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S u m m a r y

Five different methods described in the literature were used for the isola-
tion of �-(1�3)-glucans from the cell wall of fruiting bodies of Laetiporus

sulphureus (Bull.:Fr.) 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, 1H 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
�-glucans. Four out of five �-(1�3)-glucans isolated by different methods from
the mycelium of the polypore fungus L. sulphureus induced higher activity of fun-
gal and bacterial mutanase than those obtained on mutan. Therefore, the
�-(1�3)-glucans from fruiting bodies of L. 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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1. Wstêp

G³ównymi komponentami œciany komórkowej grzybów s¹ glikoproteiny i polisa-
charydy decyduj¹ce o jej sztywnoœci, a jednoczeœnie zapewniaj¹ce jej elastycznoœæ
niezbêdn¹ w czasie wzrostu komórek. Poszczególne elementy tworz¹ strukturê
warstwow¹, w której glikoproteiny wystêpuj¹ na zewn¹trz, zaœ wewnêtrzn¹ war-
stwê stanowi¹ polisacharydy: �-(1�3)-glukany, �-(1�6)-glukany, �-(1�3)-glukany
oraz chityna. Zewnêtrzna warstwa glikoproteinowa przykrywa mikrofibrylarn¹ sieæ
gêsto upakowanych �-glukanów, kowalencyjnie zwi¹zanych z ³añcuchami chityny.
Najg³êbiej po³o¿one s¹ nierozga³êzione ³añcuchy �-(1�3)-glukanów, przy czym nie
jest do koñca wiadomo czy stanowi¹ one integraln¹ czêœæ sieci �-glukanowo-chity-
nowej (rys. 1) (1). Architektura œciany komórkowej, a szczególnie wystêpowanie
�-glukanów i chityny, ró¿ni siê znacz¹co u poszczególnych gatunków grzybów.

Obecnoœæ �-(1�3)-glukanów zosta³a stwierdzona u licznych przedstawicieli na-
le¿¹cych zarówno do klasy Ascomycetes, jak i Basidiomycetes. Iloœæ tych polisachary-
dów u poszczególnych grzybów waha siê w bardzo szerokim zakresie; brak ich
u dro¿d¿y z gatunku Saccharomyces cerevisiae i Candida albicans (1), jednak w grzybni
Aspergillus niger ich zawartoœæ siêga 9% (2), u Histoplasma capsulantum 46,5% (3),
a w owocnikach porka brzozowego – Piptoporus betulinus (Bull.:Fr.) i ¿ó³ciaka siar-
kowego – Laetiporus sulphureus (Bull.:Fr.) Murrill, odpowiednio nawet 44-53
i 75-88% suchej masy (4-6).
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Rys. 1. Struktura œciany komórkowej grzybów wg Grüna (1).



�-(1�3)-Glukany bêd¹ce sk³adnikiem strukturalnym œciany komórkowej grzy-
bów pe³ni¹ w niej funkcjê podporow¹, s¹ czynnikiem wirulencji u niektórych pato-
genów lub stanowi¹ materia³ zapasowy (7-9). Ponadto, mog¹ one stanowiæ bogate
Ÿród³o bezpiecznego i taniego induktora �-(1�3)-glukanaz (mutanaz), alternatyw-
nego w stosunku do paciorkowcowego �-(1�3)-glukanu (mutanu) (10).

�-(1�3)-Glukanazy nale¿¹ do klasy hydrolaz rozk³adaj¹cych wi¹zania �-(1�3)-glu-
kozydowe. Opracowanie wydajnej, taniej i zarazem bezpiecznej technologii pro-
dukcji tych enzymów w skali fabrycznej otworzy³oby perspektywê dla szerszego ich
wykorzystania w profilaktyce stomatologicznej do efektywnego usuwania filmów
tworzonych na zêbach przez patogenne drobnoustroje jamy ustnej i oczyszczania
z biofilmów aparatów protetycznych (11).

Dotychczas najlepszym Ÿród³em induktora dla biosyntezy mutanaz by³ mutan
produkowany pozakomórkowo przez niektóre szczepy próchnicotwórczych pacior-
kowców zmiennych, m. in. Streptococcus mutans i S. sobrinus. Jednak produkcja tego
biopolimeru jest z wielu powodów niemo¿liwa do przeprowadzenia od strony bio-
technologicznej. Zwi¹zane jest to g³ównie z: 1) zastosowaniem wieloetapowej pro-
cedury wymagaj¹cej u¿ycia patogennych dla personelu producentów oraz drogiego
i niebezpiecznego pod³o¿a hodowlanego (wo³owy wyci¹g mózgowo-sercowy),
2) stosunkowo nisk¹ wydajnoœci¹ otrzymywanego produktu (2,2 g/dm3 pod³o¿a),
3) znaczn¹ zmiennoœci¹ strukturaln¹ mutanu, zale¿n¹ zarówno od u¿ytego szczepu
bakteryjnego, rodzaju pod³o¿a, jak i warunków hodowli (10,12). Problemy te spra-
wiaj¹, ¿e mutan nie jest produkowany jako preparat handlowy przez ¿adn¹ firmê na
œwiecie. Dlatego wielu badaczy jest od dawna zainteresowanych poszukiwaniem no-
wych, tanich, bezpiecznych, a zarazem skuteczniejszych zamienników tego aktywa-
tora. W tym w³aœnie kierunku zmierzaj¹ równie¿ prace prowadzone w naszym labo-
ratorium, w których wykorzystano bogate w �-(1�3)-glukany owocniki L. sulphureus

jako Ÿród³o induktorów mutanaz.
W artykule przedstawiono i porównano ró¿ne metody izolacji �-(1�3)-gluka-

nów z owocników L. sulphureus oraz okreœlono ich strukturê i podstawowe w³aœ-
ciwoœci fizykochemiczne, ³¹cznie z ocen¹ ich przydatnoœci jako induktorów syntezy
bakteryjnych i grzybowych mutanaz.

2. Materia³ i metody

2.1. Materia³ grzybowy

Owocniki ¿ó³ciaka siarkowego – Laetiporus sulphureus (Bull.:Fr.) Murrill zebrano
w okresie od maja do sierpnia 2005 r. z zainfekowanych drzew w Lublinie i jego
okolicach. Poszczególne zbiory zosta³y zidentyfikowane od strony taksonomicznej
przez Zofiê Flisiñsk¹ z Zak³adu Botaniki i Mykologii UMCS w Lublinie.
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2.2. Metody izolacji �-(1�3)-glukanów

Do izolacji �-(1�3)-glukanów z ¿ó³ciaka siarkowego zastosowano piêæ ró¿nych
metod, w których u¿yto mieszankê wysuszonych (zliofilizowanych) i sproszkowa-
nych owocników w iloœci 100 g.

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

Zliofilizowane i zmielone owocniki ¿ó³ciaka siarkowego zawieszano w 2 dm3

wody destylowanej i wirowano do zaniku barwy (9600 obr/min, 10 min). Przemyt¹
biomasê ponownie zawieszano w 2 dm3 wody destylowanej i autoklawowano
w 121°C przez 20 min, a nastêpnie odwirowywano. Czynnoœæ autoklawowania i wi-
rowania powtarzano 3-krotnie. W celu pozyskania polimerów nierozpuszczalnych
w wodzie, a rozpuszczalnych w zasadach, czêœciowo oczyszczon¹ zawiesinê owoc-
ników ogrzewano (60°C) w 2 dm3 5% KOH przez 20 min. Po tym czasie zawiesinê od-
wirowywano, a osad przep³ukiwano 3 razy 5% KOH. Alkaliczne supernatanty neutra-
lizowano 22,5% CH3COOH, a otrzymany precypitat (glukan) odwirowywano. Po
3-krotnym przep³ukaniu wod¹ destylowan¹ preparat glukanu zamra¿ano i poddawa-
no suszeniu w liofilizatorze.

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

Zliofilizowane i zmielone owocniki ¿ó³ciaka siarkowego zawieszano w 2 dm3

wody destylowanej i autoklawowano (121°C, 60 min), a nastêpnie pozostawiano na
noc w temperaturze pokojowej. Po odwirowaniu i przep³ukaniu wod¹ destylowan¹,
autoklawowanie powtarzano 2-krotnie, ka¿dorazowo przep³ukuj¹c osad wod¹ de-
stylowan¹. Nastêpnie przeprowadzano ekstrakcjê czêœciowo oczyszczonego mate-
ria³u za pomoc¹ 2 dm3 1 M NaOH. W celu ca³kowitego wyeliminowania zwi¹zków
nierozpuszczalnych w zasadach, rozpuszczony w NaOH preparat mieszano przy
u¿yciu mieszad³a magnetycznego (300 obr/min) przez 24 godz. Po tym czasie, uzy-
skany po odwirowaniu supernatant, neutralizowano 1 M HCl, doprowadzaj¹c pH do
wartoœci 7,0. Uzyskany bia³y, amorficzny precypitat przep³ukiwano 3-krotnie wod¹
destylowan¹, zamra¿ano i suszono w liofilizatorze.

2.2.3. Metoda III wg Kiho i wsp. (14)

Zliofilizowane i zmielone owocniki ¿ó³ciaka siarkowego ekstrahowano (temp.
pokojowa, 24 godz.) kolejno za pomoc¹ metanolu, 0,9% NaCl, gor¹cej wody i 5%
Na2CO3. Nastêpnie osad zawieszano w 5 dm3 1 M NaOH z dodatkiem (1g) borowo-
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dorku sodu i ca³oœæ mieszano (300 obr/min) przez 24 godz. w temperaturze pokojo-
wej. Uzyskany ekstrakt neutralizowano 1 M HCl, powsta³y osad odwirowywano
i przep³ukiwano 3-krotnie wod¹ destylowan¹. Otrzymany precypitat zamra¿ano i su-
szono w liofilizatorze.

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

Zliofilizowane i zmielone owocniki ¿ó³ciaka siarkowego zawieszano w 5 dm3

wody destylowanej i wirowano do zaniku barwy. Przemyty materia³ zawieszano po-
nownie w 5 dm3 wody destylowanej i autoklawowano (121°C, 20 min). Zawiesinê
pozostawiano na noc, a nastêpnie odwirowywano i powtarzano p³ukanie wod¹ de-
stylowan¹. Przemyty materia³ zawieszano w 5 dm3 0,1 M borowodorku sodu i pozo-
stawiano na 3 godz., okresowo mieszaj¹c. Do zawiesiny dodawano NaOH (bez regu-
lacji pH), w celu uzyskania roztworu 1 M, a nastêpnie poddawano j¹ 3-godzinnemu
gotowaniu we wrz¹cej ³aŸni wodnej. Do odwirowanego ekstraktu, przy silnym mie-
szaniu, dodawano 2 objêtoœci metanolu i ca³oœæ pozostawiano na 3-4 godz. w tem-
peraturze pokojowej. Wytworzony precypitat zbierano przez wirowanie i przemy-
wano mieszanin¹ metanol:woda (3:1, v/v) do zaniku barwy. Przemyty osad rozpusz-
czano w 5 dm3 1 M NaOH, ca³oœæ odwirowywano i supernatant traktowano dwoma
objêtoœciami metanolu. Otrzymany bia³y precypitat przemywano dwukrotnie mie-
szanin¹ metanol:woda (3:1, v/v), a nastêpnie w celu neutralizacji zawieszano w mie-
szaninie metanol:0,1 M kwas octowy (3:1, v/v) i pozostawiano na kilka godzin okre-
sowo mieszaj¹c. Po tym czasie precypitat p³ukano mieszanin¹ metanol:woda (3:1,
v/v), a nastêpnie odwirowywano i p³ukano sam¹ wod¹ destylowan¹. W dalszej kolej-
noœci precypitat zawieszano w gor¹cej wodzie i gotowano go we wrz¹cej ³aŸni wod-
nej przez 20 min. Po tym czasie by³ on odwirowywany, a czynnoœæ gotowania i wiro-
wania by³a powtarzana dwukrotnie. Otrzymany osad glukanu przemywano dwukrot-
nie etanolem i eterem. Po odwirowaniu uzyskany preparat zamra¿ano i suszono
w liofilizatorze.

2.2.5. Metoda V wg Grüna (1)

Zliofilizowane i zmielone owocniki ¿ó³ciaka siarkowego zawieszano w roztwo-
rze zawieraj¹cym 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-merkaptoetanolu i ca³oœæ gotowano przez 15 min w celu
ekstrakcji zanieczyszczeñ cytozolowych. Zawiesinê odwirowywano i po przemyciu
wod¹ destylowan¹ ca³y proces powtarzano jeszcze raz. Otrzymany po odwirowaniu
materia³ zawieszano w lodowatym 2 mM NaBH4 i 2 M KOH i mieszano przy u¿yciu
mieszad³a magnetycznego (200 obr/min) przez 30 min w temp. 4°C. Do odwirowa-
nego supernatantu dodawano kwas octowy, doprowadzaj¹c pH do wartoœci 6,0.
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Ca³oœæ mieszano przez 24 godz. w temp. 4°C. Wytr¹cony precypitat odwirowywano
i zawieszano w 50 mM buforze McIlvaine’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 usuniêcia �-(1�3)-glukanów. Po ca³onocnym mieszaniu (200
obr/min) w temp. 37°C, nierozpuszczaln¹ w wodzie frakcjê zbierano przez wirownie
i przemywano j¹ dwukrotnie wod¹ destylowan¹. Nastêpnie proces ekstrakcji alka-
licznej i hydrolizy enzymatycznej powtarzano jeszcze raz. Na koniec materia³ po-
nownie ekstrahowano SDS i 2-merkaptoetanolem i przemywano 5 mM NaN3. Otrzy-
many �-glukan zamra¿ano i suszono w liofilizatorze.

2.3. Analizy strukturalne

Próbki glukanów poddawano analizie spektralnej w podczerwieni, wykorzystu-
j¹c spektrofotometr FT-IR (Model 1725X, Perkin-Elmer, Norwalk, CT, USA) w zakre-
sie d³ugoœci fali od 4000 do 400 cm-1. Próba w³aœciwa zawiera³a 3 mg liofilizowane-
go glukanu w 20 mm kr¹¿ku KBr. Odczytu dokonywano wobec kr¹¿ka KBr nie zawie-
raj¹cego polisacharydu.

Wodorowe (1H) widma NMR dla glukanów badano z u¿yciem spektrometru NMR
Avance (300 MHz) (Bruker BioSpin GmbH, Rheinstetten/Karlsruhe, Niemcy) w temp.
60°C. Odpowiednie wartoœci przesuniêæ chemicznych otrzymywano u¿ywaj¹c aceto-
nu (�H – 2,225 ppm) jako wzorca wewnêtrznego. Glukany u¿ywane do analizy za-
wieszano w 30% NaOD. Procentowy udzia³ wi¹zañ glukozydowych w poszczegól-
nych biopolimerach obliczano na podstawie wielkoœci pola powierzchni poszczegól-
nych sygna³ów zamieszczonych na wykresie NMR.

Rodzaj i iloœæ monosacharydów wchodz¹cych w sk³ad nierozpuszczalnych w wo-
dzie polisacharydów okreœlano po ich kwaœnej hydrolizie (2 M kwas trifluoroocto-
wy, 100°C, 4 godziny) i przekszta³ceniu uwolnionych cukrów w octany alditoli. Jako
czynnika redukuj¹cego u¿ywano borodeuterku sodu. Octany alditoli analizowano
przy u¿yciu chromatografu gazowego (Model HP-5890 seria II, Hewlett Packard,
Waldbronn, Niemcy) zaopatrzonego w kolumnê kapilarn¹ (HP-5; 0,25 mm × 30 m)
i po³¹czonego z detektorem masowym (HP-5971).

Pomiar skrêcalnoœci optycznej ([ ] )D
25� �-(1�3)-glukanów (rozpuszczonych w 1 M

NaOH) wykonano w polarymetrze firmy Perkin Elmer (Model 341 LC) przy d³ugoœci
œwiat³a 589 nm.

Pomiar lepkoœci �-(1�3)-glukanów (rozpuszczonych w 1 M NaOH) wykonano
przy u¿yciu wiskozymetru firmy Brookfield (Model DV 3).
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2.4. Badanie indukcji bakteryjnej i grzybowej mutanazy

Szczep Paenibacillus curdlanolyticus MP-1, pochodz¹cy z kolekcji Zak³adu Mikro-
biologii Przemys³owej UMCS w Lublinie, stanowi³ Ÿród³o bakteryjnej mutanzy (16).

Wysterylizowane pod³o¿e hodowlane wg Kanzawy (17) z dodatkiem 0,25%
�-(1�3)-glukanów wyizolowanych z owocników L. sulphureus ró¿nymi metodami
(I-V) rozlewano do kolb sto¿kowych (500 cm3) w iloœci 75 cm3, a nastêpnie pod³o¿e
szczepiono zawiesin¹ bakterii P. curdlanolyticus w iloœci 5% (v/v). Hodowle wg³êbne
prowadzono w temp. 30°C na wytrz¹sarce rotacyjnej przy 170 obr/min. Po czterech
dniach hodowle odwirowywano (12 000 obr/min, 15 min) i w p³ynach pohodowla-
nych oznaczano aktywnoœæ mutanazy.

Szczep Trichoderma harzianum CCM F-340, pochodz¹cy z Czeskiej Kolekcji Mikro-
organizmów (CCM, Brno), wykorzystano jako kulturê podstawow¹ dla syntezy grzy-
bowej mutanazy (18).

Wyja³owione pod³o¿e hodowlane A (100 cm3) wg Mandels i wsp. (19) zmodyfiko-
wane wg Wiater i wsp. (10) z dodatkiem 0,4% preparatów �-(1�3)-glukanów wyizo-
lowanych z owocników L. sulphureus piêcioma ró¿nymi metodami, szczepiono za-
wiesin¹ konidiów T. harzianum F-340 w iloœci 1 cm3. Hodowle prowadzono w kol-
bach sto¿kowych (500 cm3) w temp. 30°C na wytrz¹sarce rotacyjnej (220 obr/min)
w ci¹gu 3 dni. Nastêpnie hodowle odwirowywano (12 000 obr/min, 15 min)
i w p³ynach pohodowlanych oznaczano aktywnoœæ mutanazy.

2.5. Metody analityczne

Aktywnoœæ mutanaz oznaczano zmodyfikowan¹ metod¹ Hasegawa i wsp. (15) okreœ-
laj¹c iloœæ cukrów redukuj¹cych uwalnianych przez enzym z paciorkowcowego muta-
nu. Mieszanina reaguj¹ca zawiera³a 1 mg glukanu (79,8 mol% wi¹zañ �-(1�3); 20,2
mol% wi¹zañ �-(1�6)-glukozydowych) zawieszonego w 0,5 cm3 0,2 M buforu octano-
wego o pH 5,5 (mutanaza T. harzianum) lub 0,05 M buforu potasowo-fosforanowego
o pH 6,6 (mutanaza P. curdlanolyticus) oraz 0,5 cm3 odpowiednio rozcieñczonego enzy-
mu. Reakcjê enzymatyczn¹ prowadzono w temp. 45°C w czasie 60 min. Iloœæ po-
wsta³ych cukrów redukuj¹cych oznaczano metod¹ Somogyi-Nelsona (20,21). Za jed-
nostkê aktywnoœci mutanazy przyjêto iloœæ enzymu, która w czasie 1 min w warunkach
oznaczenia uwalnia³a cukry redukuj¹ce równowa¿ne 1 mikromolowi (�M) glukozy.

Zawartoœæ bia³ka w koñcowej frakcji (Kf) otrzymanej przy izolacji �-(1�3)-gluka-
nów oznaczano metod¹ Schacterle i Pollacka (22).

Stopieñ scukrzenia �-(1�3)-glukanów przy udziale mutanazy obliczano na pod-
stawie iloœci cukrów redukuj¹cych powsta³ych podczas 24-godzinnej hydrolizy
z u¿yciem egzomutanazy T. harzianum F-340 w stê¿eniu 0,1 U/cm3. Cukry redu-
kuj¹ce oznaczono kolorymetryczn¹ metod¹ Somogyi-Nelsona (20,21). Procentow¹
wartoœæ scukrzenia obliczano na podstawie wzoru:
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% scukrzenia = a · 0,9 · 100/C�-glukanu;

gdzie: a – stê¿enie cukrów redukuj¹cych w hydrolizacie (mg/cm3); 0,9 – wspó³-
czynnik wynikaj¹cy z poprawki na uwodnienie polisacharydu; 100 – przelicznik na
%; C�-glukanu – stê¿enie �-glukanu (mg/cm3).

3. Wyniki i dyskusja

Wysoka zawartoœæ �-(1�3)-glukanów w œcianie komórkowej ¿ó³ciaka siarkowe-
go (5), powszechne wystêpowanie tego grzyba w przyrodzie oraz uznanie go za sto-
sunkowo bezpiecznego dla cz³owieka (m³ode owocniki s¹ jadalne), sprawi³y, ¿e or-
ganizm ten sta³ siê obiektem naszego zainteresowania jako potencjalne Ÿród³o
efektywnego i alternatywnego w stosunku do mutanu induktora mutanaz. W litera-
turze, jak dot¹d, nie ma doniesieñ na ten temat i dlatego przeprowadzone w tym
kierunku badania maj¹ charakter pionierski.

Ze wzglêdu na du¿¹ ró¿norodnoœæ sk³adników chemicznych wchodz¹cych
w sk³ad owocnika L. sulphureus, pierwsza czêœæ doœwiadczeñ mia³a na celu dokona-
nie porównania poszczególnych metod stosowanych do izolacji �-(1�3)-glukanów
ze œcian komórkowych grzyba, oraz udowodnienie, ¿e koñcowa frakcja (Kf) otrzy-
mana za pomoc¹ u¿ytych metod separacji jest �-(1�3)-glukanem. Wyniki zebrane
z tych serii doœwiadczeñ przedstawiono w tabeli i na rysunkach 2-4.

T a b e l a

Charakterystyka �-(1�3)-glukanów œciany komórkowej Laetiporus sulphureus izolowanych ró¿nymi metodami

Cecha ró¿ni¹ca
Metoda izolacji

I II III IV V

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

rodzaj i iloœæ monocukrów w Kf (mol%)b Glc – 97,50
Man – 2,50
Ara – œlad

Glc – 95,97
Man – 3,19
Ara – 0,84

Glc – 97,17
Man – 2,83
Ara – œlad

Glc – 97,40
Man – 2,60
Ara – œlad

Glc – 97,94
Man – 2,06
Ara – œlad

iloœæ bia³ka w Kf (�g/mg) 4,33 4,81 2,40 0,00 0,00

obecnoœæ wi¹zañ

�-(1�3)-glukozydowych w Kf (cm-1)c

822,58
845,05

823,51
849,08

823,48
848,66

821,84
846,80

824,00
847,91

liczba wi¹zañ �-(1�3)-glukozydowych w Kf
(mol%)d

91,15 91,49 94,42 85,85 94,33

skrêcalnoœæ optyczna ([�]D+) 216 223 246 282 306

lepkoœæ (mPa�s) 2,53 2,12 3,55 2,85 1,98

stopieñ scukrzenia polimeru (%)e 68,6 51,7 67,8 67,2 66,0

a (Kf) – Koñcowa frakcja otrzymana podczas izolacji �-(1�3)-glukanów; b Kwaœna hydroliza i analiza chromatograficzna
(chromatografia gazowa – GC); c Oznaczana metod¹ FT-IR; d Oznaczana metod¹ 1H NMR; e – Oznaczany metod¹ enzy-
matyczn¹ (24-godzinna hydroliza z u¿yciem egzomutanazy T. harzianum w stê¿eniu 0,1 U/cm3).
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Ró¿nice pomiêdzy poszczególnymi metodami zaznaczaj¹ siê przede wszystkim
w ich pracoch³onnoœci, wieloetapowoœci oraz toksycznoœci odczynników stosowa-
nych do izolacji i oczyszczania �-(1�3)-glukanów. Metoda I opisana przez Mizuno
i wsp. (13) i II stosowana w pracy Wiater i wsp. (10) wymagaj¹ u¿ycia niewielu od-
czynników, z kolei metoda III opracowana przez Kiho i wsp. (14) i du¿o starsza IV
wg Hasegawa i wsp. (15) s¹ bardziej czasoch³onne i zwi¹zane ze stosowaniem wiêk-
szej liczby odczynników, czêsto toksycznych, jak np. bromowodorek sodu i eter.
W metodzie V, w celu ca³kowitego usuniêcia �-(1�3)-glukanów, badan¹ frakcjê
poddano dodatkowo dzia³aniu preparatu enzymatycznego Lyticase (Sigma-Aldrich).
Nie poprawi³o to jednak w zasadniczy sposób wydajnoœci �-(1�3)-glukanów izolo-
wanych zgodnie z metod¹ zaproponowan¹ przez Grüna (1). Cztery z piêciu testowa-
nych metod dawa³y du¿¹ i zarazem podobn¹ iloœæ (œrednio oko³o 56%) koñcowej
frakcji (Kf) �-(1�3)-glukanów (tab.). Jedynie w metodzie V, w której zastosowano
preparat Lyticase, otrzymano du¿o mniejsz¹ wydajnoœæ tego biopolimeru (32%). Na-
le¿y podkreœliæ, ¿e uzyskana przy u¿yciu ró¿nych metod izolacji wydajnoœæ
�-(1�3)-glukanów (32-56 g/100 g suchej masy grzyba) jest 145-255 razy wy¿sza od
tej, jak¹ uda³o siê dotychczas uzyskaæ dla paciorkowcowego mutanu (0,22 g/100 cm3

pod³o¿a) (23). Wyniki te daj¹ podstawê do dalszych badañ nad mo¿liwoœci¹ szersze-
go zastosowania grzybowych �-(1�3)-glukanów jako efektywnych induktorów dla
syntezy drobnoustrojowych mutanaz.

Koñcowe frakcje �-(1�3)-glukanów, otrzymane po wieloetapowych procesach
izolacji, poddano nastêpnie analizie strukturalnej i scharakteryzowano pod wzglê-
dem fizykochemicznym.

W pierwszym etapie za pomoc¹ chromatografii gazowej zbadano rodzaj i iloœæ
monosacharydów buduj¹cych te polimery. Na podstawie wyników przedstawionych
w tabeli i na rysunku 2 dowodzi siê, ¿e badane frakcje s¹ homoglukanami zbudowa-
nymi w oko³o 97% z cz¹steczek glukozy (Glc). Poza glukoz¹, w ³añcuchach polisacha-
rydów stwierdzono dodatkowo niewielkie lub œladowe iloœci arabinozy (Ara) i man-
nozy (Man). Podobny rezultat uzyska³ wczeœniej Grün (1). Wykona³ on analizê chro-
matograficzn¹, na podstawie której wykaza³, ¿e �-glukan z ¿ó³ciaka siarkowego
sk³ada siê w 96,2% z glukozy i zawiera niewielk¹ domieszkê mannozy (2,3%) i ksylo-
zy (1,5%).

Brak lub œladowa zawartoœæ bia³ka w Kf glukanów potwierdza, ¿e badane prepa-
raty s¹ zwi¹zkami jednorodnymi (tab.), co œwiadczy o poprawnoœci procesów izola-
cji. Ponadto, brak zanieczyszczeñ, które mog³yby hamowaæ aktywnoœæ mutanaz (ba-
danych w dalszej czêœci doœwiadczeñ) kwalifikuje wyizolowane �-(1�3)-glukany
jako potencjalne induktory tych enzymów.

W dalszej kolejnoœci homoglukany uzyskane ró¿nymi metodami poddano anali-
zie spektralnej wykonanej w podczerwieni (IR). Widma przedstawione na rysunku 3
posiadaj¹ dwa charakterystyczne maksima, przy d³ugoœci fal 845-849 cm-1 i 821-824
cm-1 (tab., rys. 3). Pierwsze z nich jest charakterystyczne dla wi¹zañ �-glukozydo-
wych, drugie zaœ sugeruje, ¿e testowane polimery posiadaj¹ wi¹zania glukozydowe
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Rys. 2. Analiza chromatograficzna monosacharydów zawartych w hydrolizatach �-(1�3)-glukanów
izolowanych ró¿nymi metodami ze œciany komórkowej L. sulphureus.
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Rys. 3. Widma IR �-(1�3)-glukanów izolowanych ró¿nymi metodami ze œciany komórkowej L. sulphureus.



typu �-(1�3). Podobny obraz widma uzyskali Jelsma i Kreger (5). Badana przez au-
torów, nierozpuszczalna w wodzie, a rozpuszczalna w alkaliach frakcja wyizolowa-
na ze œciany komórkowej Piptoporus betulinus, Schizophyllum commune i Laetiporus

sulphureus wykazywa³a dwa wyraŸne szczyty przy d³ugoœci fal 844 cm-1 i 823 cm-1.
Analizuj¹c glukany przy u¿yciu wodorowego magnetycznego rezonansu j¹drowe-

go (1H NMR), uzyskano we wszystkich przypadkach widma z pojedynczym singletem
o wartoœci 5,426-5,441 ppm (rys. 4). Œwiadczy to o obecnoœci w badanych biopolime-
rach cz¹steczek glukozy po³¹czonych wi¹zaniem �-(1�3)-glukozydowym oraz ich li-
niowym charakterze. Na podstawie wielkoœci pola powierzchni otrzymanego sygna³u
wyliczono iloœæ wi¹zañ �-(1�3)-glukozydowych (86-94 mol%) w cz¹steczkach analizo-
wanych glukanów (tab.). Na podstawie tych danych potwierdza siê fakt, ¿e badane
próbki s¹ homoglukanami, w których dominuje jeden typ wi¹zañ. Podobne wartoœci
przesuniêæ chemicznych (�) protonów anomerycznych otrzyma³ Grün (1) badaj¹c �-glu-
kany œciany komórkowej L. sulphureus, P. betulinus, S. commune, Schizosaccharomyces

pombe, Neurospora crassa, Pleurotus ostreatus, Lentinus edodes i Cryptococcus neoformans.

W przeprowadzonej serii doœwiadczeñ dokonano równie¿ oznaczeñ lepkoœci
i skrêcalnoœci optycznej ([� D

25 ]) wyizolowanych ró¿nymi sposobami �-(1�3)-gluka-
nów. Na podstawie uzyskanych wyników dowodzi siê, ¿e testowane glukany skrê-
caj¹ w prawo p³aszczyznê œwiat³a spolaryzowanego, a otrzymane wartoœci mieœci³y
siê w przedziale od +216° do +300°. Johnson (24), izoluj¹c �-(1�3)-glukan
z Aspergillus niger NRRL 326, okreœli³ jego skrêcalnoœæ optyczn¹ na poziomie +233°
(1M NaOH), natomiast Hasegawa i wsp. (15) dla glukanu z tego samego gatunku
grzyba otrzymali skrêcalnoœæ o wartoœci +257°. Z kolei pseudonigeran wyizolowany
przez Horisbergera i wsp. (25), posiada³ skrêcalnoœæ optyczn¹ równ¹ +248,5°. Jedy-
nie �-(1�3)-glukan z owocników Amanita muscaria charakteryzowa³ siê du¿o ni¿sz¹
wartoœci¹ skrêcalnoœci +160° (0,4 M NaOH) (14).

Lepkoœæ wyizolowanych �-glukanów waha³a siê w granicach 2-3,6 mPa·s i dla
przyk³adu by³a 1,3-2,4 razy mniejsza od wartoœci (4,8 mPa·s) uzyskanej dla natywne-
go mutanu (�-(1�3)-, �-(1�6)-glukanu) zsyntetyzowanego przez próchnicotwórczy
szczep Streptococcus sobrinus/downei CCUG 21020. Wi¹¿e siê to z zawartoœci¹ w nim
znacznej iloœci wi¹zañ �-(1�6)-glukozydowych (40,9%), które s¹ odpowiedzialne za
zwiêkszon¹ lepkoœæ tego biopolimeru (wyniki nie publikowane).

Przeprowadzono tak¿e hydrolizê enzymatyczn¹ testowanych biopolimerów
w celu okreœlenia ich podatnoœci na dzia³anie �-(1�3)-glukanazy. W wyniku 24-go-
dzinnej hydrolizy przy u¿yciu grzybowej egzomutanazy otrzymano œredni¹ wartoœæ
scukrzenia badanych �-(1�3)-glukanów na poziomie 64% (tab.). Na podstawie tych
rezultatów sugeruje siê po pierwsze, ¿e nie wszystkie wi¹zania �-(1�3)-glukozydo-
we tych biopolimerów s¹ podczas hydrolizy dostêpne dla enzymu, tym bardziej ¿e
cz¹steczki �-(1�3)-glukanu mog¹ wystêpowaæ w formie mono- lub (mniej podatnej
na hydrolizê) dimerycznej. Po drugie, cz¹steczki glukozy w nierozpuszczalnym
w wodzie �-glukanie z ¿ó³ciaka siarkowego mog¹ byæ w niewielkim procencie po-
³¹czone tak¿e wi¹zaniem (1�4)-glukozydowym (1).
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Rys. 4. Widma 1H NMR �-(1�3)-glukanów izolowanych ró¿nymi metodami ze œciany komórkowej
L. sulphureus.



Podsumowuj¹c dotychczasowe wyniki mo¿na jednoznacznie stwierdziæ, ¿e frak-
cje koñcowe glukanów wyekstrahowane z owocników L. sulphureus ró¿nymi meto-
dami s¹ �-(1�3)-glukanami.

W dalszej kolejnoœci zbadano wp³yw wyizolowanych �-(1�3)-glukanów na ak-
tywnoœæ mutanazy T. harzianum i P. curdlanolyticus wytwarzanej w hodowlach wy-
trz¹sanych, w których polimery te stanowi³y induktor dla syntezy tych enzymów.
Najwy¿sz¹ aktywnoœæ katalityczn¹ grzybowej mutanazy (0,6 U/cm3), otrzymano po
zastosowaniu jako induktora �-(1�3)-glukanu wyizolowanego z owocników ¿ó³cia-
ka siarkowego metod¹ I (13) (rys. 5 A). Uzyskana aktywnoœæ mutanolityczna T. harzianum

by³a 1,5-razy wy¿sza od tej, jak¹ otrzymano wykorzystuj¹c mutan w charakterze sty-
mulatora enzymu (10).

W literaturze niewiele jest danych na temat zastosowania do indukcji grzybowej
mutanazy biomasy, pochodz¹cej z ró¿nych gatunków grzybów strzêpkowych i pod-
stawczaków. Reese i wsp. (26) wykazali zwiêkszon¹ produkcjê enzymu indukowane-
go �-(1�3)-glukanami zawartymi w grzybni grzybów z rodzajów Trichoderma, Dactylium,

Sepedonium i Verticillum. Badacze ci stymulowali u ponad dwustu mikroorganizmów
syntezê zewn¹trzkomórkowych �-(1�3)-glukanaz za pomoc¹ owocników P. betulinus.
Z kolei Ait-Lahsen i wsp. (27) u¿yli grzybniê A. niger jako induktora mutanazy
u T. harzianum, zaœ Sanz i wsp. (28) przeprowadzili aktywacjê syntezy mutanazy
T. asperellum grzybni¹ Botrytis cinerea. Nale¿y jednak zaznaczyæ, ¿e porównywanie
aktywnoœci mutanaz pochodz¹cych nawet z tego samego Ÿród³a, mo¿e byæ obarczo-
ne du¿ym ryzykiem b³êdu. Zwi¹zane jest to g³ównie z wykorzystaniem do oznacze-
nia aktywnoœci enzymu i jego indukcji ró¿nych substratów.

Najwy¿sz¹ aktywnoœæ bakteryjnej mutanazy (0,727 U/cm3) odnotowano po
4-dniowej hodowli wytrz¹sanej szczepu P. curdlanolyticus MP-1 na �-(1�3)-glukanie
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Rys. 5. Aktywnoœæ mutanaz T. harzianum (A) i P. curdlanolyticus (B) w pod³o¿ach hodowlanych z do-
datkiem �-(1�3)-glukanów wyizolowanych ró¿nymi metodami (I-V) ze zliofilizowanych owocników
L. sulphureus.



wyizolowanym z owocników L. sulphureus metod¹ IV (15) (rys. 5 B). Dotychczas naj-
lepsze wyniki indukcji syntezy mutanazy u P. curdlanolyticus osi¹gnêli Pleszczyñska
i wsp. (16), którzy po drugim dniu hodowli bakterii na paciorkowcowym mutanie
otrzymali aktywnoœæ enzymu na poziomie 0,37 U/cm3. Nale¿y wyraŸnie podkreœliæ,
¿e w naszych doœwiadczeniach aktywnoœæ mutanolityczna tej bakterii uzyskana
w hodowli na �-(1�3)-glukanie wyizolowanym z L. sulphureus by³a prawie 2-krotnie
wiêksza. Z danych literaturowych wynika, ¿e wysokie aktywnoœci katalityczne bak-
teryjnych mutanaz osi¹ga³y równie¿ Bacillus circulans WL-12 (0,31 U/cm3; 1,9 U/mg
bia³ka) po hodowli na po¿ywce mineralnej z dodatkiem 0,25% oczyszczonego
�-(1�3)-glukanu z A. niger (29) oraz Streptomyces chartreusis w hodowli na mutanie
(0,03 U/cm3; 0,15 U/mg bia³ka) (30).

Na podstawie analizy danych zamieszczonych na rysunku 5 wynika, ¿e cztery
spoœród piêciu wyizolowanych �-(1�3)-glukanów zwiêksza³y od 6,5 do 50% aktyw-
noœæ mutanazy T. harzianum oraz od 37 do 96% mutanazy P. curdlanolyticus, w sto-
sunku do tej, jak¹ osi¹gnê³y te organizmy w hodowli na pod³o¿u z paciorkowcowym
mutanem (10,16).

Warto równie¿ zaznaczyæ, ¿e na glukanie wyizolowanym z owocników ¿ó³ciaka
siarkowego metod¹ V (1), P. curdlanolyticus nie wytwarza³ mutanazy, zaœ aktywnoœæ
enzymu produkowanego przez T. harzianum by³a od 2 do 3 razy ni¿sza w porówna-
niu do tej, jak¹ osi¹gnê³a mutanaza na glukanach izolowanych pozosta³ymi metoda-
mi. Z tych te¿ wzglêdów metodê Grüna uznano jako ma³o przydatn¹ dla izolacji
�-(1�3)-glukanów – efektywnych w zakresie indukcji syntezy drobnoustrojowych
mutanaz.

4. Podsumowanie

Na podstawie przeprowadzonych badañ wykazano mo¿liwoœæ wykorzystania
�-(1�3)-glukanów zawartych w owocnikach ¿ó³ciaka siarkowego jako alternatyw-
nego i zarazem du¿o bardziej efektywnego w stosunku do mutanu, Ÿród³a indukto-
rów dla bakteryjnych i grzybowych mutanaz. £atwoœæ, z jak¹ pozyskuje siê owocniki
tego grzyba w naturze oraz mo¿liwoœæ hodowli na wiêksz¹ skalê w warunkach labo-
ratoryjnych, otwiera now¹ drogê do opracowania stosunkowo taniej, wydajnej
i bezpiecznej technologii produkcji mutanaz na skalê przemys³ow¹. Jej wdro¿enie
do praktyki przyczyni siê niew¹tpliwie do szerszego wykorzystania tych enzymów
w profilaktyce stomatologicznej do usuwania próchnicotwórczych biofilmów two-
rzonych na zêbach i aparatach protetycznych.

Praca finansowana ze œrodków na naukê w latach 2008-2011 jako projekt rozwojowy
nr 325/R/P01/2007/IT1.
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