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ABSTRAKT

Chitosan-glukanovy komplex je kopolymerem hub nachazejici uplatnéni ve farmaceu-
tickém a kosmetickém primyslu. Pro jeho izolaci je tradi€né vyuzivano mycelium rodu
Aspergillus a Penicillium, tedy mikromycet, jejichz biotechnologicka produkce je v nékterych
pfipadech nezadouci. Hlavni mysSlenkou této prace je ovéfit moznost vyuziti biomasy
bazidiomycety Sch. commune, ktera by se po submerzni kultivaci stala zdrojem pro primys-
lovou izolaci chitosan-glukanového komplexu.

Tato prace se zabyva vlivem kultivaénich podminek (typ a koncentrace zdroje uhliku
v zivné pldé, pomér zdroje uhliku ke zdroji dusiku, pocate¢ni pH zivné pudy a intenzita
aerace) na rast biomasy, obsah chitosan-glukanového komplexu a produkci
exopolysacharidu Schizophyllanu (SCH) u Sch. commune #127. Vysledkem je doporuceni
postupu vedoucich ke zvySeni obsahu chitosan-glukanového komplexu a potlageni produkce
exopolysacharidu.

Prace se nasledné zabyva izolaci chitosan-glukanového komplexu z biomasy Sch.
commune #127 za pomoci alkalické a kyselé extrakce. Je sledovan vliv koncentrace
hydroxidu a techniky jeho pfidani a typ kyseliny na fyzikalni a chemické vlastnosti chitosan-
glukanového komplexu. Jsou navrzeny analytické metody slouzici k mezioperaéni kontrole a
charakterizaci finalniho produktu.

ABSTRACT

Chitosan-glucan complex is fungal origin copolymer that finds application in medicine and
cosmetics. Traditionally mycelium of Aspergillus and Penicillium is considered as industrial
chitosan-glucan complex source, though utilization of Micromycetes in biotechnological
productions is sometimes undesirable. The aim of the work was to study the possibility
of Basidiomycete Schizophyllum commune submerged -cultivation for industrial scale
chitosan-glucan complex production use.

Within the work there was studied effect of cultivation conditions (type and concentration
of carbon sources in nutrient medium, ratio of carbon source to nitrogen source, medium
initial pH and aeration intensity) on Sch. commune #127 mycelium growth, chitosan-glucan
complex formation and exopolysaccharide synthesis. As the result, the method for chitosan-
glucan complex production increase and exopolysaccharide synthesis suppression was
suggested.

Chitosan-glucan complex from Sch. commune #127 submerged mycelium was separated
by successive alkali and acid treatments. Effects of alkali concentration and application
technique, and type of acid on physical and chemical properties of chitin-glucan complex
were described. Analytical methods for in process control and final product characteristics
were suggested.

KLICOVA SLOVA

Schizophyllum commune, basidiomycety, chitosan-glukanovy komplex, submerzni
kultivace, deacetylace chitinu

KEY WORDS

Schizophyllum commune, Basidiomycetes, chitosan-glucan complex, submerged
cultivation, chitin deacetylation
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1. UVoD

Vyuziti 1é€ivych vlastnosti hub ma velmi dlouhou tradici zejména v Indii a asijskych
zemich. Prvni pisemné zaznamy o jejich |é¢ebnych vilastnostech se datuji do obdobi kolem
roku 3000 pied n. I. Dlouhou dobu jsou formou tradi€ni pfirodni mediciny vyuzivany zejména
v Japonsku, Koreji, Cing, Rusku a na Uzemi dnesnich USA a Kanady [1, 2].

Mnohé poznatky o pozitivnich vlastnostech hub byly védecky potvrzeny az ve 20. Stoleti.
| pfes to, Ze houby obsahuji celou fadu biologicky aktivnich latek, pouze glukany upoutaly
vétsi pozornost. Védecky zajem o tyto biopolymery vznikl na zacatku 20. stoleti, kdy byla
poprvé popsana schopnost kvasinek inaktivovat sérovy komplement, toto vedlo k vyzkumu
nerozpustnych ¢asti bunécnych stén kvasinek, nazvanych zymosan [3, 4]. Pozdéji bylo
zjisténo, ze jeho intravendzni aplikace muze aktivovat imunitni systém a stimulovat tak
imunitni odpovéd [5]. U téchto &astic, ackoli byly slozeny z glukan(l, mannan(, chitinu,
proteinu i lipidd, byl za hlavni biologicky aktivni slozku oznacen pravé S-glukan [6].

DalSim vyzkumem byly objeveny i jiné biologické uc€inky polysacharidi hub: imunomodu-
lacni, imunostimulacéni, protinadorové, protizanétlivé, antimikrobialni, antiviroveé, antioxidaéni,
radioprotekéni, hepatoprotektivni a také pozitivni vliv na snizeni hladiny cholesterolu a
glykemii [7-11].

Mimo vySe uvedenych vlastnosti z medicinalniho hlediska jsou g-glukany, diky své
celé fady kosmetickych pripravkl a jsou aktivni slozkou lokalné aplikovanych léCiv urychluji-
cich proces hojeni ran [12, 13].

Jejich vyuziti neni obecné omezeno pouze na farmaceutické a kosmetické prostfedky, ale
B-glukany jako napf. kurdlan jsou vyuZivany v potravinarstvi jako gelotvorné Ccinidlo,
zahusStovadlo a stabilizator, zlepSuje vaznost vody a viskoelasticitu, pouZitelny je také
k maskovani riznych pachl, ma schopnost tvofit nerozpustné a biodegradovatelné filmy
s dobrymi bariérovymi vlastnostmi [14]. Jejich vyznam je také nap¥. v technologii vyroby piva,
zejména kvuli jejich 0,2 — 1 % obsahu ve sladafském je€meni, kdy béhem vyrobniho procesu
dochazi k jejich enzymatické hydrolyze za vzniku B-glukanovych dextrind, pokud nejsou
dostatec¢né degradovany, mohou zpUsobovat problémy pfi sedimentaci kvasinek, komplikuji
filtraci, tvofi zakaly a srazeniny a ovliviiuji pénéni [15].

Stejné tak jako B-glukany, je i chitosan vyhledavanym biopolymerem, pro vysoky obsah
nukleofilnich skupin je vyuzivan napf. pro sorpci tézkych kovu z odpadnich vod, nebo diky
sveé interakci s negativné nabitymi slozkami jako jsou kiiZe anebo vlasy je soucasti Sampon
a zubnich past [16, 17]. Protoze je biodegradabilni, biokompatibilni a pIné rozpustny
v kyselém prostfedi, je jeho vyuziti i ve tkafiovém inzenyrstvi a fizené distribuci l1éCiv [18-20].
Chitosan ma diky své polykationické struktufe silnou antibakterialni a antifungalni aktivitu,
efekt je nejsilngj$i na gram-pozitivni bakterie, ale mGze inhibovat i nékteré gram-negativni
bakterie, interaguje se soucasti bunénych stén a ovliviuje tak permeabilitu [21, 22]. Také
diky polykationické struktufe je vynikajicim hemostatickym Cinidlem [23].

K izolaci chitosan-glukanového komplexu, se v prumyslovém meéfitku vyuziva nejCastéji
roda Aspergillus a Penicillium, jako odpadni biomasy po izolaci primyslové nebo farma-
ceuticky vyznamnych latek. Jejich kultivace pouze za uCelem zisku biomasy byva ve
farmaceuticky zamérené firmé problematicka uz jen z dlvodu sporulace a kontaminace
vyrobnich prostor. Cilem této prace je ovéfit pouziti submerzné kultivované basidiomycety
Schizophyllum commune jako mozného zdroje biomasy kizolaci chitosan-glukanového
komplexu obsazeného v jeji bunécné sténé.



2. TEORETICKA CAST

2.1.Charakterizace, rozmnozovani a déleni hub

Houby (Fungi, dfive Mycophyta) predstavuji velkou skupinu Zzivych organism( dfive
fazenou k rostlinam, ale nyni taxonomicky vyc¢lenénou jako samostatnou fisSi. Jeji zastupce
lze nalézt po celé Zemi. Vyskytuji se mezi nimi vyznamni saprofyté, parazité, ale take
primyslové a potravinarsky vyznamné druhy. Mnoho z nich patfi mezi symbionty cévnatych
rostlin nebo fas [24].

Jako houby byly plvodné oznalovany pouze zastupci se zfetelnymi plodnicemi, velké
dost na to, aby byly vidény pouhym okem a mohly tak byt sbirany ru¢né [25]. Tyto houby
predstavuji skupinu 14 — 22 tisic znamych druhl shrnutych v ,Dictionary of the Fungi® [26].
Odhaduje se, ze celkovy pocet druhli mize byt az 140 tisic, coz by znamenalo, ze az 85 %
z nich nebylo doposud popsano [27]. V dnedni dobé slouzi, mimo vyzivy, pfedevSim jako
cenny zdroj biologicky aktivnich latek [28]. Dosud bylo identifikovano a popsano
pfinejmensim 270 druhd hub s prokazanymi Ié€ebnymi Ucinky, jen asi 25 z nich vSak nalezlo
komeréniho vyuziti [29-31]. Bioaktivni latky produkované raznymi druhy hub zahrnuji
slou€eniny se Sirokymi biologickymi ucinky, pficemz tyto latky mohou byt extrahovany
z plodnic, mycelia i zivné pady. Tyto slou€eniny jsou odvozeny od terpenoidd, steroidd,
fenold, nukleotidd a jejich derivatl, patfi k nim také glykoproteiny a polysacharidy [1, 32].

Houby mohou byt charakterizovany jako jednobuné&né a mnohobunécné heterotrofni
organismy, bez chlorofylu, vyzivujici se saprofyticky nebo paraziticky. Ve svych bunkach
postradaji plastidy, a pokud maji barviva, nejsou to fotosyntetické pigmenty. Nékteré houby
Ziji v symbiéze s autotrofnimi rostlinami (liSejniky) nebo na kofenech vySSich rostlin
(mykorhiza). Stélka hub je u nejjednodussich zastupcu naha a améboidni, u ostatnich skupin
jsou buriky chranény buné&nou sténou. Mikroskopicka buné&&na vlakna, hyfy, tvofi stélku
rizné konzistence. Splet hyf vytvafi podhoubi — mycelium, které mize po urcité dobé splétat
rizomofni provazce. Na nich je patrna napft. silna ,kara“ odolna proti nepfiznivym vlivim. Hyfy
saprofytickych hub ziskavaji ziviny extracelularnim rozkladem odumfelych rostlinnych
a zivocCisnych tkani, dostavaji se do tésného styku s Zivnym substratem a k sorpci Zivin
slouzi bunééné stény. Mycelium parazitickych hub roste na povrchu nebo uvniti hostitele
a zde Zije v mezibunécnych prostorach anebo pronika do nitra bunék. Intercelularni hyfy
ziskavaji vyzivu pomoci haustorii, vytvarenych uvnitf bunék hostitele. Houbové hyfy sekretuji
do prostiedi latky, mimo jiné i enzymy, kterymi rozkladaji slozky potravy, které jsou nasledné
pohlceny burikami [33].

Rozmnozovani hub je pohlavni a nepohlavni. Nepohlavni rozmnoZovani je velmi ¢asté a
u nékterych druhl prevliada, béhem vegetaéniho obdobi se muze i nékolikrat opakovat.
Pfi nepohlavnim rozmnozovani se tvofi specializované rozmnoZovaci buriky anebo Casti
mycelia. RozliSuje se nékolik zpusobU: a) fragmentace mycelia b) déleni somatickych bunék
stélky na dcefiné c) puceni somatickych bunék nebo spor a d) tvorba spor — &etné houby
v prub&hu vegetacni sezény tvofi jen jeden typ spor, u mnohych je znamo az Ctyfi i pét typu
spor. Spory vznikaji bud endogenné ve sporangiich (sporangiofory) nebo exogenné
na hyfach, pfipadné na specialnich utvarech — konidioforech. U nizSich hub, pfedevsim téch
zijicich na silné vlhkych az mokrych substratech, jsou spory obvykle pohyblivé a nazyvaji se
zoospory, u suchozemskych hub jsou spory opatfeny bunéCnou sténou a jsou nepohyblive,
nazyvaji se aplanospory. Pfi pohlavnim rozmnozovani hub kopuluji gamety (isogamie,
anisogamie, oogamie) anebo celd gametangia (gametangiogamie). Pro pohlavni
rozmnozovani je charakteristické splyvani dvou pohlavné rlznych jader a nasledujici
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meidza. Pfi tomto procesu nastava nejdfive spojeni dvou protoplastl a pfiblizeni jader uvnitf
burnky (plasmogamie). Urcitym typem pohlavniho procesu je splyvani protoplasti dvou bunék
mycelia, které jsou tvarové rozliSeny (somatogamie), tento zplsob se vyskytuje u nejvysSe
organizovanych hub. Splyvani jader (karyogamie) nasleduje zejména u niz8ich hub témér
bezprostfedné po plasmogamii. U vySSich hub jsou tyto procesy prostorové i Casové
oddalené. Po plasmogamii se k sobé pfiblizi haploidni jadra, ktera se samostatné déli a
premistuji se do dcefinych bunék, tak dochazi k obdobi dikaryofaze. Teprve pozdéji dochazi
ke karyogamii a k mei6ze, kdy se poCet chromosomu redukuje opét na polovinu. Pokud
k pohlavnimu rozmnozovani staci jedna stélka, jsou tyto druhy nazyvany monotalickymi
(oboupohlavnimi) a mycelium, které vyroste z jedné spory pak obsahuje jadra obou pohlavi.
Jestlize je k rozmnozZovani potfeba dvou kompatibilnich typu stélek, pak jsou tyto druhy
nazyvany heterotalickymi (jednopohlavnimi), mycelium které vyroste zjedné spory poté
obsahuje jen jadra jednoho pohlavi. Na stejném jedinci se mohou vyskytovat pohlavni
organy samd¢i i samici, pokud jsou diferencovany, ale mezi nimi je inkompabilita [34-36].

Schématické znazornéni vzniku dikaryotického mycelia Schizophyllum commune je
na obrazku 1:
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Obrazek 1 Zivotni cyklus Schizophyllum commune. Po pfibliZzeni dvou haploidnich homokaryotickych
hyf dochazi v pfipadé kompatibility k jejich splynuti a stéhovani jader (1). Dusledkem migrace jader je
vznik multijaderné hyfy vyskytujici se v z6né interakce (2). Dochazi k parovani jader a tvorbé pfezek
(3). Po oddéleni jader (4) je prehrazena jak pfezka, tak hyfa (5). Pokracuje rust prezky smérem
k nasledujici pfehradce a jejich spojeni (6). Jadro s prezky pFechazi do prepazky za vzniku
dikaryotického mycelia [37].

Schizophyllum commune

Celed klanolistkovité (Schizophyllaceae) obsahuje jen jeden rod; Schizophyllum, ktery je
zcela bézny a celosvétové rozSifeny. Jedna se o dfevokaznou houbu s nezaménitelnym
vzhledem. Je identifikovatelna pfedevSim diky zvlastni struktufe podobné zabram (lupinky),
ktera b&éhem nepfiznivych klimatickych podminek pokryva rousko-palisadovité uspofadanou
vrstvu basidii. Tato silna struktura se podélné rozstépuje s obéma okraji silné zvrasnénymi
[38], obrazek 2:
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Obrazek 2 Schizophyllum commune [39]

Pro taxonomické zafazeni hub existuje cela fada doporu€eni a take jejich déleni se od tfid
dolu stale jeSté méni a dochazi nejen k pfefazovani z jednoho rodu do druhého, ale i z jedné
fylogenetické vétve do jiné. Dfive se houby do taxon( Fadily hlavné diky popisu plodnic,
pozdéji i spor a mycelia. S rozvojem modernich molekularné-genetickych metod se dnes
vyuziva pfedevsim porovnavani DNA [40].

Taxonomické zafazeni Schizophyllum commune podle ,Dictionary of the fungi® [41]:

Rise: Fungi (houby)

Kmen: Basidiomycota (stopkovytrusné)

TFida: Agaricomycetes (stopkovytrusé)

Podtfida: Agaricomycetidae (rouskaté)

Rad: Agaricales (ped&arkovité)

Celed: Schizophyllaceae (klanolistkovité)

Druh: Schizophyllum commune Fr. (Klanolistka obecna)

2.2.Slozeni bunééné stény hub

Strukturalni analyza bunécnych stén hub odhalila komplexni vidknitou sit. Bunétné stény
jsou tvoreny rznymi polysacharidy, jejich sloZeni je rizné u zastupcu nizSich a vyssich hub.
Hlavni slozkou jsou nejCastéji chitin a hemiceluldzy, obsazeny mohou byt i dalSi slozky jako
jsou proteiny a glykoproteiny, jejich pfehled je v tabulce 1. Semikrystalicka a mikrofibrilarni
struktura téchto polysacharidickych slozek je organizovana do matrice ve stfedu bunécné
stény a je ukotvena takzvanou amorfni matrix, ktera tvofi vrstvenou strukturu. Propojeni
téchto dvou hlavnich sloZzek bunécné stény hub ji poskytuje pruznost a pevnost. Toto
znamena, ze bunécna sténa hub neni jen rigidni strukturou, pravé naopak, struktura je
dynamicka a umozriuje zna¢né kvantitativni i kvalitativni zmény jak mezi rGznymi druhy, také
mezi raznymi morfologickymi formami stejného druhu, napf. vlivem stresu nebo bé&hem
vyvoje. Hyfy vySSich hub rostou ve zkfizenych utvarech a jednotlivé buriky jsou oddéleny
septy, ktera mohou byt u nékterych zastupcu perforovana a umozriuji tak komunikaci
cytoplazmy, i protoplasmy, mezi jednotlivymi Useky [42].
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Tabulka 1 Hlavni polymery nachazejici se v bunéénych sténach rliznych hub [42]

Fibrilarni polymery Matricové polymery Perforovana septa
Oomycety B-(1,3), B-(1,6)-glukan, celulosa Glukan Nepfitomna
Chytridiomycety  Chitin; glukan Glukan Nepfitomna

Polyglukuronova kyselina;

Zygomycet Chitin; chitosan .
ygomycety " ! glukuronomannoproteiny

Nepfitomna

. a-(1,3)-glukan; ..
hitin; B-(1 -(1,6)-gluk
Askomycety Chitin; 8-(1,3), 8-(1,6)-glukan galaktomannoproteiny Pfitomna

a-(1,3)-glukan;

Basidiomycety Chitin; B-(1,3), B-(1,6)-glukan xylomannoproteiny

Pritomna

a-(1,3)-glukan;

D Chitin; B8-(1,3), B-(1,6)-gluk .
euteromycety tin; 8-(1,3), B-(1,6)-glukan galaktomannoproteiny

Pritomna

Mycelium hub jako napf. glomeromycet, zygomycet a chytridiomycet je fidce, pokud
vubec, prfepazkované [43]. Na rozdil od toho hyfy hub jako napf. askomycet a basidiomycet
jsou pravidelné pfehradkovana septy, ktera obsahuji péry (50 — 500 nm), tyto dovoluji
proudéni nejen cytoplasmy, ale i organel (napf. mitochondrii) [44]. Komunikace cytoplasmy
pres tyto velké pory (dolipory) odliSuje vyznamné vysSSi houby od rostlin a Zzivocicha.
Plasmodesmata zivo€iSnych bunék obsahuji péry priméru 1,5 — 3 nm, které dovoli proudéni
maximalné iontdm a malym organickym molekulam [45]. U rouskatych hub, mezi které patfi
Schizophyllum commune, maji dolipéry soudkovity tvar. Bylo zjisténo, Zze sténa sept neobsa-
huje, na rozdil od bunécné stény, a-(1,3)-glukany, ale pouze chitin a 8-(1,3)/8-(1,6)-glukan
[46, 47]. Dolipdéra basidiomycet, v pfipadé Schizophyllum commune, je kryta membranou
s primérem 450 — 600 nm zobrazenou v mikrofotografi (Obrazek 3), ta obsahuje nékolik
perforaci s primérem kolem 100 nm. Tyto menSi otvory zamezuji jednak stéhovani jadra a
jinych organel pres septa mezi pfepazkami, ale mohou byt podle potfeby uzavieny napf.
v odpovédi na poskozeni hyf, aby se zabranilo ztratdm cytoplasmy [46, 48].

Obrazek 3 Mikrofotografie dolipéry Schizophyllum commune kryté perforovanou membranou [46]
2.3.Prehled vyzivovych pozadavka hub

Jako kazdy jiny organismus, potiebuji také houby ke svému optimalnimu rdstu a vyvoji
pFisun Zivin a esencialnich prvkd, jak je pfehledné uvedeno v tabulce 2. Tyto prvky hraji
dllezitou ulohu v energetickém metabolismu, pfevodu a uchovani energie, regulaci
enzymové aktivity, transmembranovych procesech, biosyntéze dulezitych intermediatl a
produktll metabolismu a jsou také nedilnou soucasti bunééné stény. Jejich nedostatek se

11




mnohdy projevi jako limitujici faktor rlstu. Vliv zakladnich slozek na rGst a produkci
metabolitd bude diskutovan dale [42].

Tabulka 2 Prehled esencidlnich prvka potfebnych pro spravnou funkci bunék hub [42]

Prvek Zdroj Funkce v bunce hub

Uhlik Sacharidy Strukturalni prvek bunék, zdroj energie.

Vodk  proony zisein e el B 5.0 legtt pro metabolsms,

Dusik Amonné soli, moCovina,  Strukturalni a funkéni slozka pfitomna jako aminodusik
aminokyseliny protein a enzym.

Draslik Draselné soli lontova rovnovaha, enzymova aktivita.

Hofcik Hofec€naté soli Enzymova aktivita, struktura bunék a organel.

Sira Sirany, metionin Sirné aminokyseliny a vitaminy.

Vapnik Vapenaté soli Sekundarni posel prevedeni signall.

Méd Médnaté soli Redoxni pigmenty.

Zelezo Zelezité soli Hemové proteiny, cytochromy.

Mangan Manganaté soli Enzymova aktivita.

Zinek Zinecnaté soli Enzymova aktivita.

Nikl Nikelnaté soli Ureazova aktivita.

Molybden Molybdenany Metabolismus dusikatych latek, vitamin By.

Cela rfada kvasinek a vlaknitych hub je schopna utilizovat rlizné sacharidické substraty
[49], jak je uvedeno v tabulce 3:

Tabulka 3 Rozdilnost sacharidickych zdroju uhliku potfebnych pro rlst kvasinek a vlaknitych hub [49]

Zdroj uhliku Priklad Komentar
Glukosa je metabolizovana vétsinou kvasinek a
vlaknitych hub. Pokud kvasinka neutilizuje glukosu,
D-glukosa, D-galaktosa, . e . .
Hexosy Casto neutilizuje ani jiné sacharidy. Pokud utilizuje
D-fruktosa, D-mannosa . R
glukosu, Casto utilizuje i fruktosu a mannosu, ne
nevyhnutelné galaktosu.
L-arabinosa, D-xylosa, o . .
Pentosy 4 Mnoho hub utilizuje pentosy lépe nez glukosu.
L-rhamnosa
Maltosa, sacharosa, Pokud kvasinka utilizuje maltosu, €asto neutilizuje
Disacharidy laktosa, trehalosa, laktosu a naopak. Mnoho kvasinek utilizuje disacharidy,
celobiosa nékteré vlaknité houby neutilizuji sacharosu.
Trisacharidy Rafinosa, maltotriosa Rafinosu Easte€né utilizuje S. cerevisiae.

Oligosacharidy

Maltodextriny

Metabolizovany amylolytickymi kvasinkami.

Polysacharidy

Skrob, inulin, celulosa,
hemicelulosa, chitin,
pektiny

Polysacharidy fermentujici kvasinky jsou ojedinélé,
nékteré druhy utilizuji rozpustny Skrob. Mnoho vlaknitych
hub muze polysachidy utilizovat diky produkci
extracelularnich enzymd.
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2.4.Submerzni kultivace hub

Klasické solid state kultivace byly vyvyjeny ve vychodnich zemich béhem mnoha staleti a
Siroké aplikace a zajmu se t€Si dodnes. Naopak v zapadnich zemich tato technika musela
soutézit se submerzni kultivaci, kvuli rostoucimu tlaku racionalizace a normalizace procest,
ji submezni kultivace po roce 1940 nahradila. V dnesni dobé je solid state kultivace vyhodna
zejména pro produkci potravin, protoze ma nizsi naklady [50]. Solid state kutivace pfinasi
fadu stavebné-technologickych problému kvuli pofadavkim na udrzeni teploty, pH, pO.,
vihkosti substratu. Existuji vdak i nezanedbatelné vyhody, které mohou zvyhodnit solid state
kultivace narozdil od submezni kultivace: VySSi produktivita fermentace, vysSi kone€na
koncentrace produkti a vysSi stabilita, niz§i katabolicka represe, kultivace specializované
pro vyrobu produktd z vodonerozpustnych substratl a v neposledni fadé niz$i pozadavek
na sterilitu diky nizké vodni aktivité pouziti v solid state kultivacich [51]. P¥i kultivacich vlakni-
tych hub je primyslové vice vyuzivano submerzni kultivace, protoze u produktd vylu€o-
vanych do prostfedi je vyhodnéjSi a je dosahovano vysSich vytézkl, s vyhodou je mozna
regulace hodnoty pH béhem kultivace, dalSi vyhodou je moznost jejiho vyuZiti k simultalni
produkci biologicky aktivnich latek [49].

2.4.1. Vzdusnéni a michani

Mnozstvi kysliku ovliviiuje bunéény rast, morfologii, pfijem zivin a biosyntézu metabolit(.
Pfi kultivacich Ganoderma lucidum v michaném fermentoru bylo zjiSténo, ze velikost
saturace meédia vzduchem, resp. kyslikem, ma velky vliv na produkci extra- i intracelularnich
metabolitd. Byly nastaveny rizné podminky vzdusné saturace: 10 % a 25 %. Experimentalné
bylo zjisténo, ze bunécny rust byl pfi saturaci 10 % znatelné pomalejsi, kdy po 4 dni se rust
takifka zastavil a dosahl maxima 4,1 g/L suché biomasy, pfi saturaci 25 % byla rychlost ristu
znatelné vyssi, nardst mnozstvi biomasy byl pozorovan az do maxima v 10 dnu (14,7 g/L).
Byl pozorovan vliv na produkci extra- i intracelularnich metabolitt, kdy oba typy metabolitu
byly vice produkovany pfi nizSi nastavené saturaci, u intracelularnich metabolitd byl ovSem
celkovy vytéZzek vySSi pfi vys8Sich hodnotach saturace diky znatelné vySSimu mnozstvi
biomasy. Dale byl sledovan vliv hydrodynamického smykového napéti, byly zvoleny takové
podminky, aby saturace vzduchem byla udrzovana na 25 %. Obvodova rychlost michadla
byla nastavena od 0,53 — 1,53 m/s, mnozZstvi biomasy bylo pfi nejnizSi smykové rychlosti
v maximu 13,8 g/L, v nejvysSi rychlosti 10,6 g/L. Tyto vysledky signalizuji, Ze vy$Si smykoveé
rychlosti potlacuji bunécny rist. BEhem pokusu se ménila také velikost pelet, nizké smykové
rychlosti umoznili vznik vétSich pelet, naopak vysoké smykové rychlosti znamenaly tvorbu
malych pelet s kratkym myceliem. Toto mélo vliv i na produkci intra- a extracelularnich meta-

Vv

metabolith nebyl vliv pozorovan [52].

Vliv miry aerace a rychlosti otaCek michadla na produkci exopolysacharidu a mnozstvi
biomasy byl sledovan pfi submerzni kultivaci Paecilomyces sinclairii ve fermentoru se Sesti
Rushton turbinami. Byl sledovan vliv vzdusnéni (0,5 — 3,5 vwm) a michani (50 — 250 rpm).
Vysledky ukazuji pfimou zavislost mezi aeraci a mnozZstvim izolované biomasy: 14,15 g/L
pfi 0,5 vwm, 17,15 g/L pfi 1,5 vwm a 44,9 g/L pfi 3,5 vvm. Produkce exopolysacharidu byla
s vy8Sim vzdusnénim také vySSi (4,46 g/L; 8 g/L a 10,89 g/L). Zdroj uhliku byl vy&erpan
shodné po 14 dnech kultivace. Mnozstvi rozpusténého kysliku se snizilo z puavodnich 100 %
vySSich vzdusnénich. PFi nizSim vzdusnéni byla pozorovana mala délka hyf a hustota pelet,
ktera stoupala umérné s rostoucim vzdusnénim. Pfi testovani vlivu rychlosti michadla byl vliv
na mnozstvi produkované biomasy nasledujici: 23,35 g/L pfi 50 rpm, 30,4 g/L pfi 150 rpm a
30,5 g/L pri 250 rpm. Ve vSech pfipadech se hladina rozpusténého kysliku z plGvodnich
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100 % snizila béhem 3 — 4 dnU kultivace na 5 - 10 %. Vliv na produkci exopolysacharidu
odpovidal vlivu na mnozstvi biomasy (7,75 g/L; 10,75 g/L a 11,5 g/L). Velikost otacek
michadla méla zasadni vliv na velikost pelet. Pfi vysSich rychlostech otadek michadla byly
pozorovany mensi pelety [53].

2.4.2. Slozeni média a jeho pH

U submerzni kultivace Phellinus linteus KCKC 6190 byl sledovan vliv po&ate¢niho pH
Zivné puady, zdroje uhliku a dusiku na mnozstvi biomasy a produkovaného exopolysacharidu.
Bylo testovano celkem 9 rGznych zdroji uhliku v koncentraci 1 hmotnostni %, nejlepSim
pro produkci biomasy se jevilo pouziti sorbitolu (3,83 g/L), nasledované fruktézou (3,39 g/L),
laktosou (3,1 g/L) a maltosou (3,0 g/L), protoZe cena hraje v primyslovém méfitku dulezitou
roli, jevilo se nejlepsi pouZiti sacharosy s vytéZkem biomasy 2,78 g/L, jako nejlepsi byla dale
ovérena jeji koncentrace v médiu 50 g/L. Jako zdroje dusiku byly testovany jak organické
zdroje, tak anorganické soli. Maximalniho vytéZku biomasy bylo dosaZeno pfi pouziti
organickych zdroju: kukuficného vyluhu (5,72 g/L) a sladového extraktu (3,05 g/L),
z anorganickych zdroja byl nejvhodnéjsi dusi¢nan sodny (2,09 g/L). NejhorSim byl maso-
peptonovy bujén (0,5 g/L) a chlorid amonny (0,61 g/L). Pro kukufiény vyluh byla nasledné
ur€ena optimalni koncentrace 3 g/L. Pro rlst biomasy se ukazalo jako optimaini vychozi pH
zivné pudy 7,0, pro produkci extracelularniho polysacharidu pH 5,0 [54].

Vliv zdroje uhliku, dusiku a vychoziho pH zivné plidy na produkci biomasy a mnozstvi a
aktivitu exopolysacharidu bylo sledovano i u submerzni kultivace Flammulina velutipes.
Pfi sledovani vlivu zdroje uhliku byla jeho koncentrace v médiu 15 g/L, produkované
mnozstvi biomasy ukazuje tento trend: fruktosa (4,6 g/L) > manitol > Skrob > sacharosa
(2,9 g/L) = glukosa > galaktosa > laktosa (1,1 g/L). Pro produkci exopolysacharidu a jeho
antikomplementovou aktivitu: galaktosa > laktosa > fruktosa > glukosa > manitol > sacharosa
> 8krob. Vysledky ukazuji, Ze monosacharidy byly lep§im zdrojem uhliku pro produkci
biomasy nez disacharidy a polysacharidy. OvSem aktivita exopolysacharidu byla signifi-
kantné vySSi v pfipadé galaktosy a laktosy jako uhlikového zdroje. NejvhodnéjSi anorganicky
zdroj dusiku (5 g/L) byl testovan pfi pouZiti galaktosy jako zdroje uhliku (15 g/L), jako
nejvhodnéjsi pro tvorbu biomasy se ukazalo byt pouziti (NH4)sPO,4 (3,9 g/L), nasledované
NaNO; (2,81 g/L) a KNOs (2,79 g/L). PFi testovani pocateCni hodnoty pH Zivné pudy
(rozmezi 3,5 — 7,5) byl nejvySsi narust biomasy v oblasti pH 4,5 — 5,5 s nejvyssi aktivitou
exopolysacharidu pfi pH 5,5 [55].

U divokych kmend Schizophyllum commune z rGznych oblasti Ciny a Koreje byly
sledovany rGzné kultivaéni podminky (teplota, pH), zdroj uhliku a dusiku v zivné pudé. Bylo
testovano celkem 12 rGznych kmenu a byla sledovana rychlost rlistu na agarovych miskach
(narust v mm). Jako nejlepSi se ukazala teplota 30 °C. Pfi testovani pH zivné pudy byl
klesal se zvysujici se hodnotou pH, tedy pro rlst mycelia bylo vyhodné slabé kyselé pH. Bylo
testovano nékolik zdroju uhliku, nejlepSiho ristu bylo dosazeno na dextrinu, nasledovaném
fruktézou, sacharosou a glukosou, nejnizsi rast byl naopak pozorovan na laktose. Ze zdroju
dusiku se ukazal jako nejlepsi dusiCnan vapenaty, nasledovany glycinem a dusi¢nanem
draselnym, naopak nejnizsi rist byl pozorovan na fosfore€nanu amonném a histidinu [56].

Dal8i houbou, u které byla provedena optimalizace slozeni média pro submerzni kultivaci,
byl Agaricus brasiliensis. Jako zdroj uhliku, v koncentraci 10 g/L, se ukazala byt nej-
vhodnéjsi, vzhledem k mnozstvi produkované biomasy, sacharosa (4,97 g/L), nasledovana
glukosou (4,91 g/L), Skrobem (4,38 g/L), fruktézou (4,17 g/L) a laktosou (3,48 g/L). Dale byl
testovan vliv koncentrace KH,PO, (0 -5 g/L), kdy nejlepSi pro produkci biomasy byla
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koncentrace 2 g/L (maximum; 5,41 g/L), nasledovana 3 g/L (5,35 g/L). Pfidavek vitaminu B;
ukazal maximum produkce biomasy pfi 10 mg/L (5,17 g/L) [57].

2.4.3. Pridavek rostlinného oleje a mastnych kyselin

Byl popsan vliv pfidavku oleje na produkci exopolysacharidu a mnozZstvi biomasy pfi 7 a
14 denni submerzni kultivaci Schizophyllum commune. Experiment byl proveden na médiu
obsahujicim 1 g/L peptonu, 2 g/L kvasni¢ného extraktu, 1 g/L K,HPO,, 0,2 g/L MgS0O,4.7H,0,
5 g/L (NH4),SO,4 a 20 g/L glukosy, vychozi pH média 6,0. Olej mél funkci odpénovaciho
Cinidla a byl sledovan jeho pfidavek 0,1 — 1 %. Byl studovan pfidavek olivového, ricinového a
peprmintového oleje. Vysledky ukazaly, ze pfi vys$Si koncentraci ricinového a olivového oleje
byl zvySen micelarni rast, naopak se stoupajici koncentraci matového oleje rust klesal.
NejvysSi nartst biomasy byl u pfidavku 1 % olivového oleje po 14 dnech kultivace (8,2 g/L).
lipidd do bunéfné membrany a tedy i usnadnénym pfijmem zivin z média. Produkce
extracelularniho polysacharidu byla vyznamné potlagena vSemi oleji v koncentraci 1 %, nej-
(1,6 g/L) byla dosazena pfidavkem 0,1 % olivového oleje. Tato studie ukazuje, ze rGizné
mastné kyseliny obsazené v rlznych koncentracich v olejich budou hrat pravdépodobné
vyznamnou roli v produkci polysacharidu [58].

Vliv pfidavku rostlinného oleje a mastnych kyselin na rlst biomasy a produkci
polysacharidi byl popsan u Ganoderma lucidum pfi kultivacich v tfepanych barikach pfi
pouziti tohoto média: 50 g/L glukosa, 0,5 g/L K,HPO,, 0,5 g/L KH,PO,, 0,5 g/L MgS0,.7H,0,
1 g/L kvasni¢ného extraktu a 4 g/L NH,4CIl. Vysledky ukazuji, Ze vSechny pouZité rostlinné
oleje vykazovaly v koncentraci 1 % pozitivni vliv na mnozstvi produkované biomasy. Nejlepsi
variantou se jevilo pouziti olivového oleje, kdy mnozstvi biomasy oproti kontrole stouplo
z 2 g/L az na 3,3 g/L, ostatni oleje mély tento vliv: séjovy (2,32 g/L), araSidovy (2,56 g/L),
svétlicovy (2,78 g/L), kukuficny (3,06 g/L) a slunecnicovy (2,94 g/L). Produkce
exopolysacharidu nebyla pfidavkem ruznych oleja signifikantné ovlivnéna a pohybovala se
mezi 0,44 — 0,65 g/L. Pridavek vysSi koncentrace oleje vedl jak k inhibici ristu biomasy, tak
snizeni produkce polysacharidu. Pfi sledovani pfidavku mastné kyseliny na produkci
biomasy se ukazal pozitivni vliv kyseliny palmitové, olejové a stearové; jako nejlepsi se jevil
pfidavek 1,5 g/L kyseliny olejové, kdy byl narist mnozstvi biomasy z 2 g/L na 4,6 g/L.
V kontrastu s tim, pfi pfidavku 1 g/L a vyS3Sim kyseliny linolenové doSlo k drastickému
potlageni rastu mycelia a v barfice nebyla po 7 denni kultivaci Zadna biomasa. Toto ukazuje
na pravdépodobnou zavislost stupné nasyceni mastné kyseliny na rlist mycelia. Lze tim také
vysvétlit pozitivni vliv olivového oleje, jehoz hlavni slozkou je pravé kyselina olejova [59].

2.4.4. Pridavek dalsich latek

U kultivace Schizophyllum commune byl testovan vliv riznych latek s cilem najit optimalni
slozky pro zvySeni rustu biomasy i produkci exopolysacharidu. Slozeni média: 30 g/L
glukosy, 10 g/L prasku ze sojovych bobu, 0,5 g/L MgS0O,.7H,0, 1 g/L K;HPO, a 0,01 g/L
vitaminu B;, pH média 6,0. Karboxymethylcelulosa, ktera méla slouZit jako povrchové aktivni
latka ovliviujici saturaci média kyslikem, byla testovana v koncentraci 0,2 — 1 %; maximum
produkce bylo nalezeno pfi pfidavku 0,6 %, obsah biomasy byl 21,35 g/L, tedy o 19,14 %
vy8Si nez kontrola. Daldi latkou, pfi koncentraci 0,5 — 2 mg/L, byla kyselina L-glutamova;
maxima bylo dosazeno pfi pfidavku 1 mg/L, kdy mnozstvi biomasy 20,51 g/L bylo proti
kontrole vy$Si 0 10,21 %. Pfidavek thiaminu (vitaminu B,), pfi koncentraci 0,5 — 2,5 mg/L,
dosahl maxima pfi 0,5 mg/L, kdy mnozZstvi biomasy 14,33 g/L znamenalo narust proti
kontrole o0 29,62 %. Pfidavek kyseliny naftalenoctové, pfi koncentraci 0 — 0,5 %, znamenalo
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maximum v koncentraci 0,2 %, kdy vytéZzek biomasy 16,44 g/L znamenal proti kontrole
narlst o 56,04 %. Pfidavek kyseliny olejové, pfi koncentraci 0,1 — 0,5 %, ukazal maximalni
vliv pfi pfidavku 0,1 % s mnozstvim izolované biomasy 17,98 g/L, toto znamenalo 56,89 %
narlst proti kontrole. Posledni sledovanou latkou byl pfidavek tenzidu Tween 80, pfi koncen-
traci 2 — 8 mL/L, maximum rastu pfi 6 mL/L znamenalo izolaci 23,56 g/L biomasy, tedy narust
oproti kontrole o 43,24 %. Nasledné kombinace nejlepSich parametrd (0,1 % olejové kyse-
liny, 0,5 mg/L vitaminu B; a 6 mL/L Tween 80) byla ovéfena pfi kultivaci ve fermentoru
objemu 7 litrd, zde bylo po 6 dnech kultivace dosazeno vytézku 19,83 g/L biomasy, tento
vytéZzek znamenal narust oproti kontrole o0 22,16 % [60].

2.5. Chitin-glukan v bunééné sténé hub

Chitin-glukanovy komplex je soucasti bunééné stény hub, B-glukany jsou kovaletné
vazany s chitinem, homopolymerem N-acetyl-D-glukosaminu propojeném vazbami $-(1,4)-.
Tyto dva vodonerozpustné polymery poskytuji bunééné sténé pevnost. U rlznych zastupcu
kvasinek a hub je rozdil ve stupni zesiténi mezi B-glukany a chitinem, toto pak v dusledku
vede k tomu, Ze pfi izolaci jsou ziskany produkty s riznym pomérem téchto slozek [61].
Napf. odpadni mycelium Aspergillus niger pfi produkci kyseliny citronové obsahuje chitin-
glukan s obsahem az 40 % chitinu. Tento komplex muze byt solubilizovan ve vodném
prostfedi po karboxymethylaci a sulfoethylaci a dvé nizkomolekularni frakce mohou byt
pripraveny plsobenim ultrazvuku. Vzniklé produkty mély radioprotektivni a antimutagenni
ucinky [62-64].

2.5.1. Analyza bunééné stény Schizophyllum commune

Studie ukazuje, ze bunécna sténa je z velké Casti slozena z glukant a v mensi mife
chitinu. Vodonerozpustné glukany mohou byt dale separovany na zakladeé jejich rozpustnosti
v alkalickém prostiedi. Alkalicky rozpustné glukany (S-glukany) se €astéji nachazi na vnéjsi
strané bunécné stény jako mikrokrystalicka vrstva slozena z a-(1,3)-glukanu. Nerozpustny
podil bunécéné stény je slozen z komplexni struktury glukant vazanych B-(1,3)- a §-(1,6)-
vazbami (R-glukan) a chitinem. Analyza byla provedena na S-glukanu a frakcionovaném
R-glukanu (HCI rozpustny podil, NaOH rozpustny podil zbytku po $tépeni HCI a nerozpustny
zbytek). Jednotlivé vzorky byly dale Stépeny exo-B-(1,3)-glukanazou [65]. Vysledky analyz
jsou uvedeny v tabulce 4:

Tabulka 4 Slozeni bunééné stény Schizophyllum commune po hydrolyze frakci S- a R- glukanu [65]

) Bunééna Alkalicky rozpustna frakce Alkalicky nerozpustna frakce
Slozka sténa (%) | v susing (%) ‘;tt::]r;e(c;j v SUSING (%) ‘;tt;r;e(c;(‘)‘;
V susiné - - 28,1 - 57,5
Glukosa (-H,0) 67,6 77,7 32,9 67,9 57,7
Manosa (-H,0) 3,4 12,1 100 - -
Xylosa (-H,0) 0,2 0,7 100 - -
Acetylhexosamin (-H,0) 12,5 0,2 0,1 22,2 102,1
Aminokyseliny 6,4 2,2 3,0 9,2 88,8
Lipidy (volné) 1 - - - -
Lipidy (vazané) 2 - - - -
Celkem 93,1 92,9 - 99,8 -
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Z vysledkl téchto analyz je patrné, Ze mimo sacharidid obsahuje bunécna sténa,
respektive oba podily glukanu, vazané aminokyseliny. V bunécné sténé je pfitomno i mensi
mnozstvi vazanych a volnych lipida [65].

Vyvoji plodnic pfedchazi nahromadéni hyf zprostfedkované povrchovymi vlastnostmi
ucastnicich se bunék. Tyto vlastnosti jsou dany jednak slozenim bunécné stény, tak
slozenim povrchovych vrstev. Pouzitim specifickych hydrolaz, proteaz a alkalii se podafilo
demonstrovat slozZeni, tlous‘tku a pofadi jednotlivych vrstev v ultrastrukture bunécné stény
hyf Schizophyllum commune za pomoci elektronového mikroskopu (Obrazek 4). Pro basidio-
mycety jsou typické dva zakladni typy strukturnich polymeru: chitin a B-glukan. Dalsi
soucasti vnéjSich vrstev jsou xylo-/galakto-/mannoproteiny a a-(1,3)-glukany [66].
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-7 | and . b mevian i
_90 nm . Xylomannoproteins '2"2"’“_3"":"’"_
S-glucan a(1-3) a1-3) a{1-3) a(1-3) a(l-

, proteinaceous

\
chitin g s ¥ ¥
and B A'L'MA o
> .3) ‘"i""';s'"l‘.'si i
R-glucan | 818 818 |
A A—A |A
- | 18y P3| poes
& P K
6 | pig
A
J -

Obrazek 4 Struktura vrstev buné&cné stény Schizophyllum commune. NejspodnéjSi vrstva, pfiléhajici
k plazmatické membrané se sklada =z R-glukan/chitosanového komplexu, nasledovana vrstvou
bilkovinného materialu. Tato vrstva je pokryta vrstvou alkalicky rozpustného S-glukanu. Na povrchu je
slizovita vrstva tvofena vodorozpustnym Schizophyllanem a xylomannoproteiny. Symbol A symbolizuje
glukosu a m N-acetylglukosamin. (A) pfedstavuje smiSené spojeni B-glukanu s moznou vazbou k chitinu
(B) naznaCuje mozné kfizené spojeni s (C) kratkymi B-(1,3)-fetézci (s rlznou délkou) napojenymi
na B-(1,6)-postranni fetézce, které mohou byt propojeny s fetézci (A) [159].

Proteiny, obsazené v bunécnych sténach, jsou znamé tim, Ze jsou kovalentné vazany
s B-(1,3)-glukany a mohou byt proto povazovany za jejich integralni soulast. Alkalicky
rozpustné glukany se nachazi pfedevSim pod vodorozpustnym slizem, ale mohou byt
soucasti i dalSich vrstev bunécné stény. Alkalicky nerozpustny glukan, strukturné a vétvenim
podobny kapsularnimu polysacharidu, je funkéné velmi rozdilny a je omezen na oblast
bohatou na chitin, tedy vrstvu nad plazmatickou membranou. Tyto §-(1,3;1,6)-glukany jsou
pfitomny jednak jako individualni polymery uvnitf na chitin bohaté vrstvy, kde jsou kovalentné
propojeny nejen k sobé vzajemné, ale i k chitinu. Existuje pfedpoklad, ze prekurzory téchto
sténovych fibrilarnich polymer( jsou tvofeny na rostoucim konci hyfy jesté jako alkalicky
rozpustné glukany, nasledné dochazi k prodluzovani fetézcu, stavaji se rozvétvenymi

17



a zkfizenym propojovanim s transglykosilaci dochazi k pfipojeni chitinu na tuto glukanovou
matrici za tvorby nerozpustnych mikrofibril [67, 68].

Tento proces sitovani je povazovan za zprostfedkovany aktivitou specifickych transferaz
umisténych na povrchu a v plazmatické membrané. Z tohoto divodu se také rigidita bunécné
stény se vzdalenosti od rostouciho konce hyfy (vrcholu) zvySuje. Domnélé sitovani bylo
potvrzeno u askomycet [69].

Kfehka rovnovaha mezi syntézou a degradaci zesiténych propojeni, a dokonce celych
fetézcl, je dulezitym pfedpokladem k tomu, aby byla umoznéna plasti¢nost a morfologické
zmény bunéénych stén, zaroven s tim se ukazuje, ze se vyznamné méni relativni zastoupeni
strukturnich polymerd bunéfnych stén u mono- a dikaryotického mycelia béhem
morfogeneze struktur a také mezi riznymi druhy hub [70-73].

2.5.2. Bunécéna sténa kvasinek

Nejdokonaleji strukturné prozkoumany B-glukan je soucasti bunécné stény kvasinky
Saccharomyces cerevisiae, kde tvofi jadro, jehoZz neredukujici konce jsou kovalentné
propojeny s chitinem nebo B-(1,6)-glukanem & mannoproteinem, se kterymi tvofi 40 - 50%
bunélné stény. Mannoproteiny jsou pfitomny hlavné na vné&jSim povrchu buné&éné stény a
s B-(1,6)-glukany jsou propojeny pres zbytky glykosylfosfatidylinositolu. Dal8i proteiny,
s vnitfnim opakovanim, jsou spojeny pfimo s (-(1,3;1,6)-glukany. Tento heteropolymerni
komplex tvofi trojrozmérnou sit' [74], jejiz schéma je zndzornéno na obrazku 5:

%

(a)

O-@-O-0-0-0-0-0

@ Manp - Mannoprotein
(1—=8)-flinkage
@ Phosphate C Glcp
! Reducing end of
[ Ethanolamine o GlcNAco (1—6)-P-glucan
OC (1=53)-fHirkage e Reducing end of chitin chain

Obrazek 5 Model fibrilarni struktury bunécné stény Saccharomyces cerevisie [75]
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Dal$i znazornéni struktury bunécné stény Saccharomyces cerevisie je na obrazku 6:
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Obrazek 6 Znazornéni bunééné stény Saccharomyces cerevisie. Bunécna sténa, které je umisténa
vné bunéfné membrany, se sklada ze dvou vrstev: Vnitini vrstva poskytuje burice pevnost a je
tvofena sitovanym fB-(1,3;1,6)-glukanem a chitinem; druha vrstva na povrchu buriky je slozena
Zz mannoprotein a odpovida za vétSinu povrchovych vlastnosti bunék. VétSina mannoproteint je
kovalentné propojena s vnitfni chitin-glukanovou vrstvou. Mezi plazmatickou membranou a vnitfni
vrstvou jsou uvéznény periplazmatické enzymy [42].

Kvasinka Candida albicans ve své bunétné sténé obsahuje p-(1,3;1,6)-glukan
s obsahem 30 — 39% B-(1,3)- a 43% B-(1,6)- vazeb, zatimco v kli€icich hyfach je tento pomér
obraceny: 67% B-(1,3)- a 14% B-(1,6)- vazeb. Tento 3-(1,3;1,6)-glukan je kovalentné spojen
s chitinem a §-(1,6)-glukanem [76].

Napfiklad B-glukany hub, jako Aspergillus fumigatus, obsahuji heteropolysacharidovy
komplex tvofici trojrozmérnou sit podobnou té S. cerevisiae, s tim rozdilem, Ze neobsahuje
na matrici tvofené -(1,3;1,6)-glukanem vazany $-(1,6)-glukan a proteiny, ale ma na neredu-
kujicich koncich kovalentné vazany bud chitin a vétveny galaktomannan nebo (-(1,3;1,4)-
glukan [77].

2.5.3. Biosyntéza B-(1,3)-glukanu

Biosyntéza nejjednodussich, tedy linearnich [-(1,3)-glukant se sklada z nékolika
navazujicich krokl. Proces zalina syntézou tzv. iniciatoru polymerace (primer) a jeho
pfesunem k membrané vazajici B-glukan synthasu. Ten pozdéji katalyzuje kroky vedouci
k opakovanému transferu dalSich aktivovanych glukosovych jednotek z donoru (UDP-GIc)
na akceptor vedouci k prodluZzovani fetézce az do doby ukonéeni jeho biosyntézy. Doposud
existuje cela fada nedofeSenych otazek nebo ne zcela jasné ovéfenych principl. Tato
sporna anebo spiSe stale jeSté diskutovana mista biosyntézy, ve své podstaté
nejjednodussich B-glukand, jsou na obrazku 7 znazornéna otazniky [75]:
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Obrazek 7 Hypoteticky model biosyntézy linearnich S-glukant [75]

U kvasinkovych organism0 tvofi B-glukany, respektive jejich komplexy s jinymi
polysacharidy a proteiny, az 50% buné&cné stény, proto i jejich biosyntéza je Uuzce spojena
s bunécnym rlstem a morfogenezi. Prekurzory tvofici pozdéji bunécnou sténu jsou
syntetizovany na povrchu bunék a pozdéji polymerovany, jiné jsou tvofeny uvnitf bunécné
membrany. Regulace tvorby téchto prekurzorl je pro buniku zésadni a probiha jak v misté
syntézy, tak i regulaci transkripce pfislusnych genli. Obdobny pfipad nastava pfi syntéze
téchto slozitych komplext u hub. Jak bylo zminéno, glukany kvasinek patfi vazbami k typu
B-(1,3;1,6)- a tvofi polymerni prostorovou sit s mannoproteiny a chitinem. Kli€ovy enzym
B-(1,3)-glukan synthasa je lokalizovana v plazmatické membrané a sklada se ze dvou
podjednotek, jedna obsahuje vazebné misto pro katalytickou podjednotku, druha je regulacni
[78].

vvvvvv

zakladem jsou stejné tak aktivované UDP-glukosové jednotky, které jsou prenaseny
specifickymi transferdzami a spojovany B-(1,3)-glukan synthasou [79]. Sekundarnim glu-
kanem bunécné stény S. cerevisiae, kde tvofi az 12 % sténovych polysacharidu, je
B-(1,6)-glukan. Zatimco B-(1,3)-glukany tvofi mikrofibrilarni strukturu, struktura pB-(1,6)-
glukand je amorfni, diky tomu v bunélné sténé slouzi jako struktura spojujici jednotlivé
komponenty. | pfes mnohé pokusy nebyl doposud objeven enzym katalyzujici syntézu
B-(1,6)-glukanu. Existuje pfedpoklad, Ze bude také soucasti plazmatické membrany, o téchto
biosyntetickych krocich neni ale doposud mnoho znamo. Nasledné po syntéze glukanovych
fetézcl a mannoproteinl, dochazi ke slozitym posttranslaénim modifikacim za tvorby
komplexu tvoficich viastni matrici bunécné stény [80].
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Biosyntéza chitinu probiha za aktivity chitin synthasy, ktera je odpovédna za syntézu
linearnich fetézclh B-(1,4)-N-acetylglukosaminu ze substratu UDP-N-acetylglukosaminu, je
transportovana v neaktivni formé do plasmatické membrany, kde je aktivovana [81, 82].
Regulace syntézy chitinu hub je pod kontrolou PKC, HOG a kalcineurinové drahy [83].

U vy3&Sich rostlin plni B-glukany fadu roli, mimo jiného jsou soucasti specialnich pletiv,
resp. specifickych bunécénych stén. Mezi té€mito glukany se vyskytuje cela fada strukturnich
typu od jednoduchych B-(1,3)- az po slozité spojené a vétvené (-(1,3;1,6)-glukany. Napf.
hojné se vyskytujici kal6za, pfitomna b&éhem vyvoje rostliny na rozhrani délicich se bunék
reprodukénich tkani a v mistech odpovédi na fyziologicky stres jako sucho, pFitomnost
toxickych kovl nebo napadeni Skadci [84]. Stejné jako u kvasinek, je i u rostlin 8-(1,3)-glu-
kan synthasa lokalizovana na plazmatické membrané a jako substrat vyuziva aktivovanou
UDP-glukosu, kazda enzymova jednotka obsahuje své vazebné i regulaéni misto. Model
slozitého multienzymového komplexu v€etné regulace je zobrazen na obrazku 8. P¥i jeho
studiu se béhem in vitro pokusl ukazalo, ze enzymovy komplex pro svou optimalni aktivitu
vyzaduje pfitomnost ionttl Ca?*, glykosidy a cellobiosu. Syntéza B-glukant miize byt zvy$ena
pritomnosti slou€enin obsahujicich kladné nabité skupiny (polyaminy, chitosan), slouéenin
jako jsou saponiny (digitonin), polyenova antibiotika, acylované pesticidy a detergenty. Mezi
inhibitory se fadi chelataéni ginidla, ionty La®*, F, riizné nenasycené mastné kyseliny (napf.
kyselina olejova a arachidonova). Jako u kvasinek, ani zde neni biosyntéza -(1,6)-glukant
doposud zcela objasnéna a vyifeSena [85, 86].
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Obrazek 8 Model multienzymového komplexu kaléza syntazy a jeho regulace [75]

2.5.4. Depolymerizace B-glukant

B-glukany jsou Siroce rozsifeny v rostoucich fasach, houbach, prvocich a bakteriich, kde
jsou spojeny se strukturami bunécné stény a maji fadu biologickych funkci. Ve vysSich
rostlinach se nachazi zpravidla béhem fyfiologického rastu a vyvoje rostliny. V houbach se
vyskytuji jako slozky buné&nych stén v kombinaci s fadou jinych polysacharidd, véetné
chitinu, celulosy a mannanl; navic mohou slouzit jako extra- a intracelularni zasobni
polysacharidy. U mnoha organismu se béhem vyvoje méni i jejich mnozZstvi, toto signalizuje
pritomnost (-(1,3)-glukan hydrolaz. Diky tomu, Ze existuje Siroka skupina strukturné
odliSnych B-glukan( a jejich komplexu s jinymi polysacharidy a proteiny, musi existovat i cela
fada enzymu zodpovédnych za jejich depolymerizaci. Existuji proto enzymy schopné endo-
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a exo- depolymerizace (-(1,3)-glukopyranosovych zbytku, pfipadné -(1,3;1,4)-oligogluko-
sidovych zbytk(, obé skupiny enzymu jsou souhrnné nazyvany -D-glukosidazami. Pro upiné
rozStépeni téchto polysacharidi je Casto potfebna kombinace vice riznych enzymu.
V nékterych pfipadech je k rozstépeni fetézce mezi B-D-glukopyranosovymi zbytky Fetézce
B-(1,3)-D-glukanu potieba fosforylazove aktivity [75].

Endohydrolazy
Glukan endo-1,3-B-D-glukosidasa

Tyto enzymy byly zafazeny do rodiny EC 3.2.1.39. Vyskytuji se ve vysSich rostlinach, kde
se Ucastni pfemény B-(1,3)-glukant béhem rustu a vyvoje, maji ochrannou ulohu pred
patogennimi houbami hydrolyzou B-glukant jejich stény [87].

Glukan endo-1,3;1,4-B-D-glukosidasa

Patfi sem enzymy fazené do rodiny EC 3.2.1.73 (licheninasy) a stejné jako predchozi
skupina jsou omezeny pfedevsim na vy3Si rostliny, zejména Celedi lipnicovité. Ojedinéle jsou
nalézany také v nizSich rostlinach [88].

Ve vyssich rostlinach se u€astni degradace bunécnych stén jako soucast vyvoje, napf. pfi
degradaci oball zrn jeémene [89].

Vsechny tyto enzymy jsou specifické pro 3-(1,3;1,4)-glukany nachazejici se v bunécénych
sténach pfisluSnych rostlin. Produkty Stépeni jsou tri- a tetrasacharidy [90].

Glukan endo-1,6-B-D-glukosidasa

Enzymu patficich k této rodiné EC 3.2.1.75 bylo izolovano relativné malo. Patfi sem napf.
enzym izolovany z vlaknité houby Acremonium persicinum, ktery hydrolyzuje g-(1,6)-glukany
pustulan a lutean a jejichz produktem jsou B-gentiobiosa a B-gentiotriosa. Enzymy této
skupiny hydrolyzuji také B-(1,3;1,6)-glukan laminarin za tvorby glukosy, B-gentiobiosy a
mnozstvi vy$Sich oligoglukosidl v disledku $tépeni 8-(1,6)- a B-(1,3)- vazeb [91].

Exohydrolazy

K exohydrolazam patfi dvé nejvyznamnéjsi skupiny patfici do rodin GH1 a GH3 glykosid
hydrolaz, déleni je zalozeno na klasifikaci CAZy (Carbohydrate-Active enZymes) [88]:

B-D-glukosidazy rodiny GH1

Do této rodiny fadime velkou skupinu €itajici az 2200 enzymd, které produkuji eubakterie,
archea, houby, rostlinamy i ZivoCichové. Jejich Siroky vyskyt ukazuje na to, Zze tyto enzymy
hraji kliCovou roli v mnoha zakladnich biologickych procesech. Napfiklad rostlinné S-gluko-
sidazy jeCmene, ryZe, ovsa nebo kukufice katalyzuji produkci oligosacharidi z buné&nych
stén obsahujicich $-(1,3;1,4)- a 8-(1,3)-glukany a slouzi tak k jejich pfeméné béhem vyvoje,
mohou slozit také jako aktivatory tvorby obrannych slou¢enin — fytohormon a ligninu [92].

B-D-glukosidazy rodiny GH3

Tato skupina obsahuje asi 1700 raznych enzym, které produkuji eubakterie, houby a
rostliny, velmi vzacné archea a zivoCichové. Stejné jako pfedchazejici rodina enzymd, i tato
diky svému rozSifeni potvrzuje, Zze se jedna o klicové enzymy metabolismusu. Jejich funkce
zahrnuji napfiklad mikrobialni degradaci rostlinnych zbytk(, modifikace struktury glykosidd,
dulezitou roli hraji pfi syntéze antibiotik a fungicidnich molekul, remodelovani struktury
bunénych stén a také hraji ulohu bé&hem mikrobialnich infekci rostlin. Napf. enzymy
je€mene hraji dllezitou ulohu béhem kli¢eni a rustu [92, 93].
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2.6.1zolace chitin-glukanového a chitosan-glukanového komplexu hub

Schizophyllum commune je basidiomyceta, vyuzivana pfedevS§im pro svou produkci
exopolysacharidu schizophyllanu (SCH). Tato houba se vyznaCuje dobrym rlstem
v submerzni kultufe, kde dosahuje dobrych vytézk( biomasy. PFi studiu jeho bunééné stény
bylo prokazano, ze Sch. commune obsahuje chitin-glukan jako jednu z hlavnich slozek [94].

Di Mario a kol. [95] se zabyvali studiem obsahu chitinu a chitosanu u basidiomycet,
popsali metodu izolace, spolu s porovnanim vytézka biomasy, ktery monitorovali po dobu
5 tydna. Byly porovnany: Agaricus bisporus, Auricularia auricula-judae, Lentinula edodes,
Trametes versicolor, Armillaria mellea, Pleurotus ostreatus a Pleurotus eryngii. Vysledky
obsahu sledovanych latek po 21 denni kultivaci, jsou uvedeny v tabulce 5.

Tabulka 5 Vytézek biomasy a obsahu chitinu, obsahu glukosaminu a glukanu v chitinu [95]

Zdroj Biomasa C'hitin . Glukos_a_min Gluka_qy
(g/L) (% suchého mycelia) (% v chitinu) (% v chitinu)

Agaricus bisporus 3,5 8,5 51,1 16,9
Auricularia auricula-judae 6,8 19,6 64,5 19,5
Lentinula edodes 3,2 10,1 46,3 18

Trametes versicolor 4,2 13,1 26,4 12,6
Armillaria mellea 6,4 111 38,1 16,8
Pleurotus ostreatus 4.9 15,3 30,7 26,7
Pleurotus eryngii 4,6 8,7 44,8 30,1

Chitin a chitosan byly izolovany nasledujicim postupem: Biomasa byla oddélena, promyta
a lyofilizovana. Kvuli odstranéni proteint byly 3 g lyofilizatu michany pfes noc se 100 mL 1 M
NaOH pfi 40 °C a poté odstfedény (5000 x g, 30 minut), precipitat byl resuspendovan ve
vodé a michan pfi 95 °C pfes noc a po centrifugaci (5000 x g, 20 minut) bylo k precipitatu
pfidano 50 — 100 ml 5 % kyseliny octové a michano pfi 90 °C 3 hodiny a poté odstfedéno.
Sediment (chitin) byl promyvan vodou a lyofilizovan, supernatant (chitosan) byl srazen 1 M
NaOH, filtrovan, promyvan a lyofilizovan. Chitin byl nasledné 2 x deacetylovan: Lyofilizované
vzorky izolovaného chitinu byly inkubovany s 47 % NaOH po dobu 2 hodin pfi 60 °C pod
inertni atmosférou (N,). Vliv prvni a druhé deacetylace na % acetylace vzorku chitinu po
provedené deacetylaci, uréené z IR spektra [95], je uveden v tabulce 6:

Tabulka 6 Vliv provedené deacetylace na stuperi acetylace chitinu jednotlivych vzorkud [95]

zdroj Vycho_z_i acetylace Acetylac’e chitinu (%.) Acetylac’e chitinu (%.)

chitinu (%) po prvni deacetylaci po prvni deacetylaci
Agaricus bisporus 91,0 61,5 3.9
Auricularia auricula-judae 95,1 41,5 3,2
Lentinula edodes 92,0 70,5 40,3
Trametes versicolor 97,0 70,6 7,4
Armillaria mellea 92,7 70,6 32,0
Pleurotus ostreatus 98,7 23,3 3,7
Pleurotus eryngii 94,2 30,4 18,7

Vysledky ukazuji, Ze v biomase se obsah chitinu pohyboval mezi 8,5 — 19,6 %, obsah
glukosaminu byl mezi 26,4 — 64,5 % a obsah glukant 12,6 — 30,1 % (Tabulka 5). Takto
vysokeé rozdily, nejen v obsahu chitinu, ale i chitin-glukanového komplexu v biomase riznych
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hub ukazuji na velkou rozdilnost slozeni bunééné stény, resp. stupné zesiténi, mezi riGznymi
druhy. Maximalni vytézek chitinu a chitosanu bylo mozné ziskat v pozdni exponencialni fazi
rtstu [95].

Predpoklad o rlizném stupni zesiténi a jeho vlivu na rozpustnost glukand u rdznych
askomycet a basidiomycet byl potvrzen ve studii Sietsma a Wesselse [96]. Rozpustnost
B-(1,3)/(1,6)-glukanu v bunééné sténé hub predpoklada pfitomnost vazeb mezi glukanem a
chitinem. Autofi sledovali rozdil mezi Saccharomyces cerevisiae, Neurospora crassa, Asper-
gillus nidulans, Coprinus cinereus, Schizophyllum commune a Agaricus bisporus pfi frakéni
extrakci slozek bunécné stény pusobenim riznych rozpoustédel nebo extrakénich Einidel,
obrazek 9. Rozpousténi a extrakce probihaly postupné a jejich u€innost byla vyjadiena jako
% odstranéni rozpustného podilu v daném rozpoustédle. Vlastni extrakce probihaly v tomto
sledu a v téchto rozpoustédlech: 1 M KOH pod inertni atmosférou pfi 60 °C po dobu
20 minut; dimethylsulfoxidem (DMSQO) pfi laboratorni teploté pfes noc; 40 % NaOH pod iner-
tni atmosférou pfi 100 °C po dobu 1 hodiny; HNO,, jako rozpoustédlem B-glukanu
po selektivni depolymerizaci deacetylovaného chitinu; 1 M KOH pod inertni atmosférou
pfi 60 °C po dobu 20 minut [96].

Saccharomyces cerevisiae
l [ = Soluble in

gEsuaeaEe E : o G o 1 MKOH
Neurospora crassa Soluble in
T T l DMSO
B GEEE S e 2 Soluble in
Aspergillus nidulans 409% NaOH
TTF 3 Soluble in
e _ L i HNO,
Coprinus cinereus Soluble in
— 1 M-KOH
G l Insoluble
Schizophyllum commune residue

I

} z'spor}zé o
L 1 1 | 1 J
0 10 20 30 50 50 70 80 90 100

Percentage of the wall glucans

Obrazek 9 Vliv riznych rozpoustédel a extrakénich ¢inidel na extrakci glukan(
bunécné stény ruznych hub [96]

U Saccharomyces cerevisiae byly po prvni extrakci 1 M NaOH odstranény vSechny
mannany a mannoproteiny spolu s ¢asti 8-(1,3)-/8-(1,6)-glukan(, vétsSina zbytkovych B-(1,3)-/
B-(1,6)-glukant se extrahovala do DMSO, takika veskeré zbytkové glukany byly odstranény
po extrakci 40 % NaOH. Z vysledkl extrakce je mozné fict, Ze jen 15 % glukand bunécné
stény této kvasinky bylo vazano na chitin. U Neurospora crassa, byly jako alkalicky
rozpustné slozky zastoupeny hlavné glykoproteiny a a-(1,3)-glukany; u Aspergillus nidulans
byly alkalicky rozpustnou slozkou a-(1,3)-glukany; Coprinus cinereus obsahoval jako
alkalicky rozpustnou slozku pfedevsim B-(1,3)-/6-(1,6)-glukany, které byly oviem, stejné jako
u Saccharomyces cerevisiae na chitosan vazany pouze z 15 %, takze byly dobfe
extrahovatelné v alkalickém prostfedi a pisobenim DMSO [96].

Bunécné stény Schizophyllum commune a Agaricus bisporus byly velmi podobné, jak
chemicky tak strukturné. U obou byly v alkalicky rozpustné &asti identifikovany a-(1,3)-
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glukany a také B-(1,3)/3-(1,6)-glukany. DMSO a 40 % NaOH u obou extrahovaly jen velmi
mala mnozstvi rozpustnych glukant. Velky viiv 40 % NaOH byl na depolymerizaci a
deacetylaci chitinu a rozrudeni struktury vzniklého chitosan-glukanového komplexu, uvolnéné
B-glukany se staly rozpustnymi v HNO, a 1 M KOH. Toto potvrdilo hypotézu, ze u téchto
bazidiomycet je chitin s glukanem vice provazan [96].

Existuje cela fada patentl popisujici izolaci chitosan-glukanového komplexu z rdznych
zdroju, napriklad:

Muzarelli [97, 98] patentoval postupy ha isolaci chitosan-glukanu. Pouzival mycelium hub
rodd Allomyces, Aspergillus, Penicillium, Mucor, Phycomyces, Choanephora, Zygorrhynchus
a jiné. lzolaci provedl 30 — 40 % roztokem hydroxidu pfi teploté 118 — 130°C pusobenim
po dobu 4 — 6 hodin. Takto nastavené podminky umoznily odstranéni rozpustnych glukanu, a
dalSich nezadoucich sloZek (barviva, lipidy, proteiny) a zarover doslo k deacetylaci chitinu.

Metodu izolace chitosanu a chitosan-glukanu z chitin obsahujici biomasy Aspergillus niger
patentoval Hershberger [99]. Biomasa byla deacetylovana v koncentrovanych roztocich
NaOH, LiOH nebo KOH v navazce 200 — 500 % v(c&i navazce suché biomasy pfi teploté 60 —
90 °C po dobu nejméné 10 hodin. Chitosan byl ziskan extrakci kyselinou octovou, mravenéi,
citronovou nebo chlorovodikovou pfi pH 3 — 5.

Teslenko a Nikolaewna [100] patentovali ¢tyfstupfiovou isolaci chitosan-glukanu ze zygo-
mycet, askomycet, plektomycet, streptomycet a pyrenomycet. Izolace se skladala z téchto
krokG: a) odstranéni proteint 8 % vodnym NaOH pfi teploté 90 °C po dobu 90 minut, filtraci a
opakovanym plsobenim 8 % NaOH a promyti vodou, b) extrakce mineralni kyselinou,
c) deacetylace pomoci 29 % NaOH pfi teploté 125 °C po dobu 90 minut a d) extrakce 4 %
HCI po dobu 180 — 240 minut. Po neutralizaci €inil vytézek chitosan-glukanu az 68 %.

Bohimann a kol. [101] vyuzili k isolaci N-acetyl-D-glukosaminu enzymatickou degradaci
chitin-glukanu z biomasy hub, rod{ Aspergillus, Penicillium, Mucor, Absidium, Lactarius,
Saccharomyces a Candida, pfevazné jako odpadni biomasy po vyrobé kyseliny citronové.
Metoda byla zaloZena na plsobeni chitinazy, 8-N-acetyl-glucosaminidazy a glukanazy, tedy
enzymu eukaryotickych mikroorganismu, puUsobicich na chitin-glukanovy komplex bunééné
stény hub. Podminky degradace: pH 4 — 6 a teplota 20 — 45 °C.

Isolaci chitosanu s vysokym stupném deacetylace (okolo 85 %) patentoval Fan [102].
Jako vychozi biomasu pouzil Aspergillus niger, Aspergillus terreus, Aspergillus oryzae,
Candida guillermondii, Lactarius vellereus, Mucor rouxii, Penicillium chrysogenum, Peni-
cillium notatum a Saccharomyces cerevisiae. Nejprve na biomasu pUsobil 4 % NaOH po
dobu 30 min pfi 120 °C v autoklavu kvuli odstranéni proteind, lipidd a barviv. Nasledné ji
deacetyloval: 200 g mycelia (85 % vody) michal se 180 g 50 % NaOH spolu s 60 g pevného
NaOH. Smés zahfival 16 hodin pfi teploté 120°C, potom Zfiltroval a promyval vodou do pH 9.
Extrakce probihala ledovou kyselinou octovou a pfi pH 3,5 po dobu 10 min, a smés byla
odstfedéna. Roztok supernatantu odstfedil a pH upravil na hodnotu 11, produkt odstfedil,
promyl a lyofilizoval.

Vyrobu glukosaminu z mikrobidlni biomasy (Aspergillus sp., Penicillium sp., Mucor sp.)
obsahuijici chitin patentovali Fan a kol. [103]. Glukosamin izolovali nasledujicim zpisobem:
a) Osetfenim biomasy kyselinou o koncentraci 5 — 50 hmotnostnich % pfi teploté 80 °C a
vys$8i po dobu 4 — 25 hodin nebo b) OSetfenim biomasy alkalickym roztokem kvuli
predcisténi (4 % NaOH, 120 °C, 1 hodina), promyvani vodou a naslednou reakci s kyselinou
v koncentraci vy$Si nez 5 % a teploté vy3Si nez 80 °C po dobu nejméné 4 hodin.
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Metodu izolace polysacharidli obsahujicich chitosan a kovalentné vazany glukan
z Agaricus bisporus patentovali Okazaki a kol. [104]. Biomasu predupravili roztokem hydro-
xidu pfi teploté 60 °C po dobu 20 minut a promyli vodou. K biomase pfidali 25 - 50 % roztok
NaOH a za michani suspenzi ohfivali na teplotu 90 - 120 °C po dobu 12 minut az 30 hodin
(preferovano 100 — 110 °C po dobu 1 — 10 hodin). Po promyti vodou k pevnému podilu
pfidali 1 — 20 % vodny roztok organické kyseliny (preferovano 5 — 10 %), napf. kyseliny
octové, jableéné nebo askorbové, homogenizovali a nechali stat pfi 5 — 40 °C po dobu
6 minut az 48 hodin. Tim pfevedli produkt do roztoku, ze kterého ho izolovali upravou pH
do alkalické oblasti nebo vysraZzenim vhodnym rozpoustédlem. Byla popsana i Uprava vzorku
pusobenim celulaz, glukanaz a proteaz pfi teploté 25 — 40 °C pusobicich 2 — 24 hodin.

Pfipravu chitosanu z mikrobialni biomasy (Candida guillermiondii, Aspergillus niger,
Aspergillus terreus) patentovali Fan a kol. [105]. Z biomasy byly odstranény proteiny, lipidy a
barviva, inkubaci s 4 % NaOH pfi 120 °C po dobu 30 minut. Na pFedcisténou biomasu
pusobili vice nez 25 % NaOH pfi teploté vySsi nez 95 °C po dobu delSi nez 10 hodin, pfitom
byl chitin deacetylovan na chitosan (podle podminek z vice nez 85 — 95 %). Po promyti
deacetylované biomasy chitosan extrahovali kyselinou octovou pfi pH 3,5 — 5 po dobu
10 minut, roztok chitosan acetatu filtrovali a chitosan srazeli upravou pH na hodnotu 10,5 —
11,5. Po sedimentaci produkt promyvali vodou do pH 9 a susili lyofilizaci.

Izolaci zakladnich slozek bunéénych stén hub a kvasinek (pfedevsim rod Aspergillus a
Saccharomyces), tedy polymeru chitinu (obsahujici nad 80 % chitinu a pod 20 % B-glukanu)
a kopolymeru chitin-glukanu, spolu s pfipravou chitosanu, patentovali Versali a kol. [106].
Na biomasu pusobili 0,1 — 15 % NaOH pfi teploté pod 60 °C po dobu az 30 hodin, ziskali tak
alkalicky rozpustnou a nerozpustnou frakci. Z nerozpustného podilu dalSim plsobenim
NaOH izolovali chitin a chitin-glukan pfi teploté 100 — 120 °C plsobenim po dobu 30 — 300
minut s koncentraci NaOH 1 — 20 hmotnostnich %. Jako cCinidlo pro deacetylaci chitinu
na chitosan po promyti a neutralizaci v mirné kyselém prostfedi popsali pouziti enzym( —
chitin deacetylaz.

MozZnou vyrobu glukosaminu dvoustupfiovou hydrolyzou z chitin obsahujici biomasy
(Aspergillus sp., Penicillium sp., Mucor sp.) patentovali Fosdick a kol. [107]. V prvnim kroku
odstranili proteiny, lipidy a jiné polysacharidy za pUsobeni 0,1 — 12 % nebo 0,5 - 5 % HCI,
pfipadné kyselinou citronovou ve vysSi koncentraci, pfi teploté kolem 60 °C. Po promyti
konvertovali chitin na glukosamin druhou hydrolyzou s HCI v koncetraci 9 — 20 % pfi teploté
nad 80 °C (az 160 °C) po dobu delSi nez 4 hodiny za mozného pretlaku 2 atmosfer a vice.
Glukosamin izolovali po filtraci reakéni smési a jejim zahu$téni na odparce srazenim
etanolem v poméru 1:1 nebo 1:2. Jako moZzZnou pfedupravu biomasy popsali pouZiti 1 — 8 %
NaOH pfi teploté 100 — 125 °C po dobu 20 — 60 minut.

2.7.Interakce (1,3)-B-glukanu a savéich bunék

Schopnost 3-(1,3)-glukant stimulovat nespecifické imunitni reakce je znama a vyuzivana
k Ié€ebnym ucelim fadu let. Pfesny mechanismus uc€inku nebyl dlouho znam, teprve
po objevu rozpoznavacich receptort B-glukanu jako Dectin-1, bylo mozné tyto mechanismy
sledovat az k urovni signalnich drah. Prvni receptory rozpoznavajici -(1,3)-glukany byly
objeveny na lidskych monocytech a pozdéji popsany na mnoha dalSich imunitnich
i neimunitnich bunkach, v€etné neutrofild, makrofagt, NK bunék, eozinofilli, alveolarnich
epitelialnich bunék, endotelidlnich bunék a fibroblastd. Byly nalezeny celkem Ctyfi typy
receptoru: laktosylceramidovy (LacCer, CDw17), scavengerovy, pro komplement 3 (CR3) a
asi nejvyznamnéjsi - Dectin-1 [108-110].
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Interakce B-glukant s laktosylceramidovymi receptory je malo prozkoumana, v souvislosti
s ni ale dochazi ke zvySeni produkce cytokinu v€etné MIP a TNF a zvySeni antimikrobialni
odpovédi leukocytlu. Receptor pro komplement 3 (CR3, Mac-1) aktivuje monocyty, makro-
fagy, neutrofily, eozinofily, ale také dendritické, NK, T- a B- buriky. Tento receptor je nazyvan
i receptorem pro integriny a/nebo opsoniza¢nim receptorem, ma dulezitou ulohu v interakci
imunitnich bunék a bunék extracelularni matrix a také ma vliv na intracelularni odpovéd, jako
je indukce cytotoxicity, fagocytézy, adheze nebo migrace [111, 112].

Nespecificka a specificka imunitni odpovéd na B-glukany hub je obecné naznafena na
obrazku 10:

Fungal & glucans
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a‘i'ﬁ : Eos I'm ohil antigen-antibody complex
?@_’_} \ *Pyogenic bacteria Innate i ity
Neutronkil Complement system
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Obrazek 10 Imunostimulaéni efekt S-glukand hub [110]

Receptor pro Dectin-1 byl poprvé identifikovany na dendritickych burikach jako receptor
pro T-burnky, pozdéji bylo zjist€no, Ze je i receptorem rozpoznavajicim B-(1,3)-glukany.
Vyskytuje se jako dvé hlavni a nékolik méné vyznamnych izoforem. Je exprimovan na leuko-
cytech a myeloidnich burikach jako jsou makrofagy, monocyty, dendritické buriky a neutrofily,
také subpopulaci B- aT- bunék, zirnych burikach a eozinofilech [113]. Dectin-1 interaguje
s rozpustnymi a roz§tépenymi -(1,3)-glukany pochazejicimi z riznych zdroju jako bakterie a
houby. Reakce na interakci s timto receptorem jsou rozmanité, patfi sem fagocytéza a
endocytdza, aktivace enzymd PLA, a COX, produkce cytokint a chemokinu véetné TNF-a
(indukce mistniho zanétu, aktivace endotelii), MIP-2, IL-23 (proliferace pamétovych T-bunék,
zvySeni produkce IFN-y), IL-6 (stimulace T- a B- bunék, stimulace sekrece lg, indukce
syntézy proteind akutni faze, pyrogenni efekt), IL-2 (rastovy faktor T-, B- a NK- bunék) a
IL-10 (inhibice Ty1 a makrofag(; indukce diferenciace na plazmocyty) [114]. Dulezity je fakt,
Ze pro indukci produkce cytokinud jako IL-10 a IL-23 stadi jeden signal, tedy pouze interakce
s receptorem Dectin-1, pro indukci prozanétlivych cytokini a chemokinl je vyzadovan druhy
signal z receptoru TLR (Toll-Like), pfedevSim TLR2 (ligandem jsou lipoproteiny G- bakterii,
lipoteichova kyselina G+ bakterii, lipoarabinomanany mykobakterii, zymosan hub) a TLR6
(ligandem jsou lipopeptidy bakterii, lipoteichova kyselina a zymosan) [115]. Siroka $kala
reakci spusténych aktivaci Dectin-1 receptoru spolu s TLR receptorem muze vysvétlit
pozitivni efekt téchto polysacharid nejen pfi infekci patogeny obsahujicimi na svém povrchu
nebo produkujicimi do okoli B-(1,3)-glukany (kvasinkové, houbové a nékteré bakterialni
infekce), ale i protinadorové Uc&inky, protoze produkci nejrliznéjSich cytokini umoznuje
nastup adaptivnich imunitnich reakci. Problémem je schopnost nékterych houbovych
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patogent maskovat své (-(1,3)-glukany pomoci mannanu nebo a-glukanl a tim znemoznit
interakci stimto receptorem, toto maskovani lze oznalit za faktor virulence vedouci
k potlageni imunitni odpovédi béhem infekce [116].

Ackoli interakce s receptorem Dectin-1 ma prospéSnou a ochrannou ulohu, muze byt
zapojena u geneticky vnimavych jedinct do spusténi nékterych autoimunitnich onemocnéni,
jako napf. revmatoidni artritida u geneticky vnimavych mysi (B8-glukany hub jako curdlan a
zymosan) [117] nebo muze negativné ovlivnit pribéh napf. alergického astmatu a odpoveéd
na zanét u mysi s maladaptaci Ty imunity (vdechovani rozpustného B-glukanu ze stény
C. albicans) [118]. V rozporu s timto negativnim ptusobenim muaze byt naopak zlepSeni stavu
a inhibiéni efekt vodorozpustného nizkomolekularniho 8-(1,3;1,6)-glukanu z Aureobasidium
pullulans na alergické reakce z potravin u mysi diky redukci produkce IL-12 a IFN-y [119].

Dectin-1 je vysoce specificky pro 3-(1,3)-glukopyranosovy fetézec, nerozpoznava jiné typy
vazeb jako napf. a-, B-(1,6)-, B-(1,3;1,6)- a B-(1,3; 1,4)-, i kdyz nékteré vysledky naznaduiji,
Ze mohou byt rozpoznany i vazby §-(1,3;1,4)-. Ukazuje se ovéem, Ze ne na vSechny -(1,3)-
glukany reaguije stejné, byl pozorovan Siroky koncentraéni rozsah nutny k aktivaci receptoru
a vedouci k pfislusné odpovédi, tento rozsah byl od 2,6 mM ke 2,2 pM [120]. Rada autortl se
domniva, Zze minimalni délka polymeru potfebna k rozpoznani struktury ma byt mezi 8 — 11
B-(1,3)- vazbami s jednim postrannim fetézcem, respektive 10 — 11 glukosovymi jednotkami,
je ovdem rozdil mezi koncentraci vyvolavajici interakci s receptorem a mnozstvim, které
vyvola biologickou uc€innost [109].

2.8. Toxicita B-glukant

Byla sledovana i mozna toxicita B-glukant. Béhem sledovani vlivu 28 denni konzumace
vysokych davek koncentratu zjeCmene (B-(1,3;1,4)-glukan) krysami kmene Wistar bylo
zjisténo, Ze ani davka 5,6 g/kg télesné hmotnosti nema zadné ziejmé toxické ucinky.
Znepokojivé by mohlo byt pouze zvySené mnozstvi lymfocytd, tento vliv ovSem nebyl zavisly
na davce a nebyl pozorovan u samic. Tato davka 100 nasobné prevySuje davku
doporuéenou pro snizeni hladiny cholesterolu v séru (3 g/den) a potvrzuje pravdépodobnou
neskodlivost tohoto extraktu [121].

Také testovani 3-(1,3;1,6)-glukanu, izolovaného ze Saccharomyces cerevisiae a prevede-
ného do vodorozpustné formy karboxymethylaci ani na jedné z téchto forem, neprokazalo
cytotoxicitu ani genotoxicitu. Pouze koncentrace 200 pg/mL nekarboxymethylovaného
B-(1,3;1,6)-glukanu méla po 24 hodinach na testované bunky CHO-k1 (epitelidlni buriky
kfe€ka) Skodlivy vliv [122].

Vyrazné negativni efekt, az indukci smrtici toxicity, vyvolala kombinace B-glukanui a
nesteroidnich protizanétlivych IéCiv (NSAID) jako je indomethacin. Tyto Iéky potlacuji tvorbu
prostaglandint inhibici cyklooxygenazy. ROzné B-glukany maji velmi  Sirokou
imunofarmakologickou aktivitu, ktera jak bylo jiz zminéno, zavisi na mnoha parametrech a
pouziti B-glukanu, zvlasté téch vodorozpustnych nema obecné vedlejsi ucinky, i kdyZz bylo
prokazano signifikantni zvySeni mortality mySi Ié€enych indometacinem vystavenym
schizophyllanu: Indometacin byl mySim peroralné podavan jednou denné po dobu 14 dni,
toxicita byla uréena jako pomér mrtvych jedincu k celkovému pocetu: 0/8 (pro 2,5 mg/kg) a
5/8 (pro 5 mg/kg) indometacinu. Toxicita vzrostla na 3/8 a 8/8 u mysi, kterym bylo
jednorazové na zacCatku experimentu do dutiny bfiSni podano 250 pg schizophyllanu.
Podobny efekt mély také B-glukan ze Sclerotinia sclerotiorum (IFO 9395), grifolan, zymosan
A a zymocel. Kombinace B-glukanu a indometacinu zvysila pocet leukocytl, zejména
makrofagl a neutrofild, v rdznych organech a tyto buriky nasledné aktivovala, stoupla
produkce IFN-y, coz vedlo k posSkozeni jater a smrti [123].
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V navazujicich experimentech byla do bfidni dutiny my8i pfenesena bakterialni stfevni
mikrofléra, aby zde zplsobila zanét pobfiSnice. V kontrolni skupiné oSetfované pouze
rliznymi nesteroidnimi protizanétlivymi Iéky, nabumetonem a ¢asteéné COX-2 selektivnimi
nesteroidnimi protizanétlivymi léky nebyl viceméné pozorovan smrtici efekt. V této studii byl,
na rozdil od prededlé, podavan B-(1,3)-glukan z Sclerotinia sclerotiorum (IFO 9395)
v mnozstvi 250 ug postupné paty, tieti a prvni den pfed podanim léciva. Stejné jako v prvni
14 dnu (1x denné) mySim, kterym byl pfedem aplikovan B-glukan [124], souhrn vysledku
studie je uveden v tabulce 7:

Tabulka 7 Nesteroidni protizanétliva 1éCiva a mortalita 8-glukany oSetfenych mysi [124]

Lécivo OSetreni Poéet mysi mrtvé/celkovy
NSAID (mg/kg) B-glukan (ug/mys) pocet po 14 dnech

, 5 0 1/5
Indometacin 5 250 5/
. 600 0 0/5
Aspirin 600 250 3/5
, 20 0 0/5
Diklofenak 20 250 5/5
_ 60 0 2/5
Sulindak 60 250 5/5
320 0 0/5
Nabumeton 320 250 0/5

Doplnéné studie ukazaly, Ze p-glukany také vyrazné ovliviuji vliv lipopolysacharidu
v kombinaci s nesteroidnimi protizanétlivymi Iéky. Zatimco velké mnozZstvi neléCenych mysi,
kterym zaroven nebyl podavan B-glukan, pfeZilo davku 1 mg lipopolysacharidu, citlivost
k nému byla zvySena az 10.000 x ve skupiné IéCené indomethacinem a zaroven dopované
B-glukanem a az 1.000 x zvySena ve skupiné neléCené indomethacinem, ale dopované
pouze B-glukanem [125].

DalSi studie ukazuji na negativni vliv 8-(1,3)-glukant pfi vzniku mikroangiopatie induko-
vané napf. houbovou infekci. Déje se to diky zvySeni produkci hydroxylovych radikala. Tzv.
TF-GEN bunky (transformované glomerularni endotelialni buriky) byly vystaveny zvysujici se
koncentraci -(1,3)-glukant ze stén hub (115 — 430 pg/mL) po dobu 1 — 3 hodin. MnozZstvi
vyprodukovanych hydroxylovych radikal( pfi davkach glukant 230 — 430 pg/mL odpovidalo
mnozstvi indukovanému lipopolysacharidem E. coli v mnozstvi 1 — 10 ug/mL [126].
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1.Pristroje a zarizeni

v
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Autoklav Systec VX-150 (Systec, DE) a Fedegari FVA 3/Al (Fedegari Autoclavi SpA, IT)
Cerpadlo (peristaltické) MasterFlex® L/S® (77200-12) + hlava Easy-Load 3 (77800-50)
(Cole Parmer, USA)

Elektronovy mikroskop Vega Il LSU (Tescan, CR)

Fermentor (+ ovladaci software a pfisluSenstvi): Techfors S, objem 7,5 L a Techfors S,
objem 30 L (Infors HT, CH), software IRIS NT vision 5.34.807.0997 (Infors HT, CH), pH
sonda EASYFERM PLUS VP120 (Hamilton Company, USA), pO, sonda VISIFERM
DO120 (Hamilton Company, USA)

Homogenizator (+ nastavce) T25 digital ULTRA-TURRAX® (IKA, DE); S25N-25G, S25N-
18G, S25N-10G (IKA, DE)

Hfidelova michatka EUROSTAR Digital (IKA, DE)

IR spektrometr FTIR 8400S (Shimadzu, JP)

- Cast textu byla odstranéna z davodu utajeni -

Konduktometr WTW Cond 315i (WTW, DE)

Laminarni box Jouan MSC12 (Jouan, FR) a HERA SAFE KS15, (Thermo Fisher
Scientific, USA)

Lyofilizator PowerDry PL3000 (Heto-Holten, DK)

Magneticka michacka C-MAG HS10 (IKA, DE)

Michacka vicemistna _ RO 15 Power (IKA, DE)

NMR Bruker Avance™ IIl 500 MHz + sonda BBFO plus (Bruker, USA)

Odstfedivka Eppendorf Mini Spin (Eppendorf, DE), Jouan KR25i + rotor AKL 500-11
(Jouan, FR) a Beckman J2-21 + rotor JA-10 (Beckman Coulter, USA)

pH metr ORION 3 STAR (Thermo Fisher Scientific, USA)

Spektrofotometr HELIOS EPSILON (Thermo Fisher Scientific, USA)

Susarna Ecocell 55 (BMT, CR)

Susici vahy HR 73 Halogen Moisture Analyser (Mettler Toledo, USA)

Termostat Incucell 55 (BMT, CR)

Trepacka INNOVA® 44 Incubator Shaker Series (New Brunswick Scientific, USA)

Vahy AdventurerTM Pro (Ohaus, CH) a ScoutTM Pro (Ohaus, CH)

Vakuova odparka (+ pfisluenstvi) BUCHI Rotavapor R210, Vacuum Controller V-855,
Heating Bath B-491, Distilation Chiller B-741 a Vacuum pump V-700 (vée BUCHI, CH)
Vodni lazefi Memmert WNB 22 s tfepaci vioZzkou SV1422 (Memmert, DE)

Chemikalie

Acetylaceton, purris. p.a., > 99,5 % (Sigma Aldrich, USA)

Diethylether, p.a., min. 99 % (Lach:Ner, CR)

Dihydrogenfosforeénan draselny, p.a., min. 99 % (Lach:Ner, CR)

Ehrlichovo ¢&inidlo, puriss. p.a., Reag. Ph. Eur., 2 99 % (Sigma Aldrich, USA)
Ethanol, min. 96 %, nasledné& denaturovany 10 % propan-2-olu (Lihovar Chrudim, CR)
D-(-)-Fruktosa, > 99 % (Sigma, USA)

D-(+)-Glukosamin hydrochlorid, > 99 % (Sigma, USA)

D-(+)-Glukosa, monohydrat, p.a. (Penta, CR)

GOD-POD reagent (BioVendor, CR)

Hydrogenfosforeénan didraselny, p.a., min. 99 % (Lach:Ner, CR)
Hydrogenfosforeénan disodny, dodekahydrat, p.a., min. 98 % (Lach:Ner, CR)
Hydroxid sodny, p.a., min. 98 % (Lach:Ner, CR)



Chlorid sodny, p.a., min. 99,5 % (Lach:Ner, CR)

Invertasa z S. cerevisiae, 200 — 300 jednotek/mg (Fluka, USA)
Kvasni¢ny autolyzat (Yeast extract; A. Constantino & C. S.p.A., IT)
Kyselina bromovodikova, p.a., 48 % (Lach:Ner, CR)

Kyselina fosforeéna, p.a., 84 — 87 % (Lach:Ner, CR)

Kyselina chlorovodikova, p.a., 35 — 38 % (Penta, CR)
DL-Kyselina mlécna, 90 % (Fluka, USA)

Kyselina sirova, p.a., min. 95 % (Lach:Ner, CR)

Laktosa, monohydrat, p.a., min. 99 % (Penta, CR)
D-(+)-Maltosa, monohydrat, gista (Penta, CR)

Metanol, p.a., min. 99,5 % (Lach:Ner, CR)

PDA agar (Potato Dextrose Agar M096, HiMedia, IN)
Propan-2-ol — isopropanol (Shell, NL)

Sacharosa (Cukrovary TDT, CR)

Siran hofeénaty, heptahydrat (Penta, CR)

Struktol SB 2020 (Struktol, USA)

Uhligitan sodny, bezvody, p.a., min. 99 % (Lach:Ner, CR)

AN N N N N N N N N O N VRN

3.3.Pouzity kmen

Schizophyllum commune #127

- plivod kmene byl odstranén z ddvodu utajeni -

Kmen byl dlouhodobé uchovavan ve zkumavkach na Sikmych PDA agarech pii 4-8 °C
a podle potfeby byl pfeoCkovavan na Cerstvé Petriho misky s PDA agarem, na kterych byl
uchovavan pfi 4-8 °C a pouzivan po dobu maximalné dvou mésict od naoc¢kovani. Kultivace
misek probihala v inkubatoru pfi 29°C po dobu 7 dnu.

PDA agar

Postup pfipravy a slozeni média byl uveden na obalu. Jednalo se o kompletni Zivnou
pudu, nevyzadujici zadnou dal§i uUpravu bé&hem pfipravy pracovnich Petriho misek a
zkumavek se Sikmym agarem.

Slozeni

Bramborovy extrakt (infuze) 200 g/L
Dextréza 20 g/L
Agar 15 g/L
Finalni pH (pfi 25 °C) = 5,6 £ 0,2.

PDA médium bylo pfipraveno v mnozstvi 25 mL na Petriho misku o prdméru 90 mm a
15 mL na jednu zkumavku (vnitfni primér 26 mm, délka 155 mm). Navazka praskového PDA
(39 g/L) byla rozmichana v pozadovaném objemu demineralizované vody, dle mnozstvi
pfipravovanych misek a zkumavek a sterilizovana v autoklavu (20 min/121°C). Po sterilizaci
byla prelita na sterilni Petriho misky, pfipadné do zkumavky pfi pfipravé Sikmych agaru.

3.4.Priprava inokul

Pro vSechny kultivace byly ze zasobni kultury ve zkumavkach na Sikmych PDA agarech
pfipraveny Cerstvé kultury na Petriho miskach tak, zZze maly kousek narostlé kultury
ze Sikmého agaru (cca 5 x 5 mm) byl pfenesen do stfedu Petriho misky a ta byla inkubovana
v termostatu pfi 29 °C po dobu 7 dni, nasledné umisténa do chladni¢ky pfi 4 — 8 °C a
pouzivana po dobu maximalné 2 mésict od naocCkovani. Pfiprava inokul I, Il a lll v Erlen-
meyerovych barikach je uvedena ve schématu na obrazku 11. VZdy po naockovani 10 %
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inokulem byly banky umistény do tfepacky s nastavenymi otackami 140 rpm, po dané dobé
byly uchovavany az do pouziti pfi 4 — 8 °C. Podle typu experimentu byla inokula Il
zpracovana bud jako vzorky, nebo pouzita k zaoCkovani fermentoru.

., Testovani vlivu slozeni
Sikmy agar média v barikach

7.dni. 29 °C

Petriho miska

100 mL média >
3-5dnq, 29 °C
Homogenizace
Inokulum |
banka se 100 mL média
500 mL média
5dnu, 29 °C
Homogenizace >
Inokulum II . ZDrACOVANI
barika s 500 mL média P
5dnu, 29 °C
Inokulum 1l

—> zpracovani

fermentor s 5 L média

Testovani kultivacnich
podminek ve fermentoru

Obrazek 11 Schéma postupu pfipravy jednotlivych stupfiti inokul
3.5.Zivna puda pro bariky a fermentor

Média pro pfipravu inokul | a Il byly sterilizovany 20 minut pfi 121 °C v Erlenmeye-
rovych bankach objemu 250 mL (pracovni objem 100 mL) a 1000 mL (pracovni objem
500 mL). PFi kultivacich ve fermentoru byla Zivna pada sterilizovana pfimo ve fermentoru
20 minut pfi 121°C a byla vzdy dopInéna pfidavkem odpénovaciho €inidla Struktol SB 2020.

Slozeni zakladni polosyntetické zivné puady:

Sacharosa 35 g/L, kvasni¢ny autolyzat 3 g/L, Na,HPO,.12H,0 2,5 g/L, MgS0,4.7H,0 0,5 g/L,
po rozpusténi pH upraveno koncentrovanou HCI na hodnotu 5,5 - 5,8.

Pfipravena inokula uchovavana pfi laboratorni teploté byla pouzitelna maximalné jeden
tyden, uchovavana v chladni¢ce az jeden mésic.

Tato zivna plGda byla pouzita pro pfipravu inokula | a pfi experimentech v Erlen-
meyerovych bankach slouzila jako standard pro srovnani vytézku biomasy a produkce
exopolysacharidu. PFi kultivacich ve fermentoru byla pouzita pro inokulum II. Pfi sledovani
vlivu sloZzeni média odpovidalo slozeni konkrétni zivné pidy danému experimentu.
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3.6.Podminky pokusti

Standardni doba kultivace byla pro vSechny pokusy 5 dni, teplota kultivace byla 29 °C.
Pro pokusy v Erlenmeyerovych barikach byly nastaveny otacky orbitalni tfepacky 140 rpm
s vykyvem 2,5 cm. Pro kultivace ve fermentoru byly nastaveny otacky michadla na 150 rpm
s pouzitim tfi michadel typu Rushton.

3.7.Zpracovani vzorku

Po ukon¢eni kultivace byly vzorky z Erlenmeyerovych banék (inokula Il) nebo fermentoru
dale zpracovany. Struény postup zpracovani vzorku je uveden schematicky na obrazku 12.

Vzorek
Z bariky nebo fermentoru

filtrace
polyamidova plachetka Uhelon 59S

Kapalny podil Pevny podil
srazeni promyti H,O
isopropanol lyofilizace, 48 hod
y
exopolysacharid sucha biomasa
suseni \ vazeni
60°C, 15 hod |~ A

izolace komplexu

exopolysacharid
T vazent

Obrazek 12 Schématické znazornéni zpracovani vzork

3.7.1. Stanoveni mnozstvi exopolysacharidu

Kapalny podil, po filtraci pfes polyamidovou plachetku Uhelon 59S, byl srazen
isopropanolem (pomér 1 : 1,5). Vysrazeny schizophyllan (SCH) byl separovan na plachetce
Uhelon 59S a suSen v susarné pii 60°C po dobu 15 hodin. Jeho mnozstvi bylo nasledné
stanoveno gravimetricky a produkce byla vyjadiena v g/L.

3.7.2. Vytézek biomasy

Biomasa, po oddéleni kapalné Casti filtraci pfes polyamidovou plachetku Uhelon 59S, byla
promyta 500 mL demineralizované vody a Zfiltrovana. Poté byla zamrazena a lyofilizovana.
Mnozstvi biomasy bylo nasledné stanoveno gravimetricky a produkce byla vyjadfena v g/L.

MnozZstvi biomasy bylo, spolu s obsahem izolovateIného komplexu, kliCovym parametrem,
ktery urCuje vytéZnost chitosan-glukanového komplexu po kultivaci a provedené izolaci.

3.7.3. Stanoveni obsahu sacharosy a glukosy

Obsah glukosy byl stanoven biochemickym kitem GOD-POD: Po oxidaci glukosy
na glukonovou kyselinu specifickou glukozaoxidazou reaguje uvolnény peroxid vodiku se
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substratem (4-aminophenazon a fenol) Tinderovou reakci za vzniku barevného komplexu
chinoniminu, jehoz absorbance odpovida mnozstvi glukosy.

V kapalném podilu, po filtraci pfes polyamidovou plachetku Uhelon 59S, byl stanoven
obsah sacharosy a glukosy. Vzorek (0,1 mL) byl vhodné zfedén demineralizovanou vodou a
rozdélen na dvé poloviny, k jedné byla pfidana invertaza (2 uL v PBS pufru, 2,44 jednotky) a
sacharosa byla Stépena na glukosu a fruktosu (90 minut, 37°C); druha polovina byla
k analyze pouzita bez upravy. K1 mL reagenéniho roztoku bylo pfidano 10 pL vzorku
a po 10 minutové inkubaci pfi 37 °C byla méfena absorbance pfi 500 nm. Obsah glukosy
ve vzorku bez pfidavku invertasy byl uréen pfimo vypoétem z kalibracni kfivky. Obsah
sacharosy byl vypocitan ze stanoveného mnozstvi glukosy, pfi€emz jeji koncentrace byla
vypoCitana z rozdilu absorbanci vzorku Stépeného invertasou a vzorku bez pfidavku
invertasy. Obsah sacharosy a glukosy byl vyjadfen v g/L.

3.8. Stanoveni mnozstvi izolovatelného chitosan-glukanového komplexu

V principu bylo vyuzito dvou oddélenych €asti, tyto &asti jsou schematicky znazornény
na obrazku 13:

1) Deacetylace chitinu obsazeného v biomase pouzitim horkého hydroxidu s vymytim
barevnych pigment(, protein a v alkalickém prostfedi rozpustnych B-glukan(i, nasledovana
¢isténim a promyvanim demineralizovanou vodou.

2) Extrakce silnou mineralni kyselinou za zvySené teploty, vedouci k ¢asteénému
rozruSeni vazeb chitin/chitosan-glukanu, nasledovana ¢isténim a promyvanim deminera-
lizovanou vodou. V tomto kroku doSlo i ke zlepSeni barvy a zméné fyzikalnich vlastnosti
produktu.

Mnozstvi chitosan-glukanového komplexu (CHGK) bylo nasledné stanoveno gravimetricky
a produkce byla vyjadfena v g/g mycelia nebo po vynasobeni 100 jako % obsahu v myceliu.
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sucha biomasa
2,009

deacetylace
- text odstranén z divodu utajeni -

homogenizace

produkt deacetylace

y

promyvani sedimentu H,O, homogenizace )
g{ odstredovani | kontrola pH

-

4
. = supernatant = odpadni
pH neutraini material NaOH. balastni latky

extrakce
- text odstranén z divodu utajeni -

homogenizace

produkt extrakce

promyvani sedimentu HZO, homogenizace
& R D
odstfedovani kontrola pH

: , supernatant = odpadni
chitosan-glukanovy komplex HCI, balastni latky

odvodnéni
izopropanol

homogenizace

suseni
60 °C, 24 hodin

y
chitosan-glukanovy komplex @ —> vaZeni

Obrazek 13 Schématické znazornéni izolace chitosan-glukanového komplexu z biomasy
3.9.Metody analyzy chitosan-glukanového komplexu

Uvedeni produktu do poloprovozniho ovéfovani a pozdéji do vyroby pfedchazi nejen jeho
charakterizace, ale pfedevsim uréeni mezi vybranych parametri a samoziejmé i doporuceni
a vytvoreni standardnich zku$ebnich postupl, které umozni zvolené meze kontrolovat.
ProtoZze Slo o produkt, ktery byl ve vodé i mnoha dalSich rozpoustédlech prakticky
nerozpustny, nastala pfi jeho analyze celd fada problém0 a omezeni. U nékterych metod
bylo mozné vyuzit schopnosti produktu vytvofit ve vodném prostiedi viskdzni suspenzi (pH,
vodivost, mnozstvi glukosaminu), u jinych metod byla mozna analyza v pevné fazi (IC
spektrum, nasakavost, elementarni analyza), ale pro nékteré metody bylo nejprve nutné
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provést pfevedeni do rozpustné formy, respektive provést celkovou hydrolyzu vzorku (uréeni
zakladnich slozek komplexu *C NMR), pfipadné bylo vysledek mozné uréit az kombinaci
vice postupu a metod (stupen deacetylace chitinu, pomér chitosanu/chitinu a glukanu).

3.9.1. Stanoveni obsahu susiny a popela

Susina byla stanovena z 500 mg vzorku po 6 hodinovém suSeni pfi teploté 105 °C. Ztrata
hmotnosti v % pak vyjadfovala ztratu suSenim a odec¢tena od 100 % urCovala suSinu vzorku
v %. Limit pro susinu produktu byl uréen > 90 %.

Popel byl stanoven z 500 mg vzorku po 6 hodinovém zihani pfi teploté 800 °C.
Nespalitelny zbytek v % plvodni hmotnosti pak vyjadifoval mnoZstvi popela ve vzorku v %.
Limit pro obsah popela v produktu byl uréen < 1 %.

3.9.2. Stanoveni pH a vodivosti

K 450 mg vzorku bylo pfidano 30 mL demineralizované vody, vzorek byl homogenizovan
na dispergacnim zafizeni po dobu 3 minut pfi 5000 rpm a michan minimalné 15 hodin
na magnetické michacce. Po této dobé byla ve vzniklé suspenzi méfena hodnota pH a
vodivost. Limit pro hodnotu pH byl uréen 4,5 — 6,0 a pro vodivost < 100 uS/cm.

3.9.3. Stanoveni nasakavosti a nasavaci mohutnosti

Hodnota nasakavosti a nasavaci mohutnosti vyjadfovala schopnost vzorku pojmout
do své struktury pfidanou vodu nebo PBS pufr. Pouzity byly dvé metody stanoveni — ve folii
(nasakavost) a v pradkovém produktu (nasavaci mohutnost). Hodnota nasakavosti nebyla
zavisla na vychozi struktufe vzorku, protoze metodé pfedchazelo vysuSeni vzorku do tvaru
kompaktni félie. Hodnota nasavaci mohutnosti odrazela lépe vliv struktury vzorku.

Metoda stanoveni nasakavosti

K 500 mg vzorku bylo pfidano 25 mL demineralizované vody, vzorek byl homogenizovan
po dobu 5 minut dispergaCnim zafizenim pfi 5000 rpm a poté michan minimalné
15 hodin na magnetické michacce. Cast vzniklé gelovité suspenze byla nalita do malych
Petriho misek o priméru 3 cm a suSena v susarné pfi teploté 60 °C do uplného vysuseni
(minimalné 15 hodin). Vznikly film, nebo jeho ¢ast, o hmotnosti 100 mg, byl zvazen (m;) a
ponechan 1 hodinu bobtnat v 5 ml PBS pufru. Poté byl nabobtnaly film jemné osusen
netkanou textilii a zvazen (m,). Rozdil hmotnosti (m, — my), po pfepocitani na navazku,
udavalo kolik PBS pufru je dany vzorek schopen pojmout, vyjadifoval tak hodnotu
nasakavosti v g/g. Limit pro ziskanou hodnotu nebyl definovan.

Metoda stanoveni nasavaci mohutnosti

Do vysuSené klicky z médéného dratu o priméru 45 mm a o znamé hmotnosti (primér
dratu 0,1 mm, velikost ok 1 mm) bylo volné vloZzeno 500 mg vzorku bez péchovani. Klicka
byla zvaZzena a ponofena do demineralizované vody na 30 sekund. Poté byla vyjmuta,
ponechana po dobu 30 sekund volné odkapat a opét zvazena. Stejny postup byl opakovan
s prazdnou vysuSenou klickou. Nasavaci mohutnost vzorku byla vypocitana z rozdill
hmotnosti klicky se vzorkem pied ponofenim do vody a po nasati vody (po ode€tu mnozstvi
vody zachycené na povrchu klicky). Po pfepocitani na 1 gram vzorku byla ziskana informace
0 nasavaci mohutnosti v g/g. Limit pro ziskanou hodnotu nebyl definovan.

3.9.4. Stanoveni obsahu dusiku

Samotna znalost obsahu dusiku sama o sob& o poméru chitosanu(chitinu) a glukanu
nevypovidala, k tomu bylo potfeba stanovit také obsah glukosaminu. Po zjisténi jeho obsahu
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bylo mozné nejen vypocitat stupeni deacetylace chitinu (acetylace chitosanu), ale i pomér
chitosanu/chitinu a glukanu v komplexu.

Elementarni analyza

Tato analyza byla provedena na externim pracovisti (Vyzkumny ustav organickych syntéz,
Rybitvi, CR). Vzorek byl spalen a obsah dusiku byl uréen z objemu uvolnéného plynu.
Metoda je univerzalni a poskytuje informaci o veSkerém pfitomném dusiku.

Metoda Elson — Morgan

Metoda byla popsana C. G. Chenem [127] a upravena pro naSi potfebu. Stanoveni bylo
zalozeno na hydrolyze vzorku 6 M kyselinou chlorovodikovou (zpusobi deacetylaci N-acetyl-
D-glukosaminu na glukosamin) s naslednou kondenzaéni reakci glukosaminu s acetyl-
acetonem za zvySené teploty v alkalickém prostfedi, kdy vznikl kondenzovany pyrrolovy
derivat. Jeho naslednou reakci s N,N-dimethyl-p-aminobenzaldehydem v kyselém prostfedi
vznikl rGzové zbarveny produkt, jeho mnozstvi bylo Umérné mnozZstvi pfFitomného
glukosaminu. Metodou byl tedy stanoven pouze dusik pfitomny ve formé N-acetyl-
glukosaminu a glukosaminu.

20 mg vzorku bylo hydrolyzovano pfidavkem 40 mL 6 M HCI pfi teploté 120 °C
pod zpétnym chladiéem. Po dané dobé byl vzorek pfi teploté 60 °C odpafen na vakuové
odparce pfi nastavenych 20 mbar a 2x promyt 30 mL demineralizované vody. Odparek byl
rozpustén v 10 ml demineralizované vody a byl ziskan pracovni roztok vzorku k analyze.

Kalibraéni kfivka byla sestavena z vodného roztoku glukosaminu (glukosamin
hydrochlorid 8,6 mg/ 100 mL). Do zkumavek bylo napipetovano 250 pyL vodného roztoku
Na,CO; (26,5 g/ 100 mL), pfidano 12,5 pL acetylacetonu a 1000 pL kalibraniho standardu
(rozsah 0 — 1000 pL) anebo vhodné nafedéného vzorku. Zkumavky byly umistény do vodni
lazné o teploté 90 °C na 60 minut. Po zchlazeni byly pfidany 2 mL etanolu, a po promichani
bylo pfidano 250 uL Ehrlichova ¢inidla (1,6 g N,N-dimethyl-p-aminobenzaldehyd rozpustény
v 30 ml etanolu a 30 ml 36 % HCI). Po promichani byl vzorek ponechan 30 minut v temnu, a
poté byla zméfena absorbance vzniklého barevného produktu pfi vinové délce 530 nm.
Obsah glukosaminu ve vzorku byl vypoc€itan z kalibraéni kfivky a vyjadfen v %.

3.9.5. Stanoveni obsahu glukosaminu

Obsah glukosaminu byl dulezitou charakteristikou vzorku, ktera s vysledkem celkového
obsahu dusiku slouzila k uréeni poméru chitosanu/chitinu a glukanu v komplexu. Zaroven
umoznila vypocitat stupen deacetylace chitinu.

Byla zvolena titrani metoda podle T. A. Khana [128] urlujici mnozstvi volnych
aminoskupin. Pfimou metodou, tedy bez hydrolyzy, byl stanoven pouze glukosamin (také
odpovidajici mnozstvi dusiku), bez zapocitani pfitomného N-acetyl-D-glukosaminu. Metoda
byla zaloZzena na pfidavku HBr ke vzorku, kyselina se vazala pouze na volné skupiny
glukosaminu za vzniku glukosamin hydrobromidu a po vymyti nadbytku nevazané HBr mohl
byt vzorek titrovdn NaOH. MnoZstvi uvolnéné a nasledné titrované HBr pak pfimo
odpovidalo obsahu aminoskupin, tedy i obsahu glukosaminu.

500 mg vzorku bylo michano 15 hodin se 100 mL 0,2 M HBr. Po této dobé bylo
do suspenze pfidano dalSich 50 mL 9 M HBr a jesté 10 minut byl vzorek michan. Suspenze
zorku byla odstfedéna (20 minut, 5000 rpm) a sediment byl pfeveden na fritu (S3 nebo S4),
na které byl promyvan smési metanol/dietyléter (1:1) tak dlouho, nez bylo dosazeno
neutralniho pH. Nerozpustny podil z frity byl pfeveden na 4 hodiny do bezvodého dietyléteru
a po jeho odfiltrovani pfes fritu byl susen pfi 60 °C po dobu 15 hodin. Z takto upraveného
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vzorku bylo navazeno 200 mg, ke kterym bylo pfidano 100 mL demineralizované vody, a
vzorek byl na magnetické micha¢ce michan 15 hodin. Vznikla suspenze byla titrovana 0,1 M
roztokem NaOH do neutralniho pH (méfeno pH metrem). Obsah glukosaminu byl vypocitan
ze spotieby NaOH a byl vyjadfen v % obsahu. Limit obsahu glukosaminu byl uréen 4 — 7 %.

3.9.6. Stanoveni deacetylace chitinu, uréeni poméru glukanu a chitinu/chitosanu

Pro stanoveni poméru chitosanu/chitinu a glukanu a stupné deacetylace chitinu bylo
nutno zkombinovat vysledky dvou pfedchazejicich analyz, a to metody stanoveni obsahu
glukosaminu a stanoveni obsahu dusiku.

Pokud byl znam obsah glukosaminu z titracni metody, bylo mozné vypocitat, jaky byl
v tomto znamém mnozstvi obsah dusiku. Z analyzy celkového mnozstvi dusiku bylo znamo,
jaké mnozstvi dusiku odpovidalo souctu dusiku zastoupeného v glukosaminu a N-acetyl-
glukosaminu. Rozdil celkového mnozstvi dusiku a mnozstvi dusiku glukosaminu pak urcoval
mnozstvi dusiku odpovidajici N-acetyl-glukosaminu. Soucet hmotnosti vypoc&itaného
mnozstvi glukosaminu a N-acetyl-glukosaminu znamenal zastoupeni chitosanu a chitinu
ve vzorku. Pomér glukosaminu a N-acetyl-glukosaminu uréoval stupen deacetylace chitinu.

3.9.7. NMR analyza vzorku

NMR analyzy vzorkd byla vyuzita ke stanoveni zakladnich slozek chitosan-glukanového
komplexu po kyselé hydrolyze V Cistém vzorku mély byt pfitomny pouze tyto slozZky:
glukosamin a kyselina levulinova (kyselina 4-oxopentanova), jako degradacni produkt kyselé
hydrolyzy glukézy [129]. Znazornéni degradace glukodzy, jako zakladni slozky glukanu,
na Kyselinu levulinovou je na obrazku 14:

O

-3H,0 HO. /] }\ 0 +2H0 J N
o = \\___,d--'k\ -.__\I% 3 H.C "‘x\_\___,,-' H-,\H/ oH + -
OH H+ 0] | H* 3
H o
2 3 4

Obrazek 14 Kysela hydrolyza glukosy na kyselinu levulinovou; 1 = glukosa,
2 = 5-hydroxymethyl-2-furalaldehyd, 3 = kyselina levulinové a 4 = kyselina mravendi [129]

PFitomnost jinych pik( a chemickych posunii na **C NMR spektrech by naznadovala, Ze
vzorek obsahoval pfimési. Pfi této analyze bylo nutné pocitat s omezenim tykajicim se
citlivosti metody, proto tato metoda poskytovala informativni vysledky s jistou mezi detekce.
Touto metodou mohly byt stanoveny hlavni slozky chitosan-glukanového komplexu a mohla
byt ovéfena nepfitomnost jinych monosacharidu, pochazejicich ze zbytk( bunéénych stén.
Limity byly ur€eny nasledovné: pfitomnost chemickych posund odpovidajicich glukosaminu a
kyseliné levulinové, nepfitomnost jinych chemickych posun.

30 mg vzorku bylo hydrolyzovano 60 mL 6 M HCI pod zpétnym chladiCem pfi nastavené
teploté 120 °C. Po 8 hodinach byl vzorek, pfi teploté l1azné 60 °C, odpafen na vakuové
odparce pfi nastavenych 20 mbar a 2x promyt pfidavkem 50 mL demineralizované vody.

Odparek byl rozpustén v deuterované vodé a filtrovan pfes membranovy filtr, nasledné bylo
méfeno *C NMR spektrum.

3.9.8. FTIR analyza vzorku

Méreni IR spekter produkti bylo vyuzitelné pfedevS§im pro uréeni shody s referenénim
spektrem chitosan-glukanového komplexu, respektive k vyhledani charakteristik ziskanych
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spekter. Na jejich zakladé mohlo byt rozhodnuto, zda material odpovidal nebo neodpovidal
referen¢nimu spektru. Limit byl tedy uréen jako shoda se spektrem referenéniho vzorku a
pFitomnost charakteristickych piku.

Infradervené spektrum bylo méFeno v oblasti 500 — 4000 cm™ ze vzork( pfipravenych
ve formé tablet: 30 mg vzorku bylo roztirano spolu s 60 mg KBr v achatové tfeci misce.
Tableta byla lisovana v hydraulickém lisu za tlaku 90 kN po dobu 1 minuty. Vylisovana
tableta byla opakované roztirana, tak dlouho, dokud nebyl vzorek dostate¢né homogenni.

3.9.9. Analyza struktury vzorkt

SEM analyza ukazala mikrostrukturu vzorku. Mikrofotografie vzork( byly pofizeny
na elektronovém skenovacim mikroskopu po pfedchozim pozlaceni vzorku, které probihalo
po dobu 120 sekund pfi intenzité proudu 18 mA. Vlastni fotografie byly pofizeny pfi téchto
nastavenych podminkach: napéti 2,44 — 10 kV, detektor: SE, zvétSeni 300 — 20 000 krat,
vakuum: high, vzdalenost mezi objektivem a vzorkem: 4 — 5 mm.

Tato analyza nema pfi mezioperacni kontrole ani pfi b&Zzné analyze vétsi vyznam. Vzorky
byly fotografovany z dlvodu jejich charakterizace v pevném stavu, napf. kvdli ureni
struktury a porovnani s obdobnymi vzorky.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1.Kultivace Schizophyllum commune za ué¢elem produkce chitosan-glukano-
vého komplexu

Schizophyllum commune je biotechnologicky cennou kulturou, je vyuzivan jako producent
biologicky aktivniho exopolysacharidu, 8-(1,3;1,6)-glukanu, schizophyllanu [130, 131]. Tato
houba je znama svym rychlym ristem a produkci mycelia pfi submerzni kultivaci, ktera z této
houby déla potencialné vyuZitelny zdroj pro produkci chitosan-glukanového komplexu.
Existuje vSak problém, ktery ze submerzi kultivace Schizophyllum commune s cilem izolovat
komplex déla spiSe vyzvu. Timto problémem je separace mycelia po kultivaci. Pfi submerzni
kultivaci Sch. commune je uvolfovan extracelularni polysacharid, ktery se hromadi
v prostfedi. Jeho produkce dramaticky zvySuje viskozitu a tvofi kolem bunék vrstvu, ktera
prakticky znemozni oddéleni biomasy z média po kultivaci.

Vzhledem k této skute€nosti pfedchazela zahgjeni této studie selekce vhodného kmene
Sch. commune. Cilem bylo najit takovy kmen, ktery by byl schopny vysoké produkce
komplexu, zaroven s nizkou produkci exopolysacharidu. Byl proveden screening kmenu
z nékolika sbirek (data nejsou uvedena). Screening kmenl Schizophyllum commune,
provedeny na standardni polosyntetické pudé (kapitola 3.5) ukazal, ze vybrany kmen
Sch. commune #127 ze vSech testovanych kmen( produkoval nejvétsi mnozstvi chitosan-
glukanového komplexu a byl také nejvhodnéjsi pro separaci mycelia po kultivaci, protoze
produkoval nejméné exopolysacharidu. Na zakladé tohoto byl kmen #127 vybran jako
potencialni producent CHGK.

Prvnim krokem diplomové prace bylo nalezeni takovych kultivaénich parametrt, pomoci
kterych by se dala zvySit produkce CHGK, a spolu s tim, byly zachovany technologicky
vhodné vlastnosti mycelia, teda nizka produkce viskézniho exopolysacharidu schizophyllanu.

Pokusy byly provedeny, podle jejich charakteru, bud v Erlenmeyerovych barkach, nebo
ve fermentoru. Hodnoty uvedené jako vysledky byly ziskany primérem 3 — 6 opakovani.
Velikost rozptylu hodnot byla dana pfedevSim kvalitou inokul I, vSechny pokusy a opakovani
nebylo mozné z technického divodu provést z jedné pasaze Sch. commune a identického
inokula |I. Kvalita inokul a viabilita Sch. commune byla dana podminkami oCkovani, napf.
vlivem pUsobeni stfiznych sil dispergacniho zafizeni na inokula | béhem ockovani a pfipravy
inokul 11.

Produkce chitosan-glukanu muaze byt zvySena dvémi cestami: zvySenim obsahu chitin-
glukanu v myceliu anebo zvySenim rustu biomasy. Faktory ovliviujici akumulaci chitin-
glukanu v myceliu basidiomycet jsou velmi malo prostudovany a neexistuji prakticky zadna
dostupna literarni data. Mnohem vice informaci je dostupnych o rdstu mycelia a regulaci
syntézy exopolysacharidi. MnoZzstvi biomasy basidiomycet a biosyntéza exopolysacharidl je
znacné ovlivnéna slozenim média, zvlasté pak zdrojem uhliku a dusiku, pfidavkem latek jako
aminokyselin, fytohormond, vitamind a mineralnich latek, rostlinnych olejd, je ovlivnéna
vlivem pH média, velikosti michani a aeraci a dalSich [7, 59, 130-137].

Za ucelem zvySeni produkce CHGK a zachovani technologicky vhodnych vilastnosti
mycelia, tedy nizka produkce viskdzniho exopolysacharidu, byl testovan vliv zdroje uhliku a
jeho mnozstvi v zivné pldé, koncentrace zdroje dusiku, pH média a intenzity aerace na rust
mycelia, akumulaci chitosan-glukanového komplexu v myceliu a syntézu schizophyllanu.
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4.1.1. Testovani zdroje uhliku

Je znamé, Ze zdroj uhliku hraje dulezitou roli v metabolism hub. Vybér optimalniho zdroje
uhliku podporuje rist mycelia a produkci metabolitd, je take dulezity pro tvorbu specifickych
produktll sacharidické povahy. Jako nejlepSi zdroje uhliku pro kultivaci nékterych
basidiomycet jsou: U Coriolus hirsutus a Crinipellis schevczenkovi popsany arabinosa,
xylosa, glukosa a galaktosa [138], pro Pleurotus ostreatus fruktosa a glukosa [139], Lentinus
edodes glukosa, laktosa a Skrob [140, 141]. NejlepSiho rlstu a produkce polysacharidu bylo
u Tremella mesenterica dosazeno na médiu se sacharosou, maltosou a manitolem [142].

Byl testovan vliv rlzného zdroje uhliku na produkci CHGK kmenem #127. Jako zdroj
uhliku k testovani byly, na zakladé literatury pro kultivace basidiomycet, vybrany: Sacharosa,
glukosa, fruktosa, laktosa a maltosa [54, 56 ,57, 143, 144]. Zdroj uhliku byl testovan
v kultivacich v Erlenmeyerovych barkach na polosyntetické Zivné padeé, ve které sacharosa
byla nahrazena stejnym mnozstvim jiného sacharidu.

Vysledky ukazaly, ze testované zdroje uhliku vyrazné ovlivnily rist mycelia a produkci
exopolysacharidu Sch. commune. Vytézky mycelia se pohybovaly mezi 7,3 + 1,40 g/L a
10,02 + 2,62 g/L (Graf 1). Z hlediska produkce biomasy byla nejlepSim zdrojem uhliku
v tomto poradi: sacharosa > fruktosa = laktosa > maltosa > glukosa. Syntéza exopoly-
sacharidu schizophyllanu méla, na rozdil od biomasy, na testovanych zdrojich uhliku odliSni
trend. NejvysSi produkce SCH byla zaznamenana na zivné pldé s glukosou, zatimco

Obsah CHGK v biomase se pohyboval v rozmezi 23,5 — 29,1 %. Spolu s tim, ve vétsiné
pfipadli, obsah CHGK koreloval s produkci SCH. Tedy, podobné syntéze SCH, nejnizsi
tvorba CHGK byla zaregistrovana na zivné pidé s laktosou. Glukosa zaroven s vySSi tvorbou
exopolysacharidu stimulovala i tvorbu CHGK. Nicméné, kultivaci na sacharose bylo
dosazeno nejvyssi produkce CHGK zaroven s nizkou syntézou SCH (Tabulka 8).

Pokud byl vztazen pomér produkce CHGK a SCH na 1 g biomasy v %, projevilo se
nejvice na laktose, ze metabolismus Sch. commune #127 byl ve vétSi mife nasmérovan na
tvorbu bunééné stény nez na syntézu extracelularniho polysacharidu, kde byl pomér CHGK k
SCH 94,76 : 5,24, nasledovala sacharosa s pomérem 92,69 : 7:31, naopak glukosa méla
pomeér k tvorbé SCH nejvyssi a to 82,89 : 17:11. Tyto vysledky ukazuji na zavislost zdroje
uhliku pfi produkci exopolysacharidu na ukor polysacharidu bunécné stény (Tabulka 8).
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Graf 1 Vliv zdroje uhliku na rist mycelia Graf 2 Vliv zdroje uhliku na produkci CHGK
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Vytéznost kultivace tak, diky relativné malym rozdilim obsahu komplexu v biomase, byla
dana prfedevs§im mnozstvim vyprodukované biomasy (Graf 2). Maximalni vytéznosti CHGK
tak bylo dosazeno na médiu se sacharosou.

Tabulka 8 Vliv zdroje uhliku na produkci CHGK a SCH, pomér produkce obou polysacharid(

Vytézek na 1 g mycelia Pomeér produkce CHGK a SCH
CHGK (g/9) SCH (g/g) CHGK (%) SCH (%)
Sacharosa 0,291 + 0,023 0,023 £ 0,012 92,69 7,31
Glukosa 0,278 + 0,060 0,057 £ 0,019 82,89 17,11
Maltosa 0,260 + 0,092 0,035 + 0,005 88,20 11,80
Fruktosa 0,273 + 0,067 0,026 + 0,004 91,95 8,75
Laktosa 0,235 + 0,041 0,013 £ 0,004 94,76 5,24

Na zakladé téchto vysledkl byla, jako nejvhodnéjSi zdroj uhliku pro produkci CHGK
Schizophyllum commune #127, vybrana sacharosa. Ta zpUsobila nejvétsi narist mycelia s
nejvy$sSim obsahem CHGK, zaroven s nizkou syntézou SCH, coz je ve vyrobé dulezité pro
dobrou separaci mycelia, kdy tento krok pfedchazi izolaci CHGK.

Nasledujicim krokem bylo uréeni vlivu koncentrace sacharosy v zivné padé na vytézek
CHGK a syntézu exopolysacharidu. Sacharosa byla testovana v koncentraci 30 — 50 g/L,
testovana byla v Erlenmeyerovych barikach.

Ukazalo se, ze zvySenim koncentrace sacharosy z 30 g/l na 40 g/L, muze byt produkce
mycelia zvySena vice nez o 25 % (Graf 3). DalSi pfidani sacharosy mélo na rust houby
negativni vliv. Koncentrace sacharosy v médiu méla opacny vliv na produkci schizophyllanu,
produkce exopolysacharidu byla maximalni pfi navazce sacharozy 50 g/L, a minimalni
pfi 40 g/L (Tabulka 9).
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Graf 3 Vliv navazky SAC na rlst mycelia Graf 4 Vliv navazky SAC na produkci CHGK

V zavislosti na mnozstvi sacharosy v zivné pidé byla pozorovana i zména mnoZstvi
obsazeného chitosan-glukanového komplexu (Tabulka 9). Obsah CHGK v biomase se ménil
vrozmezi 25,3 — 32,5 %. Maxima obsahu CHGK bylo dosazeno pfi navazce sacharosy
50 g/L a minima v koncentraci 40 g/L. Pfi pfepocitani na vytéznost CHGK v g/L média, se
projevil rozhodujici vliv nardstu mycelia a tak maximalni produkce CHGK bylo dosazeno
na zivné pudé s obsahem 40 g/L sacharosy (Graf 4).

Pokud byl vztazen pomér produkce CHGK a SCH na 1 g biomasy v %, nejvice CHGK
bylo vyprodukovano v koncentraci sacharosy 40 g/L, kde byl pomér CHGK k SCH
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94,07 : 5,93, naopak nejmensi produkce CHGK a nejvétsi produkce SCH byla nalezena pfi
koncentraci sacharosy 30 g/L 89,39 : 10,61 (Tabulka 9).

Tabulka 9 Vliv koncentrace sacharosy na produkci CHGK a SCH, pomér produkce polysacharid(

Vytézek na 1 g mycelia Pomér produkce CHGK a SCH
SAC (g/L)
CHGK (g/9) SCH (g/g) CHGK (%) SCH (%)
30 0,265 + 0,061 0,032 + 0,004 89,39 10,61
35 0,291+ 0,023 0,023 £ 0,012 92,69 7,31
40 0,253 + 0,020 0,016 + 0,008 94,07 5,93
50 0,325+ 0,035 0,032 + 0,007 90,95 9,05

Na zakladé téchto vysledkl byla, jako nejvhodnéjSi pro produkci CHGK vybrana
koncentrace sacharosy 40 g/L. Ta zpUsobila nejvy$si narust biomasy (12,5 = 3,32 g/L) a

logicka vyuzitelnost biomasy, tedy schopnost snadné separace mycelia.

4.1.2. Testovani poméru zdroje dusiku ke zdroji uhliku

Basidiomycety jsou schopny vyuzivat jako zdroj dusiku jak anorganické soli, tak
komplexni organické zdroje [140, 145-147]. Pfi kultivacich basidiomycet se ukazuje, ze
preferovanym zdrojem dusiku jsou organické latky [148-151]. V pouzivané polosyntetické
pudé je kvasni¢ny autolyzat jedinym zdrojem dusiku, neslouzi tedy pouze jako doplnék, ktery
v médiu hraje roli zdroje esencialnich rustovych latek.

Byl testovan vliv koncentrace kvasniného autolyzatu na rast Sch. commune #127,
produkci CHGK a extracelularniho polysacharidu. KA byl pfidavan do média v koncentracich
0 — 4 g/L a testovani probihalo v Erlenmeyerovych barikach.

Jak ukazuje graf 5, mnozstvi biomasy bylo na mnozstvi pfidaného KA zavislé. Na zZivné
pudé bez pfidavku KA byl jedinym zdrojem dusiku KA, ktery se tam dostal z inokula |
pfi oCkovani inokula Il (inokulovano 10 % inokula | obsahujicim 3 g/L KA), tam byl také
nejmensi narlst mycelia. ZvySenim koncentrace KA na 2 g/L byla produkce mycelia zvySena
o0 vice nez 250 %. DalSi pfidani KA inhibovalo rist houby, coz bylo pravdépodobné
zpusobeno vysokou koncentraci esencialnich latek.

Pokus ukazal, Zze mnozstvi KA v médiu mélo vétsi vliv na produkované mnoZzstvi
exopolysacharidu, nez koncentrace zdroje uhliku. Pfi zvySeni koncentrace KA z 1g/L
na 4 g/L obsah SCH stoupl o vice nez 485 % (Tabulka 10).
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Mnozstvi chitosan-glukanového komplexu v myceliu, bylo na mnozZstvi zdroje dusiku
zavislé, i kdyz vysledné rozdily byly velmi malé a to v rozmezi 25 — 28,5 %, maxima bylo
dosazeno v koncentraci 2 g/L KA, minima pfi 4 g/L (Tabulka 10). Maximalni vytéznosti CHGK
bylo dosaZzeno v koncentraci 2 g/l KA, kdy mnozstvi CHGK bylo bylo zavislé na mnozstvi
izolovaného mycelia a mélo tak podobnou zavislost (Graf 6).

Pokud byl vztazen pomér produkce CHGK a SCH na 1 g biomasy v %, ukazalo se, Ze
se vzrustajici koncentraci KA klesala produkce CHGK na ukor produkce exopolysacharidu
schizophyllanu, bez pfidavku KA do média nebyl exopolysacharid tvofen vibec (Tabulka 10).

Tabulka 10 Vliv zdroje dusiku na produkci CHGK a SCH, pomér produkce obou polysacharid(l

KA | Pomér zdroju Vytézek na 1 g mycelia Pomér produkce CHGK a SCH
(g/L) C:N (9:9) CHGK (g/g) SCH (g/g) CHGK (%) SCH (%)
0 35:0 0,253 £ 0,067 0,000 + 0,000 100 0
1 35:1 0,271+ 0,033 0,007 + 0,001 97,63 2,37
2 35:2 0,285+0,020 0,015 * 0,002 94,97 5,03
3 35:3 0,280+ 0,023 0,023 + 0,004 92,42 7,58
4 35:4 0,250 £ 0,038 0,038 +0,012 86,90 13,10

Na zakladé téchto vysledku byla, jako nejvhodnéjSi koncentrace KA pro produkci CHGK
vybrana koncentrace 2 g/L. Tato koncentrace KA odpovidala poméru obsahl zdroje uhliku
k zdroji dusiku 35 : 2. Za téchto podminek bylo dosazeno nejvy$Siho narlstu biomasy
(11,65 £ 1,86 g/L) a nizkého obsahu exopolysacharidu schizophyllanu, tim zlstala zacho-
vana vysoka technologicka vyuzitelnost biomasy.

4.1.3. Testovani pocatecniho pH zivné pidy

Hodnota pocate¢niho pH média je dllezitym faktorem, ktery u basidiomycet fidi rast
i produkci metabolitl béhem submerzni kultivace, ma také vliv na morfologii bunék, resp.
velikost pelet [7, 54, 55, 152-154]. Dfevokazné basidiomycety jsou schopny rustu v Sirokém
Existuje nékolik praci o vlivu pH na produkci chitosanu izolovaného z mikromycet. Napfiklad
Amorim a kol. [155] popsali vychozi hodnotu pH jako regulator produkce chitosanu z Mucor
racemosus a Cunninghamella elegans. Nepodafilo se najit zadné literarni informace
popisujici vliv hodnoty pH na obsah CHGK v biomase basidiomycet.
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Vliv po¢ate¢niho pH média na produkci CHGK a exopolysacharidu byl sledovan béhem
kultivaci v Erlenmeyerovych barikach. Hodnota pH byla upravena koncentrovanou HCI jesté
pred sterilizaci zivné pudy.

Vysledky ukazuji, ze rozdil v mnozstvi produkované biomasy Sch. commune #127 neni
na vychozi hodnoté pH vtestovaném rozmezi vyrazné odliSny. S vySSi hodnotou pH
produkce biomasy nepatrné stoupala k maximu pH 6,5 (Graf 7). Mnohem vyraznéjsi bylo
ovlivnéni mnozstvi vyprodukovaného exopolysacharidu (Tabulka 11), kdy se stoupajici
hodnotou pH jeho mnozstvi stoupalo. Maximalni produkce SCH byla zjiSténa pfi pH 7.
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Graf 7 Vliv pH média na rist mycelia Graf 8 Vliv pH média na produkci CHGK

Ukazalo se, Ze hodnota pH neméla podstatny vliv na obsah chitosan-glukanového
komplexu v biomase, i kdyz jistého maxima bylo dosazeno pfi pH 5,5, rozdil jeho obsahu byl
maly a pohyboval se v rozmezi 28,5 — 31,5 % (Tabulka 11).

Pokud byl vztazen pomér produkce CHGK a SCH na 1 g biomasy v %, ukazalo se, Ze
byl se zménou pH velmi maly, i kdyz se stoupajici hodnotou pH mirné stoupal ve prospéch
produkce exopolysacharidu (Tabulka 11).

Tabulka 11 Vliv po¢ate¢niho pH média na produkci CHGK a SCH, pomér produkce polysacharidu

oH Vytézek na 1 g mycelia Pomér produkce CHGK a SCH
CHGK (g/9) SCH (g/9) CHGK (%) SCH (%)
5 0,285 + 0,040 0,014 + 0,004 95,32 4,68
55 0,315 + 0,039 0,016 £ 0,002 95,15 4,85
6 0,310 + 0,088 0,017 £ 0,004 94,70 5,30
6,5 0,296 + 0,080 0,023 £ 0,004 92,92 7,08
7 0,298 + 0,080 0,026 £ 0,004 91,92 8,08

Diky tomu, Ze hodnota pH méla minimalni vliv jak na obsah CHGK v biomase tak i na riust

mycelia, vytéznost CHGK pfi testovanych pH byla velice podobna a pohybovala se v rozmezi
3,06 £ 0,42 g/L a 3,57 £ 1,01 g/L (Graf 8). Smérem k vys$Sim hodnotam pH rostlo mnozstvi
produkovaného exopolysacharidu, to by vedlo k technologickym problémdm pfi separaci
biomasy. Z tohoto dlivodu, jako nejvhodnéjsi pro produkci komplexu, byla vybrana vychozi
hodnota pH 6.
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4.1.4. Vliv délky kultivace na tvorbu CHGK Schizophyllum commune #127

Z literatury je znamé, ze proces tvorby bunééné stény obsahujici CHGK u Sch. commune
probiha pfes prekurzor, kterym je vodorozpustny B-glukan [156]. V rostouci hyfé je jeho
zastoupeni vy$Si a jen mensi ¢ast B-glukant je propojena s chitinem. Z tohoto divodu se da
predpokladat, ze obsah CHGK v myceliu se bude ménit v zavislosti na fazy rlistu houby.

Pro ovéfeni této teorie byla studovana produkce komplexu béhem kultivace Sch.
commune #127. Kultivace byla provedena ve fermentoru objemu 30 litrd s 20 litry Zivné
pudy. Vzorky z fermentoru byly odebirany ve 24 hodinovych intervalech od zaockovani, a byl
stanovén narust mycelia, obsahu CHGK a produkce SCH.

Jak ukazuji vysledky (Tabulka 12), mnoZstvi biomasy stoupalo az do 7 dne kultivace, kdy
dosahlo maxima 13,1+ 1,82 g/L, stejné tak stoupalo i mnozstvi produkovaného exopoly-
sacharidu, které 7 den dosahovalo maximalnich 0,38 £ 0,09 g/L. Obsah CHGK v biomase
stoupal postupné k maximu 33 % (6 den kultivace), celkova vytéZnost komplexu byla
maximalni 7 den, protoze obsah biomasy byl nejvy$Si. Rozdil ve vytéznosti produktu mezi
5 dnem (3,70 £ 0,42 g/L) a 7 dnem kultivace (4,19 + 0,34 g/L) byl 13,2 %.

Tabulka 12 Rastova a produkéni kfivka kultivace Sch. commune #127 ve 30L fermentoru

Den Sacharosa Biomasa SCH CHGK CHGK
kultivace pH (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) v myceliu (%)
1 6,05 37,65 2,22 0,05 - -
2 5,40 33,83 6,08 0,13 1,28 21
3 5,08 25,57 8,74 0,15 1,97 23
4 4,93 16,46 10,68 0,18 2,94 28
5 5,03 9,86 11,92 0,23 3,70 31
6 5,14 3,62 12,00 0,25 3,96 33
7 5,24 0,50 13,10 0,38 4,19 32

Hodnota pH klesala do 4 dne kultivace, kdy dosahla minima. Mnozstvi sacharosy v médiu
postupné klesalo az do 7 dne, kdy byla takika vSechna spotfebovana (Tabulka 12).

4.1.5. Testovani intenzity vzdusnéni pfi submerzni kultivaci

Intenzita vzduSnéni ma vyrazny vliv na produkci biomasy, exopolysacharidi, endo-
polysacharidi a jinych metabolitd. Ma souvislost s hodnotou K ,a — koeficientem pfenosu
kysliku (h™) a ovliviiuje tak jeho saturaci v médiu [52, 53]. Je popsano, Ze mira aerace ma
vliv. na tvorbu sténovych glukant kvasinek [157]. PFi submerzni kultivaci Antrodia
cinnamomea vysoka koncentrace Kysliku podporovala buné&ny rist a produkci poly-
sacharidll, inhibovala vSak tvorbu triterpenoidd [158]. U Paecilomyces sinclairii mélo vysSi
vzduSnéni pozitivni vliv jak na mnozZstvi biomasy, tak mnozZstvi produkovaného exopoly-
sacharidu [53].

Vliv intenzity vzduSnéni byl studovan u kultivaci ve fermentoru, byla pouZita
polosynteticka Zivna puda (kap. 3.5). Do Zivné pudy byla jesté pfed sterilizaci pfidana
odpéna v objemu 1 mL. Intenzita vzduSnéni byla nastavena mezi 0,5 az 2 vvm.

Vysledky ukazaly zavislost intenzity vzduSnéni na mnozstvi produkované biomasy,
S vySSim vzduSnénim bylo dosazeno vysSSiho vytézku biomasy, rozdil mezi 0,5 vvm a 2 vvm
byl 25 % (Graf 9). Ukazalo se, Ze ve fermentoru, na rozdil od Erlenmeyerovych banék, byla
produkce exopolysacharidu minimalni. Vyprodukované mnozstvi exopolysacharidu bylo
pfi vSech intenzitach vzdusnéni velmi nizké, korelace jeho obsahu na intenzité vzdudnéni
nebyla nalezena (Tabulka 13).
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Graf 9 Vliv vzdu$néni na rlist mycelia Graf 10 Vliv vzdudnéni na produkci CHGK

Mnozstvi pfitomného komplexu v biomase s rostouci intenzitou vzdusnéni fermentoru
vyrazné klesalo (Tabulka 13). Rozdil mezi nejvy8Sim obsahem pfi 0,5 vvm a nejnizSim
obsahem pfi 1,5 vwm byl 18 %. Po zapoditani rozdilného obsahu komplexu v myceliu a
mnozstvi mycelia se ukazalo, ze nejlepSich vytézkd komplexu bylo dosazeno pfi 2 vvm
(4,43 +1,18 g/L), i kdyz tento rozdil nebyl od druhého nejlepsiho vysledku pfi 0,5 vwm
(4,22 £ 0,38 g/L) pfilis vyznamny, Cinil zhruba 5 %. VytéZznost produktu pfi hodnotach
vzdusnéni 1 vwm (3,70 £ 0,70 g/L) a 1,5 vwm (3,77 £ 0,59 g/L) byly vyrazné nizsi, protoze
klesajici obsah komplexu v biomase nebyl dostate€né kompenzovan vysSim vytéZzkem
biomasy.

Pokud byl vztazen pomér produkce CHGK a SCH na 1 g biomasy v %, ukazalo se, ze
vzhledem Kk nizké produkci SCH se pomér produkce CHGK a SCH pfi zméné intenzity
vzduSnéni prakticky neménil (Tabulka 13).

Tabulka 13 Vliv intenzity vzdusnéni na produkci CHGK a SCH, pomér produkce obou polysacharidd

Aerace VytéZzek na 1 g mycelia Pomér produkce CHGK a SCH
(vwm) CHGK (g/g) SCH (g/g) CHGK (%) SCH (%)
0,5 0,310 £ 0,050 0,0059 £ 0,0004 98,14 1,86
1 0,270 £ 0,018 0,0044 + 0,0005 98,40 1,60
15 0,255 £ 0,026 0,0068 + 0,0003 97,42 2,58
2 0,260 £ 0,033 0,0035 + 0,0001 98,66 1,34

Schizophyllum commune, jako aerobni organismus, potfebuje pro svuj efektivni rast a
tvorbu bunééné stény dostateCny pfisun kysliku. Moznym vysvétlenim poklesu obsahu
CHGK v myceliu s vy§$im vzduSnénim muze byt kratka doba kultivace. PFi vy$§im vzduSnéni
byla houba ve fazi aktivniho ristu, vyhodné by tedy bylo prodlouzit dobu kultivace. Intenzivni
vzdusnéni a dlouha doba kultivace nejsou v pramyslovém meéfitku akceptovatelné, mimo
ekonomickych divodl jsou to i vyS$Si pénéni pfi vy$Sim vzdusSnéni a také ztrata objemu
média odpafovanim.

- text byl odstranén z dGvodu utajeni -

Kultivace - text byl odstranén z divodu utajeni - byla ovéfena ve fermentoru s pracovnim
objemem 5 litrd a pfi nastaveném vzdusnéni 0,5 vvm. Pro kultivaci bylo pouzito médium,
které bylo zménéno pro zvySeni produkce CHGK a potlateni syntézy exopolysacharidu:
Sacharosa 40 g/L, kvasni¢ny autolyzat 2 g/L, Na,HPO, .12H,0 2,5 g/L, MgSO, .7H,O 0,5
g/L, pH média pred sterilizaci 6,0 — 6,3.
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Pro porovnani byla provedena kultivace za stejnych podminek, - text byl odstranén z di-
vodu utajeni -. Experiment ukazal, Zze za podminek kultivace - text byl odstranén z ddvodu
utajeni - bylo ziskano 10,66 + 0,66 g/L biomasy s obsahem komplexu 31 %, coZ korespon-
duje s celkovym vytézkem 3,30 £ 0,20 g/L CHGK, dale bylo izolovano 0,30 £ 0,06 g/L
schizophyllanu. Experiment ukazal, Ze béhem prvnich 2 dnu kultivace do$lo ke snizeni
hladiny saturace kyslikem az k nulové hodnoté, kdy tato saturace pfetrvava do konce
kultivace (Graf 11).
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Graf 11 Zména saturace média kyslikem (pO.) a hodnoty pH béhem kultivace

- text byl odstranén z divodu utajeni - Princip je schematicky znazornén na obrazku 15:

- obrazek byl odstranén z divodu utajeni -

Obrazek 15 - text byl odstranén z dGvodu utajeni -
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- text byl odstranén z dUvodu utajeni - mnozstvi mycelia, které stouplo o 23 % na
13,11 + 1,07 g/L, tak na vytéznost produktu CHGK ktera stoupla o 37 % na 4,22 + 0,68 g/L.
ZvysSil se také podil komplexu v myceliu z31 % na 35 %. Zaroven stim klesl obsah
produkovaného exopolysacharidu o 60 % na 0,12 £ 0,04 g/L.

Zaznam pribéhu kultivace (Graf 12) ukazuje - text byl odstranén z divodu utajeni -:

- graf byl odstranén z ddvodu utajeni -

raf 12 - text byl odstranén z dGvodu utajeni -

Pokus ukazal, ze Schizophyllum commune #127 pro produkci CHGK potfebuje dostateény
pFisun kysliku, a Ze - text byl odstranén z ddvodu utajeni - je kli€¢ovym faktorem, pomoci
kterého mize byt vyznamné zvySeno mnozstvi biomasy i obsah CHGK v myceliu, a spolu
s tim muze byt potlatena produkce exopolysacharidu. Da se také pfedpokladat, Zze - text byl
odstranén z divodu utajeni - ovlivni intenzitu metabolizmu, tedy i potfeby houby s ohledem
na mnozstvi zivin.

- text byl odstranén z divodu utajeni -

Vysledky kultivaci ve fermentoru ukazaly, Ze - text byl odstranén z divodu utajeni - vedlo
ke zvySeni mnozstvi izolovaného mycelia 0 28 % (16,78 + 1,21 g/L), mnohem vyznamngjsi
bylo zvySeni mnozstvi izolovaného CHGK, které stouplo o 47 % (6,63 + 0,50 g/L) CHGK.
V myceliu se navic zvySil podil komplexu na 39,5 %. Zaroven s tim ale doslo také k navyseni
produkce exopolysacharidu schizophyllanu o 117 % (0,26 £ 0,06 g/L).

Podivame-li se a srovname-li zaznam prabéhu kultivace obou pokusu, Graf 12 (2 g/L KA)
a Graf 13 (4 g/L KA), muzeme si vS§imnout vyznamné zmény:

- text byl odstranén z divodu utajeni -
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- graf byl odstranén z divodu utajeni -

Graf 13 - text byl odstranén z divodu utajeni -

- text byl odstranén z divodu utajeni —

4.1.6. Zavéry testovani vlivu kultivaénich parametrti na produkci CHGK

Vysledky ukazaly, ze obsah CHGK v biomase Schizophyllum commune #127 pfi sub-
merzni kultivaci byl vysoce variabilni parametr, ktery se mohl pohybovat, pod vlivem vSech
testovanych parametrd, mezi 23,5 az 39,5 %. MenSich zmén jeho zastoupeni v myceliu bylo
mozné dosahnout zménou zdroje uhliku a jeho koncentrace, mnozstvim kvasnicného
autolyzatu v médiu a vhodnou upravou pH. Zasadni, pro jeho obsah v myceliu, bylo vSak
navyseni zplsobené - text byl odstranén z divodu utajeni -. Kazdy z testovanych faktort mél
vliv i na syntézu exopolysacharidu.

Studie ukazala, ze nejvhodnéjsi z testovanych zdroju uhliku pro produkci CHGK Sch.
commune #127 byla sacharosa. Pfi testovani vlivu koncentrace zdroje dusiku bylo nejlepsi
produkce komplexu dosazeno na médiu s pomérem navazek zdroju dusiku a uhliku 2 : 35.
Nejvhodnéjsi pro produkci komplexu byla vychozi hodnota pH média 6.

- text byl odstranén z dGvodu utajeni -

Pfesto, na zakladé této prace, byla s ohledem na vytéznost CHGK navrzena tato Uprava
polosyntetického média: - text byl odstranén z divodu utajeni - Za téchto podminek Sch.
commune #127 produkovalo 6,63 + 0,50 g/L CHGK po 5 denni kultivaci, kdy toto mnozstvi
bylo o 100,1 % vySSi nez s pouzitim polosyntetického média a pocatecnimi podminkami
kultivace. Produkce exopolysaccharidu byla 0,26 + 0,06 g/L, tedy stale minimaini a
umoziujici dobrou vyuzitelnost biomasy.

Existuji moznosti zvySeni produkce CHGK. Muze ji byt napfiklad optimalizace pfidavku
kvasni¢ného autolyzatu a zdroje uhliku (sacharosy) spolu s - text byl odstranén z divodu
utajeni -.

4.2.1zolace chitosan-glukanového komplexu

Izolace chitosan-glukanového komplexu a dalSich slozek je v principu obdobna a ¢asto
patentové chranéna (kap. 2.6). NejCastéji byvaji tyto produkty izolovany bé&hem nékolika
krokl, pfi kterych byva mycelium nejprve zbaveno bilkovin, lipidd a barviv kratkym
pusobenim alkalii nebo kyselin pfi relativné nizkych teplotach a koncentracich po kratkou
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dobu [100, 102-104, 107]. Nasleduje inkubace biomasy s koncentrovanym roztokem
hydroxidu za vysokych teplot pfi dlouhodobém pulsobeni, pfiéemz dochazi k ¢astec¢né
deacetylaci pfitomného chitinu na chitosan a rozruSeni struktury chitosan-glukanového
komplexu [97-99, 104]. Uvolnény chitosan je Casto extrahovan do kyseliny a ve formé
rozpustné soli a srazen upravou pH do alkalické oblasti nebo organickym rozpoustédlem
[99, 102, 104, 105]. K degradaci chitin-glukanového nebo chitosan-glukanového komplexu
jsou popsany nejen Cisté chemické metody, kdy produkty jako N-acetyl-D-glukosamin,
D-glukosamin a chitosan jsou ziskavany pusobenim specifickych enzym0 jako napf. chitinaz,
B-N-acetyl-glucosaminidaz, glukanaz apod. [101, 106].

Druhym krokem této prace bylo testovani rdznych podminek izolace chitosan-glukano-
vého komplexu s ohledem na vytézek a vlastnosti ziskanych produkta. Cilem této ¢asti prace
bylo najit takové podminky (koncentrace NaOH, metoda pfidani NaOH a typ kyseliny pfi
extrakci), které by byly realizovatelné ve vyrobé a vedly by k pfipravé vyhovujicich produkt.

Hodnoty uvedené jako vysledky byly ziskany primérem 3 — 6 opakovani.

4.2.1. Testovani koncentrace hydroxidu a metody jeho pfidani

Deacetylace suché biomasy byla provadéna standardné pomoci NaOH pfi teploté - text
byl odstranén z ddvodu utajeni - za michani po dobu - text byl odstranén z divodu utajeni -.
Po nékolikanasobném promyti demineralizovanou vodou byla pasta extrahovana HCI po
dobu - text byl odstranén z divodu utajeni -. Pro v8echny tyto experimenty bylo vstupni
surovinou vysu$ené a homogenizované mycelium Schizophyllum commune #127 ve formé
tzv. digestovaného mycelia, aby bylo mozné sledovat zavislost vytézku a fyzikalné-
chemickych vlastnosti produkti na zvolenych parametrech. Podminky deacetylace a
extrakce byly voleny na zakladé predchozich experimentl (data nejsou uvedena).

Pfiprava digestovaného mycelia: Zamrazena biomasa, po kultivaci ve fermentoru, byla
rozmrazena a nasledné filtraci pres plachetku Uhelon 59S odvodnéna, poté michana - text
byl odstranén z ddvodu utajeni -. Po zchladnuti byla odsata pfes Biichnerovu nalevku a
promyvana demineralizovanou vodou do neutralniho pH, poté odvodnéna regenerovanym a
absolutnim izopropanolem a vysu8ena. Takto ziskané digestované mycelium zaru€ovalo
opakovatelnost a reprodukovatelnost vysledk(, které by bylo pfi pouziti rlznych Sarzi
biomasy nedosazitelné, zvlasté diky testovani a ovéfovani vlivu slozek média a parametra
kultivace.

U v8ech vzorkd bylo mozné popsat tento obecny postup pfipravy: - text byl odstranén
z davodu utajeni - g mycelia bylo bud’ rozmichano v demineralizované vodé a nasledné byl
pfidan pevny NaOH a po jeho rozpusténi byl objem doplInén na - text byl odstranén z divodu
utajeni -, nebo byla pfidana pfimo do - text byl odstranén z divodu utajeni - roztoku NaOH.
Pribéh zpracovani vzorkd odpovidal v principu schématu z kapitoly 3.8. Zvoleny objem
pfidaného NaOH (- text byl odstranén z divodu utajeni - mL/g suchého mycelia) zajistoval
dobrou homogenizaci suspenze a michatelnost za pouziti magnetického michadla a
magnetické michacky.

Spolu s testovanim rGzné koncentrace NaOH, jako mnozstvi NaOH na 1 gram suchého
mycelia: - text byl odstranén z divodu utajeni -, byly ovéfovany také dvé metody pfidavku
(NaOH rozpoustén v suspenzi mycelium/voda a NaOH pfidan jako roztok k suchému
myceliu), z nichZ kazdy ma své vyhody a nevyhody:
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1) NaOH rozpoustén v suspenzi mycelia s vodou

a. Vyhody: Rychlé dosazeni vysoké teploty (rozpoustéci teplo NaOH), bezpecnost a
manipulace ve vyrobé (NaOH pfisypavan za stalého michani nasypkou), rychlost
provedeni.

b. Nevyhody: Nutnost pouzit NaOH bez mechanickych necistot (nedistoty se stavaji
kontaminanty nerozpustného produktu), poZadavek intenzivniho michani suspenze
a postupného pfisypavani NaOH (riziko sedimentace NaOH na dné nadoby), narlst
viskozity b&hem rozpousténi NaOH (problémy s homogenizaci).

2) K biomase pridan pripraveny roztok NaOH

a. Vyhody: Minimalizace rizika kontaminace produktu mechanickymi necistotami
z NaOH (moznost filtrace roztoku), homogenita suspenze (mycelium pfidavano

b. Nevyhody: Rizikovost (manipulace s 25 — 30 % roztokem NaOH), naklady na ohfev
(neni vyuzito rozpoustéci teplo NaOH), nutnost pofizeni dalSich zafizeni (rozpou-
Stéci nadoba NaOH, filtraCni zafizeni a moduly, ¢erpadlo a pfislusné armatury).

Na zakladé vysledku provedenych pokusl (Tabulka 14, Graf 14) bylo patrné, ze existoval
rozdil ve vytéznosti CHGK v zavislosti na koncentraci NaOH i na technice jeho pfidani.
Pokud byl pevny NaOH rozpoustén v suspenzi mycelia ve vodé, byl vytéZzek nejvyssi
pfi pouziti - text byl odstranén z davodu utajeni -. V pfipadé pfidani roztoku NaOH
k suchému myceliu bylo maxima dosazeno v jeho koncentraci - text byl odstranén z ddvodu
utajeni -.

Podle hodnoceni zbarveni izolovanych produktt se ukazalo, ze se stoupajici koncentraci
pfidaného NaOH se, bez ohledu na techniku jeho pfidani, vyrazné zlepSuje barva produktu,
pficemz CHGK izolované v nejvysSi koncentraci NaOH byly krémové bilé, barva produktd
s klesajici koncentraci NaOH byla okrova az svétle hnéda.

Tabulka 14 Vliv techniky pfidavku a koncentrace NaOH na vytéZek chitosan-glukanového komplexu

NaOH rozpoustén v suspenzi mycelium/voda
NaOH (g/g suché biomasy)  VytéZek CHGK (g/g)

text byl odstrand 0,207 £ 0,001
~extbyrodsiranen 0,303 £ 0,044
z ddvodu utajeni -

0,216 £ 0,002

NaOH pridan jako roztok k suchému myceliu

NaOH (g/g suché biomasy)  Vytézek CHGK (g/g)

text bl odstrand 0,234 £ 0,009
e By odstranen 0,236 + 0,036
z ddvodu utajeni -

0,244 £ 0,018
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Graf 14 Vliv koncentrace NaOH a metody jeho pfidavku na vytéZek chitosan-glukanového komplexu;
modre - pfidavek pevného NaOH, Cervené - pridavek roztoku NaOH

Pokud byly méfeny dalSi charakteristiky izolovanych produkt( (Tabulka 15), nasakavost
ve folii, elementarni analyza a obsahu popela, ukazalo se, Ze existuji mezi vzorky rozdily.
Bez ohledu na techniku pfidani NaOH, nasakavost s vy$Si koncentraci NaOH stoupala.
Rozdil hodnot nasakavosti byl patrny zejména v pfipadé pfidani NaOH jako roztoku k suché
biomase. Mnozstvi popela mélo ur€it, zda stejné promyvané vzorky nebudou s vy3Si
koncentraci NaOH vice zasolené, tato obava se vSak nepotvrdila, mimo pfidavku - text byl
odstranén z duvodu utajeni - pevného NaOH do vodné suspenze mycelia. Zde byl vSak vyssi
i vytéZzek produktu (Tabulka 14), existuje tedy pfedpoklad, Ze tyto vzorky byly hufe promyty
nez ostatni.

Tabulka 15 Prehled vysledk( analyz vzorkl chitosan-glukanovych komplext
pfipravenych za rizné koncentrace a techniky pfidani NaOH

NaOH rozpoustén v suspenzi mycelium/voda
NaOH (g/g) Nasakavost (g/g) % C % H % N Popel (%)
_ text byl odstranén 2,30 41,14 6,51 1,76 0,35
2 divodu utajeni - 2,14 41,02 6,38 1,32 1,60
2,41 40,92 6,56 1,47 0,10
NaOH pridan jako roztok k suchému myceliu
NaOH (g/g) Nasakavost (g/g) % C % H % N Popel (%)
_ text byl odstranén 1,95 41,35 6,53 1,53 0,20
2 divodu utajeni - 2,07 40,96 6,45 1,46 0,40
2,46 40,96 6,46 1,39 0,45

Z vysledkl elementarni analyzy vyplynulo, Ze vlivem koncentrace NaOH se meénilo
zastoupeni sledovanych prvku ve vzorcich (% C, % H a % N). ProtoZe chitosan-glukanovy
komplex je tvofen glukosou, glukosaminem a N-acetyl-D-glukosaminem, bylo mozné usoudit,
jaky byl vliv provedené deacetylace na obsah chitosanu(chitinu) v komplexu podle mnozstvi
pfitomného dusiku. Rozdil mezi glukosaminem a N-acetyl-D-glukosaminem by se projevil
nepatrné odliSnym pomérem uhliku a vodiku. Jen na zakladé provedené elementarni analyzy
nebylo mozné urcit, jaky byl ve vzorcich pomér glukanu k chitosanu/chitinu, protoze ve velké
mife zaleZelo na stupni deacetylace chitinu, ktery nebyl znam. Z vysledkd bylo mozné
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odhadnout, Ze zvySena koncentrace NaOH, bez ohledu na techniku pfidani, vedla k pfipravé
vzorkd s niz§im zastoupenim uhliku a dusiku, u vodiku nebyl tento trend UpIné jednoznacny.
Snizeni obsahu dusiku s vy$si koncentraci NaOH také muaze korespondovat s tim, Zze mohly
byt Iépe odstranény zbytky aminokyseliny a proteint bunééné stény.

- text byl odstranén z divodu utajeni -

Protoze ma byt finalni produkt pouzivan predevSim do pfipravkd uréenych k hojeni ran,
byla nasakavost dulezitym parametrem, ktery ovliviioval tvorbu gelu ve vodném prostfedi a
také jeho viskozitu. Z tohoto pohledu je nejvyhodnéjsi pouzit nejvyssi koncentraci NaOH,
s vyhodou svétlejsi barvy vysledného produktu. Nevyhodou tohoto pfistupu je niZSi obsah
celkového dusiku v izolovaném komplexu, jeho niz8i obsah nebrani pouziti izolovaného
komplexu do pfipravkl uréenych k hojeni ran (vysledky nejsou uvedeny).

4.2.2. Testovani riznych kyselin pouzitych k extrakci

Pro izolaci vzorkli béhem sledovani vlivu kultivaénich podminek na obsah CHGK a
exopolysacharidu, ale i pro uréeni vhodné koncentrace NaOH pro deacetylaci byla vzdy
pouzivana HCI. Pouziti této kyseliny ve vyrobé, v relativné vysoké koncentraci - text byl
odstranén z dUvodu utajeni -, by u nerezovych zafizeni a rozvodl vedlo ke korozi a
kontaminaci vzorkd tézkymi kovy. DalSim krokem tedy bylo ovéfit moznost nahrazeni
pouzivané HCI jinou kyselinou, ktera by byla k zafizeni SetrnéjSi a nebyla by tékava. Za timto
uCelem byla testovana: - text byl odstranén z divodu utajeni -. Byl sledovan jejich vliv na vy-
tézek a vlastnosti izolovanych produktu.

Deacetylace vSech vzork(l byla provedena - text byl odstranén z divodu utajeni -.

Objem pouzité kyseliny byl - text byl odstranén z ddvodu utajeni -. BEéhem pfipravy vzorku
diskutovanych v této ¢asti byl tento objem dostate¢ny - text byl odstranén z divodu utajeni -
vzorky pfi extrakci byly michany magnetickym michadlem na magnetické michacce a byla
pouzivana identicka vstupni surovina (digestované mycelium). Odstfedéna promyta pasta
po deacetylaci byla pfevedena do kadinky a objem byl dopInén do - text byl odstranén
z ddvodu utajeni - demineralizovanou vodou, nasledné bylo pfidano dané mnozstvi kyseliny
tak, aby bylo dosazeno koncentrace - text byl odstranén z divodu utajeni -. Zpracovani vzor-
ki odpovidalo v principu schématu z kapitoly 3.8.

Z vysledka plyne (Tabulka 16), Zze ani jedna z testovanych kyselin neméla vyrazny vliv
na vytéznost produktu. Nasakavost jednotlivych vzork( byla také velmi podobna. Pfi pouziti
kyseliny - text byl odstranén z divodu utajeni - byla vétsi rozkolisanost jednotlivych vytézka.
Vyznamny byl vliv na barvu, kdy pouZiti kyselin - text byl odstranén z divodu utajeni -
znamenal izolaci tmavsich produktu. Stejné tak mnozZstvi popela bylo v pfipadé pouziti
kyseliny - text byl odstranén z dlvodu utajeni - vySsi.

Jak ukazuje posledni fadek tabulky 16, tedy vzorek u kterého nebyla provedena extrakce
kyselinou, neméla extrakce vliv na vytézek produktu z mycelia. Vyznam tohoto kroku spociva
ve vlivu na nasakavost produktu, ktera byla bez jeho provedeni nizka (1,43 g/g). Toto zjisténi
potvrzuje, ze extrakce Kyselinou ma vliv na Stépeni vazeb komplexu, tim vznikaji kratSi
propojené fetézce, které umozni lepSi vazbu vody a vznik suspenze (gelu) s vyssi viskozitou,
toto je zadouci vlastnost produktu. DalSim pozitivem tohoto kroku je vymyti degradacnich
produktl proteint a aminokyselin a dalSich latek, které jsou rozpustné v kyselém prostiedi.
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Tabulka 16 Vliv pouzité kyseliny k extrakci na fyzikalné-chemické vlastnosti produktu

Typ kyseliny CHGK (g/9) Nasakavost (g/g) Popel (%)
0,229 + 0,060 2,43 1,78
- text byl odstranén 0,278 £ 0,081 2,38 0,60
z dUvodu utajeni - 0,224 + 0,009 2,48 0,05
0,216 + 0,002 2,41 0,10
- 0,235 + 0,028 1,43 0,10

Nejlepsi volbou je tedy pouziti kyseliny - text byl odstranén z ddvodu utajeni -, protoze
pouziti kyseliny - text byl odstranén z divodu utajeni - by mohlo byt vyhledové problema-
tictgjSi jak vzhledem k rozkolisanosti vytézkl, tak moznym problémim se splnénim
parametru obsahu popela (vzorek by musel byt del$i dobu promyvan), také by vzorky byly
tmavsi barvy (nezadouci). DalSim divodem pro¢ pouzivat kyselinu - text byl odstranén

4.2.3. Zavéry testovani podminek izolace produktu

Po provedenych pokusech a uréeni optimalni koncentrace NaOH (- text byl odstranén
z divodu utajeni -), metodé jeho pfidavku (- text byl odstranén z divodu utajeni -) a také
typu pouzité kyseliny (- text byl odstranén z dlivodu utajeni -), bylo nutné tento postup ovéfit
na vzorcich biomasy Schizophyllum commune #127 bez pfedchozi digesce materialu a jeho
suseni.

Planuje se, ze ve vyrobé budou jednotlivé kroky pfimo navazovat a nebude - text byl
odstranén z ddvodu utajeni -. Vstupni surovinou bude promyta biomasa oddélena od kapal-
ného podilu hned po skon&eni kultivace, pfipadné promyta biomasa, ktera bude po separaci
od kapalného podilu zchlazena na teplotu niz§i nez 10 °C, nebo zamrazena. Postup izolace
produktu byl testovan na dvou vzorcich: Jeden byl po oddéleni biomasy zamrazen pfi - 50 °C
(180510 PP1), druhy byl uchovan v chladniéce pfi + 4 °C (270510 PP2).

Postup pfipravy obou vzorku byl shodny, protoZze mnozstvi pfidaného NaOH bylo zavislé
na suSiné biomasy, tak byla nejprve stanovena. Jak se ukazalo (Tabulka 17), bylo v biomase
stale obsazeno vice jak 90 % vody. Z kapacitnich dlvodl byla deacetylace obou Sarzi
provedena 2 x vedle sebe, nebylo totiz k dispozici zafizeni s potfebnym pracovnim objemem.
Postup zpracovani vzorku odpovidal schématu uvedenému v kapitole 3.8. Rozdilem bylo
pouziti kyseliny - text byl odstranén z divodu utajeni - k extrakci. Navazky byly propocitany
na 190 g suchého mycelia:

Tabulka 17 SusSina biomasy a navazky surovin pro pfipravu vzorkl k ovéfeni postupu izolace

Sars Susina Navazka Voda obsazena | Navazka Objem roztoku
arze biomasy (%) biomasy (g) v biomase (g) | NaOH (g) NaOH (mL)
180510 PP1 7,49 2537 2347 - text byl odstranén z ddvodu
270510 PP2 9,85 1929 1739 utajeni -

Po provedené izolaci CHGK bylo ziskano: 36,76 g CHGK Sarze 180510 PP1 s vytéZnosti
produktu 19,35 % a 51,93 g CHGK 8arze 270510 PP2 s vytéZnosti produktu 27,33 %.

Rozdilna vytéznost byla vysvétlena rozdilnou kvalitou inokul a podminkami rustu.
Mycelium nebylo ziskano ze stejného fermentoru, kultivace byla provedena na polo-
syntetické zivné pudé, tedy na padé s puvodnim slozenim. Fermentory se liSi hodnotou K a,
tedy i prestup kysliku a podminky saturace, jako klicovy parametr obsahu CHGK v myceliu,
byly odlisné.
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Oba vzorky byly pfedany k testovani cytotoxicity (in vitro experimenty) a po schvaleni
etickou komisi k testovani uc€innosti hojeni ran (in vivo experimenty). Byla na nich provedena
charakterizace chemicko-fyzikalnich vlastnosti, jak bude popsano dale.

4.3.Charakterizace vlastnosti izolovaného chitosan-glukanového komplexu

Vsechny uvedené vysledky byly ziskany postupy vychazejicimi z metod uvedenych
v experimentalni ¢asti v podkapitolach 3.9.1 — 3.9.9. Metody byly ovéfovany, az na vyjimky,
u dvou Sarzi vyrobenych finalnim postupem izolace CHGK z biomasy.

4.3.1. Vzhled produktu

Vzorek 180510 PP1 mél svétlejSi barvu nez vzorek 270510 PP2, oba vzorky ale navrzené
specifikaci vyhovovaly, prvni byl krémové bily, druhy svétle okrové barvy. Pfiprava vzorki
vychazela z navrzeného typu kyseliny k extrakci: Vzorky pfipravené za pouZiti kyselin - text
byl odstranén z ddvodu utajeni - mély svétlou barvu (krémové bilé), pouziti kyseliny - text byl
odstranén z ddvodu utajeni - vedlo k pfipravé tmavsSich vzorka (svétle hnédé).

4.3.2. Susina vzorku

Vzorek 180510 PP1 mél suSinu 91,70 %, vzorek 270510 PP2 mél suSinu 93,60 %. Oba
vzorky pak navrzené specifikaci vyhovovaly. Také ostatni vzorky mély suSinu zpravidla
vrozmezi 92 — 96 %. Toto ukazuje, Ze navrZzené teplota suSeni produktu (60 °C) i doba
suseni (24 hodin) jsou dostatecné.

4.3.3. Obsah popela

Vzorek 180510 PP1 mél obsah popela 0,27 %, vzorek 270510 PP2 mél tento obsah nizsi
a to < 0,05 %. Oba vzorky pak navrzené specifikaci vyhovély. U ostatnich vzorku bylo
mnozstvi popela v rozmezi 0,05 — 4,80 %, primérna hodnota byla 0,40 %, zalezelo na typu
kyseliny pouzité k extrakci a kvalité promyti produktu po provedené extrakci kyselinou.

4.3.4. Méreni pH a vodivosti

Vysledky méfeni hodnot pH a vodivosti 1,5 % vodné suspenze vzorkl ukazuji jistou
korelaci mezi hodnotou pH a vodivosti. V grafu 15 je znazornéna zavislost pro vzorky
izolované pfi sledovani vlivu slozeni média a parametrl kultivace na mnozstvi CHGK
v biomase. V8echny vzorky byly po extrakci promyvany az k hodnotam pH blizkym neutraini
oblasti. Jak ukazuje graf 15, vétSina vzork( se po méfeni pH pohybovala v oblasti 3,8 — 4,6
s vodivosti 50 — 150 uS/cm. Podle tohoto vysledku bylo mozné doporucit, aby po extrakci
béhem promyvani sedimentu demineralizovanou vodou byla kontrolovana mimo hodnoty pH
i vodivost supernatantu. Doporucena hodnota pro ukon€eni promyvani sedimentu byla
ur€ena - text byl odstranén z divodu utajeni -.
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Graf 15 Korelace mezi zjisténou hodnotou pH a vodivosti suspenze vzorki

Vodna suspenze vzorku 180510 PP1 méla hodnotu pH 5,09 s vodivosti 35 uS/cm,
suspenze vzorku 270510 PP2 méla hodnotu pH 4,91 s vodivosti 53 uS/cm. Oba vzorky pak
navrzené specifikaci vyhovély.

4.3.5. Nasakavost vzork
Metoda stanoveni ve folii

Pro Sarzi 180510 PP1 byla hodnota nasakavosti ur€ena 2,63 g/g, pro vzorek 270510 PP2
byla shodna, tedy 2,63 g/g.

Metoda stanoveni v prasku

Nasakavost vzork( stanovena touto metodou byla u Sarze 180510 PP1 17 g/g a u Sarze
270510 PP2 19 g/g. Pro srovnani, nasavaci mohutnost bunigité vaty je Ceskym lékopisem
definovana a pozadovana 35 g/g [160].

4.3.6. Stanoveni obsahu dusiku
Elementarni analyza

Analyza byla provedena na externim pracovisti (Vyzkumny ustav organickych syntéz,
Rybitvi). Vysledky analyzy pfi testovani metod izolace produktu byly diskutovany v pfislusné
kapitole. Pro vzorky 180510 PP1 a 270510 PP2 jsou vysledky uvedeny v tabulce 18:

Tabulka 18 Vysledky elementarni analyzy pro dvé pfipravené Sarze

Vzorek % C % H % N
180510 PP1  45,12+0,20 6,57+0,10 1,65+0,08
270510 PP2 42,20+0,24 6,61+0,15 1,22+0,10

Jak ukazuje tabulka 18, vysledky elementarni analyzy obou vzork(l se od sebe lisi,
pfedev§im v obsahu uhliku a dusiku. Je tfeba si uvédomit, Ze na rozdil od vzorku
pfi testovani metod izolace CHGK nebyly tyto dva vzorky vyrobeny z jednoho vstupniho
materialu, ale ze dvou rlznych Sarzi biomasy kultivované ve dvou rGznych fermentorech
oSkovanych dvéma riuzmymi inokuly. Tento rozdil potvrzuje, jak je dulezité zjistit, b&éhem
ovéfovani ve vyrobé, opakovatelnost na nékolika Sarzich produktu, pfi kultivacich vedenych
za stejnych podminek.
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Stanoveni obsahu dusiku (Elson — Morgan)

Vysledky kinetiky hydrolyzy v5—12 hodiné jsou shrnuty v grafu 16. Hydrolyza byla
provedena jen na jednom ze vzorkl (270510 PP2). Obsah glukosaminu se pohyboval
- text byl odstranén z ddvodu utajeni -. Obsah glukosaminu stoupal k maximalni hodnoté a
po jejim dosazeni zacal klesat, predpokladame, ze dochazelo k vedlejSim reakcim
uvolnéného glukosaminu a tak i snizovani jeho obsahu v hydrolyzatu.

- graf byl odstranén z ddvodu utajeni -

Graf 16 Zména obsahu glukosaminu s délkou hydrolyzy na vzorku 270510 PP2

Optimalni doba hydrolyzy byla ur€ena v maximu obsahu glukosaminu, tedy v 9 hodiné
hydrolyzy. Pro ovéfeni této metody byly provedeny 2 dalSi opakovani hydrolyzy po dobu
9 hodin. V tomto experimentu, i pfi opakovani, byl obsah glukosaminu stanoven: - text byl
odstranén z duvodu utajeni -. Po pfepocitani na mnozstvi dusiku ve vzorku, byly ziskany tyto
vysledky: - text byl odstranén z divodu utajeni -. Tyto hodnoty jsou vyznamné nizsi, nez
odpovidalo elementarni analyze tohoto vzorku, tedy 1,22 %. Rozdil ukazuje na podezfeni, ze
vSechen vzorek nebyl hydrolyzovan. DalSim moznym vysvétlenim by mohlo byt to, Ze dusik
nemusi byt pfitomen pouze ve formé N-acetyl-D-glukosaminu, nebo Ze Cast uvolnéného
glukosaminu muze podléhat vedlejSim reakcim a neni tak detekovan.

4.3.7. Obsah glukosaminu ve vzorku

Metodou titrace vzniklého glukosamin hydrobromidu pomoci NaOH byl stanoven obsah
glukosaminu, jako obsah volnych aminoskupin, pro obé vyrobené Sarze. Tento obsah byl
vypocétem nasledujici: - text byl odstranén z divodu utajenti -.

4.3.8. Stanoveni deacetylace chitinu, uréeni poméru glukanu a chitinu/chitosanu

Kdyz byl znam obsah volnych aminoskupin glukosaminu z titraCni metody, bylo mozné
spocitat, jaky obsah dusiku odpovidal tomuto obsahu. Z elementarni analyzy bylo znamo,
jaké bylo v obou vzorcich celkové mnozstvi dusiku odpovidajici obéma jeho zdrojlim, tedy
v souCtu glukosaminu i N-acetyl-D-glukosaminu. Rozdil celkového mnozstvi dusiku
ve vzorcich po odectu stanoveného mnozstvi dusiku v glukosaminu titraCni metodou pak
daval obsah dusiku, ktery musi odpovidat pouze N-acetyl-D-glukosaminu, jehoz procentualni
obsah bylo mozné zrozdilu mnozstvi dusiku vypocitat. Soucet vypocitaného obsahu
glukosaminu a N-acetyl-D-glukosaminu pak davalo zastoupeni chitosanu/chitinu ve vzorku.
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Pomér glukosaminu a N-acetyl-D-glukosaminu poskytlo informaci o stupni deacetylaci
chitinu. Souhrn vypogitanych obsah( je uveden v tabulce 19:

Tabulka 19 Vysledky obsahu glukosaminu, N-acetyl-D-glukosaminu ziskané vypoctem z analyz obsahu dusiku

vzorek Glukosamin 9% N odpovidajici Celkovy Rozdil obsahu N-acetyl-D-
% glukosaminu obsah N (%) N (%) glukosamin %
180510 PP1
- text byl odstranén z diivodu utajeni -
270510 PP2

Vypoctem bylo zjisténo:

- text byl odstranén z divodu utajeni -

O struktufe komplexu jsme mohli prohlasit:

- text byl odstranén z divodu utajeni -

O chitinu/chitosanu v obou komplexech bylo mozné fict:

- text byl odstranén z divodu utajeni -

Spojeni elementarni analyzy s acidobazickou titraci se tak ukazalo byt vhodnou metodou
pro stanoveni chemické charakteristiky izolovanych chitosan-glukanovych komplexd. Také
potvrdilo domnénku, ze obsah dusiku znamy z elementarni analyzy vypovida jen o tom, kolik
je v komplexu obsazeno chitinu/chitosanu, ale nefika nic o jeho stupni deacetylace. Stejné
tak, vysledny stuper deacetylace chitosanu byl dan metodou izolace produktu, ktery se zdal
byt opakovatelny (deacetylace - text byl odstranén z divodu utajeni -), ale jeho zastoupeni
v komplexu bylo dano podminkami rastu, kvalitou inokula, a pfedev§im jeho obsahem
v biomase Schizophyllum commune #127, respektive jeho zastoupenim v bunécné sténé.

4.3.9. NMR analyza vzorku

3C NMR spektra vzorkl jsou na obréazcich 16 a 17. Na obrazku 16 je spektrum hydroly-
zovaného vzorku 270510 PP2 (modré) spolu se spektrem glukosaminu (Cerné) a kyselinou
levulinovou (Cervené). Porovnani spekter téchto dvou standardd s hydrolyzovanym vzorkem
ukazuje, ze dany vzorek byl slozen z téchto dvou latek. Zbytek glukosy hydrolyzovaného
B-glukanu nebyl ve spektru patrny, v8echna glukosa byla tedy rozloZzena na kyselinu
levulinovou a uvolnéna kyselina mraven¢i byla odstranéna pfi odpafovani vzorku
po hydrolyze a pfi promyvani odparku. Ve spektru neni patrny ani N-acetyl-D-glukosamin,
protoze byl béhem hydrolyzy deacetylovan na glukosamin.

Na obrazku 17 jsou porovnana **C NMR spektra obou vzork(, tedy 180510 PP1 (modré)
a 270510 PP2 (Cervené). Je ziejmé, Ze obé latky maji spektrum shodné, tedy Ze stejna doba
hydrolyzy (8 hodin) byla u obou vzorkl dostate€na, aby byl deacetylovan veskery N-acetyl-D-
glukosamin a obsazeny glukan byl rozlozen na kyselinu levulinovou. Bylo dokazano, ze
vzorky neobsahuji stopy jinych monosacharidd a proteini pfitomnych v bunélné sténé
Schizophyllum commune #127, tedy alespon ne v koncentraci, ktera by byla detekovana.
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Obrazek 16 *C NMR spektrum kyseliny levulinové (€ervené), glukosaminu (erné)
a hydrolyzovaného vzorku 270510 PP2 (modré)
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Obrazek 17 *C NMR spektrum obou hydrolyzovanych vzorkt: 180510 PP1 (modré)
a 270510 PP2 (Cervené)




4.3.10. FTIR analyza vzorku
Infradervené spektrum v oblasti 500 — 4000 cm™ bylo ziskano ze vzorkil v KBr tabletach.

Spektra obou vzorku jsou zobrazena na obrazcich 18 (180510 PP1) a 19 (270511 PP2).
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Obrazek 19 FTIR spektrum vzorku 270510 PP2
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Po analyze ziskanych IC spekter bylo mozné Fici nasleduijici:

Piky v oblasti kolem 1632 cm™ byly pfifazeny charakteristické vibraci C=0 acetylovych
skupin chitinu, piky kolem 1565 cm™ zase charakteristické deformaci N-H a ukazuji
na pritomnost volnych aminoskupin glukosaminu. Piky kolem 2900 cm™ byly pfifazeny
charakteristické vibraci CH; skupin acetylu N-acetyl-D-glukosaminu. Struktura 3-fetézce byla
potvrzena v oblasti kolem 893 cm™ a 1371 cm™. Oba vzorky mély shodna spektra, byly
pozorovany pouze malé rozdily v posunech charakteristickych skupin a vazeb a to v fadu
jednotek cm™.

4.3.11. Analyza struktury vzorku

Po pozlaceni lyofilizovanych vzork( byla mikrostruktura ur€ena na elektronovém
skenovacim mikroskopu. Na obrazku 20 je fotografie izolovaného chitosan-glukanového
komplexu ze Schizophyllum commune #127 pfi zvétSeni 4900 x (vlevo) a 1510 x (vpravo).
Strukturu bylo mozno popsat jako neuspofadanou viaknitou.

SEM HV: 5.00 kv WD: 4.2618 mm " VEGAW TESCAN £
h

SEM MAG: 4.90 kx Det: SE Detector 10 um |
Date(m/dfy): 06/10/10 SM: RESOLUTION Digital Microscopy Imaging u U

g4 N AR
SEM HV: 5.00 kV WD: 4.2479 mm Lot VEGAW TESCAN
SEMMAG: 151 kx  Del: SE Deteclor 20 pm 7
Dale(m/d#y): 03/25/10 SM: RESOLUTION Digital Microscopy Imaging n

Obrazek 20 Mikrostruktura chitosan-glukanového komplexu po pozlaceni vzorku 270510 PP2

62



Primér vlidken vzorku byl kolem 1,45 ym, jak ukazuje obrazek 21 (zvétSeni 3920 x),
produkt tak vlastné tvofi strukturu mikrovlaken:

3N

.“,
-~

~D1=1455.8 nmi

- M
m

-~
-,

s

D2 =1427.5 nm

SEM HV: 5.00 kV WD: 9.5317 mm VEGAW TESCAN
SEM MAG: 3.92 kx Det: SE Detector 10 ym {
Dale(m/d/): 03/25/10 SM: RESOLUTION Digital Microscopy Imaging u

Obrazek 21 Urc€eni velikosti priméru vlakna chitosan-glukanového komplexu u vzorku 270510 PP2

4.3.12. Shrnuti metod doporuéenych k charakterizaci produktu

Na zakladé vysledkl analyz vzorkG je doporu¢eno pro charakterizaci chitosan-
glukanového komplexu pouzit tyto metody:

Analyzy proveditelné v pevné fazi:

Vzhled produkti — vzhled muze limitovat pouziti produktu a mize naznacovat chybu
ve vyrobnim postupu, vzorky by mély byt svétlé, krémové barvy.

Susina a popel — obé metody vyjadfuji zakladni charakteristiku produktu, obsah vody
muze byt stanoven jako ztrata suSenim pfi teploté 105 °C, mnozstvi popela vyjadfujici
pritomnost soli z nedostate¢né promyvaného vzorku byl stanoven pfi 800 °C. Vzorek by mél
obsahovat méné nez 10 % vihkosti a obsah popela by mél byt nizsi nez 1 %.

Nasakavost vzorku — metoda byla pouzita pro porovnani jednotlivych vyrobenych Sarzi,
jednodu8si a rychlejSi bylo analyzu provést pfi méfeni v prasku nez ve félii, kde byl
s vyhodou vyuzit vliv struktury vzorku. Limit bude uren teprve po ukonceni ovéfovani
ve vyrobé.

Elementarni analyza — obsah dusiku touto metodou vyjadfoval celkovy obsah dusiku
ve vzorcich a slouzil v kombinaci s uréenim obsahu glukosaminu k vypo€tu stupné
deacetylace chitinu a uréeni poméru chitinu/chitosanu a glukanu vzorkud. Limit bude uréen
teprve po ukon&eni ovérovani ve vyrobé.

63



Stanoveni obsahu glukosaminu — titraéni metoda s vyuzitim HBr a NaOH byla vyuzita
pro urCeni obsahu volnych NH, skupin, které odpovidaji obsahu glukosaminu. Limit bude
urcen teprve po ukoncCeni ovéfovani ve vyrobé.

FTIR analyza vzork(i — byla méFena v tabletach v rozsahu 500 — 4000 cm™, poskytla
informaci o pfitomnosti charakteristickych skupin produktu. Po zavedeni vyroby bude uréen
vnitfni standard, ktery bude slouzit pro kontrolu shody Sarzi vyrobenych produktu.

Analyzy proveditelné ve vodné suspenzi:

Stanoveni vodivosti a pH - tato charakteristika se ukazala byt uziteéna kvuli
pouzitelnosti produktu, pokud by vzorek mél extrémni pH bylo by jeho pouziti limitovano
nebo by byl vzorek nepouzitelny. Vodivost vyjadfovala také miru promyti vzorkd po kyselé
extrakci. Méfeni bude slouzit k meziopera¢ni kontrole ve vyrobé. Bude uréena limitni
hodnota (100 pS.cm™), vzorky budou po kyselé extrakci promyvany tak dlouho, dokud
nebude této hodnoty dosazeno, teprve potom budou odvodnény a suseny.

Analyzy proveditelné po hydrolyze vzorku na zakladni jednotky:

3C NMR analyza — po kyselé hydrolyze vzorkli 6 M HCI bylo mozné urdit obsah
zakladnich slozek chitosan-glukanového komplexu a potvrdit tak d&istotu produktu a
nepritomnost jinych monosacharidi a proteind bunécné stény Schizophyllum commune
#127. Metoda bude slouzit k ovéfeni nepfitomnosti nezadoucich slozek v produktu, nejprve
bude muset byt uréena mez detekce moznych kontaminantl (aminokyselin a monosacha-
ridd po hydrolyze vzorku).

Stanoveni obsahu dusiku - pouziti metody Elson-Morgan vyjadfovalo po kyselé
hydrolyze 6 M HCI celkovy obsah dusiku zastoupeném v souctu z glukosaminu a N-acetyl-D-
glukosaminu. Metoda méla velkou chybu stanoveni a nedoSlo k Uplné hydrolyze vzorku,
proto nebyla doporucena. Tato metoda nebude tedy vyuZivana.
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5. ZAVER

Byl ovéfen vliv sloZeni Zivné pudy u kultivace Schizophyllum commune #127 na produkci
biomasy, exopolysacharidu a vytéznost chitosan-glukanového komplexu. Vysledky ukazaly,
Ze obsah CHGK v biomase Sch. commne #127 pfi submerzni kultivaci byl vysoce variabilni
parametr, ktery se mohl vlivem vSech testovanych parametrd pohybovat mezi 23,5 — 39,5 %.
Nejvhodnéjsi z testovanych zdroji uhliku pro produkci CHGK Sch. commne #127 byla
sacharosa v koncentraci 40 g/L. Pfi testovani vlivu koncentrace zdroje dusiku ve formé KA
bylo nejlepsi produkce CHGK dosazeno na zivné pidé s pomérem navazek zdroju uhliku a
dusiku 35 : 2. Nejvhodnéjsi pro produkci komplexu byla vychozi hodnota pH zZivné pudy 6.
UdrZeni - text byl odstranén z davodu utajeni - podminek po celou dobu kultivace bylo
klicovym faktorem, pomoci kterého mohlo byt vyznamné zvySeno mnozstvi biomasy i obsah
CHGK v myceliu, a spolu s tim potlacena produkce exopolysacharidu. Na polosyntetickém
médiu (- text byl odstranén z divodu utajeni -) pfi intenzité vzduSnéni - text byl odstranén
z divodu utajeni -, Sch. commne #127 vyprodukovalo 6,63 + 0,50 g/L CHGK po 5 denni
kultivaci. Produkce exopolysacharidu byla 0,26 + 0,06 g/L, tedy dostate¢né nizka na to, aby
byla biomasa dobfe vyuZitelna.

Byl sledovan vliv jednotlivych etap izolace (deacetylace a extrakce) na fyzikalni a chemi-
cké vlastnosti CHGK. Bylo dokazano, Ze existuje rozdil v technice pfidani NaOH, pokud byl
NaOH rozpoustén ve vodné suspenzi mycelia, byla vySSi rozkolisanost vytézki komplexu a
mensi rozdil mezi nasakavosti produktu, coz ukazovalo na niZSi homogenitu pfipravenych
vzorku. PFi pfidavku NaOH jako roztoku k suchému myceliu byla vy$§i homogenita vzorkd,
rozdil ve vytézcich produkti byl s koncentraci NaOH méné vyrazny, naopak nasakavost
produktu se ukazala byt na mnozstvi NaOH zavisla. VysSi koncentrace NaOH, bez ohledu
na techniku pfidani, poskytovaly viditelné svétlejSi produkty s vys$8i nasakavosti a nizSim
zastoupenim uhliku a dusiku. Pfi druném kroku izolace produktu, extrakci, se ukazalo, Ze
pouziti kyseliny - text byl odstranén z divodu utajeni - nemélo vyrazny vliv na vytéZzek a
nasakavost produktd, s tim, Ze pfi pouziti kyseliny - text byl odstranén z divodu utajeni - byly
ziskany viditelné tmavsi vzorky.

Dva vzorky izolované navrzenym kone¢nym postupem z vys$8i navazky mycelia, tedy
deacetylované NaOH - text byl odstranén z dUvodu utajeni - a nasledné extrahované
kyselinou - text byl odstranén z divodu utajeni - se skladaly ze: - text byl odstranén z dtvodu
utajeni - % D-glukosaminu, - text byl odstranén z ddvodu utajeni - % N-acetyl-D-glukosaminu
(odpovida stupni deacetylace chitinu - text byl odstranén z divodu utajeni - %) a - text byl
odstranén z duvodu utajeni - % B-glukanu. Mély susinu 91,70 - 93,60 %, obsah popela 0,05 -
0,27 %, ptipravena 1,5 % vodna suspenze méla pH 4,91 - 5,09 a vodivost 35 - 53 uS.cm™.
Nasakavost t&chto vzorki ve folii byla shodné 2,63 g/g a v prasku 17 - 19 g/g. Analyza *C
NMR neukazala po hydrolyze na pfitomnost jinych slozek nez D-glukosaminu a kyseliny
levulinové, tedy degradaénich produktd chitinu/chitosanu a B-glukanu. IC spektra potvrdila
pritomnost charakteristickych vibraci acetylovych skupin chitinu (C=0), charakteristické
deformace volnych skupin glukosaminu (N-H) i strukturu B-fetézce. Vzorky byly krémové
bilé, vatovitého vzhledu, po SEM analyze se ukazalo, ze byly vlaknité s primérem vlakna
kolem 1,45 um. Vzorky nevykazovaly cytotoxicitu a mély velmi vysokou ucinnost pfi hojeni
ran (data nebyla uvedena).

Zhodnotime-li vysledky, je mozné fict, ze submerzni kultivace Schizophyllum commune
muze byt efektivné pouzita pro primyslovou izolaci chitosan-glukanového komplexu.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

B-bunka B-lymfocyt
CAZy Carbohydrate-Active Enzymes
CD Cluster of Differentiation, CD klasifikace podle povrchovych znaki bunék
COX cyklooxigenaza
CR3 komplementovy receptor
Dectin-1 typ buné&ného receptoru pro p-glukany
DMSO dimethylsulfoxid
DNA deoxyribonukleova kyselina
FRU fruktosa
GLU glukosa
HOG High Osmolarity Glycerol Pathway
CHGK chitosan-glukanovy komplex
IC infradervené
IL interleukin
INF-y interferon gama
KA kvasni¢ny autolyzat
Ka objemovy koeficient pfestupu kysliku
LAC laktosa
LacCer receptor pro laktosylceramid
MAC-1 receptor monocytu, neutrofild a NK-bunék
MAL maltosa
MIP receptor zanétlivych proteint makrofag
N molarita (g.mol™)
NK buriky imunitni buriky, pfirozeni zabijeci (,natural killer)
NMR nuklearni magneticka rezonance
NSAID nesteroidni antirevmatika
PBS pufr ~Phosphate Buffered Saline®, fosfatovy pufr pH 7 s 0,15 M NaCl
PDA bramboro-dextrosovy agar (,Potatoe Dextrose Agar®)
PKC proteinkinazova signalni draha
PLA2 fosfolipaza A2
- text byl odstranén z diivodu utajeni —
rpm pocet otaCek za minutu (,revolutions per minute)
SAC sacharosa
SEM skenovaci elektronovy mikroskop
SCH Schizophyllan
T-bunka T-lymfocyt
Tul efektorovy T-lymfocyt
TLR jeden z rozpoznavacich receptori bunék (,Toll-like receptors®)
TNF tumor nekrotizujici faktor
UDP uridindifosfat-glukosa
vvm vzdu$néni; vyjadfuje objemovy pratok vzduchu (L.min™) vztaZeny na objem

fermentoru (L)
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