydrynowa). Zawarto$¢ cukru w obu frakcjach oznaczono metodg
kolorymetryczng wg Dubois’a (16). Obydwie frakcje poddano hydrolizie kwa-
sowej 1 M H2SO4 w temp. 120°C przez okres 5 h. Hydrolizat zobojetniono
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Mycelium
Ekstrakcja 0,5N NaOH (2 razy po 3h)
Nastepnie ekstrakcja wodadest. (3h)
Ekstrakt
Dodanie etanolu abs. (1:1)
Precipitat Przesacz
Etanol abs. (1:4)
0,5N NaOH
Roztwor Precipitat
Dodanie etanolu abs. (1:1)
- Roztwor
Precipitat
Etanol abs. (1:4)
Aceton
Precipitat Precipitat
Roztwor Roztwor
15%TCA(1:1) 15% TCA(1:1)
Biatka Roztwor Biatka Roztwor
Aceton (1:8)
Precipitat Precipitat
Roztwor Roztwor
Dializa Dializa
Odparowanie Odparowanie
Frakcja B Frakcja B

Rys. 2. Schemat izolacji polisacharydéw.
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Ba/OH/2, wytrgcony osad BaS04 — odsaczono, przesgcz odparowano do
sucha. Suche pozostatosci rozpuszczano w 70% etanolu i analizowano me-
toda chromatografii bibutowej (PC) na zawarto$¢ eukroéw prostyeh i amino-
kwasow.

Stosowano nastepujace ukiady rozpuszczalnikéw:

— n-propanol-octan etylu-woda 7:1:2 v/v/v,

— n-butanot-kwas octowy lodowaty-woda 4:1:5 v/v/v.

Plamy cukréw uwidoczniono roztworem szczawianu aniliny (po podgrza-
niu do 105°C), a plamy aminokwaséw 1% roztworem ninhydryny (réwniez
po podgrzaniu).

5. Oméwienie wynikow

Hodowla gatunku Aleuria aurantia (Fr.) Fuck. zostala po raz pierwszy
opracowana na pozywce statej i ptynnej wg Oddoux z wilasnymi modyfika-
cjami. Uzyskano dobrag wydajnos¢ suchej biomasy mycelialnej wynoszaca
2,5-5 g/litr pozywki. Wzrost grzybni przebiegat w 3 fazach: 1) przygotowaw-
cza (do 5 dni), 2) wzrostu logarytmicznego (10-15 dni), 3) stacjonarna (po-
wyzej 15 dni) (rys. 1). W otrzymanym myeelium stwierdzono poza metabo-
litami wystepujaeymi w wyciagu L i H (steroidy, kwasy ttuszczowe, zwigzki
indolowe), w wyciagu wodnym dwie frakcje polisacharydowe z dobrag wydaj-
noscia (zwlaszcza frakcja A — 1,97%). Obie frakeje wykazywaty wysoka za-
wartos¢ cukru oznaczong metodg Dubois’a: frakcja A — 88%, frakcja B —
69%. Zawartos¢ popiotu byta nieznaczna we frakcji A — 2,87%. W obu
frakcjach nie stwierdzono obecnos$ci biatka, wolnych aminokwasow i kwaséw
nukleinowych.

Analiza obu frakcji po kwasowej hydrolizie wykazywata obecnos¢: glukozy,
galaktozy, mannozy oraz fragmentu peptydowego ztozonego z leueyny, kwasu
glutaminowego i glicyny. Tego typu heteroglukany — jak wspomniano —
z czescig peptydowa wykazujg czesto aktywnos¢ przeciwnowotworows, takze
przy podaniu doustnym. Otrzymane polisaeharydy zostaly przekazane do
badania aktywnosci przeciwzapalnej i wazoprotekcyjnej.
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Polysaccharides from the mycelial culture of Aleuria aurantia (Fr.) Fuck.
Summary

The mycelial culture of the fungus Aleuria aurantia (Fr.) Fuck., Ascomycetes was established
both on solid as well as on liquid nutrient media acc. Oddoux with some modifications. The
culture was run for 3 weeks. Three distinct developing phases of growth were observed. The
yield of dried mycelial biomass was 2,5-5,0 g/1 respectively.

30 g of liophilized mycelium was used as a starting material for metabolites isolation. Two
polysaccharide fractions A and B have been isolated from the water extract of the mycelium by
subsequent praecipitation with ethanol and further purification. Fraction A isolated with good
yield (1,97%) proved to be a heteroglucan composed of glucose, galactose and mamnose. It also
contained a peptidic part with leucine, glycine and glutamic acid as components. It was sub-
mitted to evaluation of its biological activity. This kind of polysaccharides has often a marked
immunotropic activity.
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Aleuria aurantia, mycelial culture, heteroglucan.
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