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Chromatograficzne metody oczyszczania polisacharydéw grzybowych

Wstep

Ostatnio duzo uwagi poswigca si¢ badaniom dotyczacym specyficz-
nych polisacharydéw i ich kompleksow, zawartych w grzybach wyz-
szych szczegdlnie Basidiomycetes. Zwiazki te charakteryzuja sig roz-
norodnymi wlasciwosciami biomedycznymi, migdzy innymi wykazuja
zdolnosci przeciwnowotworowe, cytotoksyczne, immunoregulacyjne,
antyoksydacyjne, stymulujace wzrost komorek czy tez hipolipide-
miczne [Malinkowska, 2008, Zhang i inni, 2007]. Do lepiej poznanych
polisacharydéw o wtasciwosciach przeciwnowotworowych i immono-
modulacyjnych naleza: schizofylan pozyskiwany ze szczepu Schizo-
phyllum commune, lentinian z owocnikéw Lentinus edodes, grifolan
z owocnikoéw Grifola frondosa [ Wasser, 2002].

Wigkszo§¢ dotychczasowych badan nad polisacharydami pocho-
dzenia grzybowego dotyczy substancji pozyskiwanych z grzybni badz
z owocnikow przy zastosowaniu drastycznych warunkow ekstrakceji
(warto$¢ pH, temperatura), umozliwiajacych zniszczenie $ciany komor-
kowej i ekstrakcje polisacharydow [Malinkowska, 2008]. Otrzymane
polisacharydy poddawane sa nastgpnie procesowi oczyszczania glow-
nie przy pomocy technik chromatograficznych takich jak chromatogra-
fia jonowymienna, filtracja zelowa czy chromatografia powinowactwa.
Dobor techniki chromatograficznej jest uzalezniony od rodzaju polisa-
charydu grzybowego. Do rozdziatu polisacharydéw kwasnych i neutral-
nych uzywa si¢ migdzy innymi chromatografii kolumnowej na ztozach
jonowymiennych, takich jak DEAE-Cellulose lub DEAE-Sephadex
[Malinkowska, 2008]. Guo i wsp. uzyskali neutralne polisacharydy
z owocnikow Ganoderma lucidum, ktore oczyszczali przy uzyciu chro-
matografii na ztozach DEAE- Cellulose i DEAE-Sepharose [Guo i inni,
2009]. Z kolei przy uzyciu chromatografii zelowej na ztozu Sepharo-
se CL-6B uzyskano biopolimer ze szczepu Hericum erinaceus [Yaung
i inni 2003].

Mniej poznanymi substancjami bioaktywnymi sa grzybowe polisa-
charydy zewnatrzkomorkowe, ktore wydaja si¢ by¢ interesujacym ma-
terialem badan ze wzgledu na mozliwos¢ pozyskiwania ich w sposob
tani 1 mniej czasochlonny w poréwnaniu do otrzymywania polisacha-
rydow wewnatrzkomorkowych. Celem pracy bylo opracowanie chro-
matograficznej metody oczyszczania polisacharydéw zewnatrzkomor-
kowych pozyskiwanych ze szczepu Ganoderma applanatum.

Materiaty i metody

Warunki hodowli grzybowych

W badaniach wykorzystano 14-dniowy homogenat szczepu Gano-
derma applanatum, ktéorym zaszczepiano 100 ml wyselekcjonowanej
weczesniej pozywki hodowlanej umieszczonej w 250 ml kolbach Elen-
mayera. Hodowle wstrzasane prowadzono przez okres 14 dni w temp.
28°C przy 120 obr./min. Po tym czasie hodowle likwidowano i od-
dzielano grzybnig od ptynu pohodowlanego poprzez wirowanie (6 000
rpm,10 min.). Uzyskany ptyn pohodowlany wykorzystywano do eks-
trakcji polisacharydow.

Izolacja polisacharydow

Frakcjg zewnatrzkomérkowych polisacharydow stracano z ptynu po-
hodowlanego podwdjna objgtoscia 96% etanolu. Uzyskany osad odwi-
rowano (10 000 rpm, 10 min.), rozpuszczano w wodzie destylowanej
z dodatkiem 1 M NaOH i liofilizowano. Nastgpnie preparat zaggszcza-
no i odsalano przez ultrafiltracje (membrana 10 kDa). Surowy, wstepnie

oczyszczony preparat polisacharydu poddawano procesowi chromato-
grafii.

Chromatografia zelowa polisacharydéw

Proces oczyszczania przeprowadzono przy uzyciu zestawu do chro-
matografii BioLogic LP firmy BioRad wyposazonego w detektor UV
oraz kolektor frakcji BioRad 2110. Zastosowano dwa rozne no$niki
chromatograficzne Sepharose 6B oraz Sepharose CL-4B. Na kolumng
nanoszono po 1 ml probki o stezeniu 1,5 mg/ml; elucje prowadzono za
pomoca 0,2 M NaCl (pH 7,0).

Metody analityczne

Catkowite stgzenie cukréw oznaczono metoda kolorymetryczng
[Dubois i inni, 1956] natomiast stezenie biatka metoda opisana w pracy
[Bradford, 1976].

Wyniki i dyskusja

Obecnie wigkszos$¢ polisacharydow pochodzenia grzybowego uzy-
skuje si¢ w oparciu o czasochtonne oraz wieloetapowe procedury izo-
lacji i frakcjonowania polegajace migdzy innymi na stracaniu cukrow
etanolem a nastgpnie wielokrotnej ekstrakcji preparatu wrzaca woda
oraz roztworami szczawianu amonu i NaOH. Wyekstrahowane poli-
sacharydy sa nastgpnie oczyszczane za pomoca réoznych technik chro-
matograficznych. W przedstawionej pracy preparat polisacharydu ze-
wnatrzkomérkowego uzyskano z ptynu pohodowlanego, otrzymanego
z hodowli plynnej szczepu Ganoderma applanatum w wyniku prostej
procedury stracania cukru etanolem.

Nastgpnie surowy preparat polisacharydu (Ho) poddano procedu-
rze oczyszczania z zastosowaniem technik chromatograficznych. Ze
wzgledu na staba rozpuszczalno$é surowego polisacharydu w wodzie
do preparatu dodawano 1 M NaOH az do osiagnigcia pH 11,8 przy kto-
rym uzyskano catkowita rozpuszczalno$¢ badanego preparatu (Tab. 1).
Przed naniesieniem na kolumng preparat wstgpnie oczyszczono z biatek
i zaggszczono uzyskujac stezenie wyjsciowe polisacharydu 1,53 mg/
ml. Tak przygotowany preparat (H1) nanoszono na dwa rodzaje kolumn
chromatograficznych Sepharose 6B lub Sepharose CL-4B w celu dobo-
ru najlepszych warunkow rozdziatu. W czasie oczyszczania na kolum-
nie Sepharose 6B analizowano piki Fh1, Fh2 i Fh3; natomiast w czasie
oczyszczania preparatu na kolumnie Sepharose CL-4B analizowano
piki F1, F2, F3 (Rys. 1 i Rys. 2). Bardziej symetryczne piki (Fh1, Fh2
i Fh3) $wiadczace o lepszym rozdziale polisacharydow otrzymano po
zastosowaniu nosnika Sepharose 6B.

Tab. 1. Przewodnictwo i warto$ci pH uzyskane na poszczegdlnych etapach
oczyszczania polisacharydow

. Przewodnictwo
Frakcja H
! (1] r
Ho 450 3.8
H1 0,008 11,8
F1 18,4 6.4
F2 19,1 6,2
F3 19,1 6,2
Fhl 0 3,9
Fh2 0 43
Fh3 0 4,6

W zaleznosci od rodzaju zastosowanego w procesie oczyszczania nos-
nika uzyskano odmienne wlasciwosci otrzymanych frakcji. Na no$niku
Sepharose 6B najwigksze stezenie cukrow obserwowano dla frakcji Fh2
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Rys. 2. Profil elucji polisacharydow oczyszczonych w kolumnie Sepharose CI-4B

i Fh3 (0,92 i 0,87 mg/ml). W przypadku frakcji Fhl stezenie cukrow
byto najmniejsze i wynosito 0,23 mg/ml. Odwrotna tendencjg uzyskano
na nos$niku Sepharose CI-4B, gdzie najwigksze st¢zenie cukrow uzyska-
no dla frakcji F1 (0,1 mg/ml) najmniejsze za$§ w przypadku frakcji F3
(0,076 mg/ml) (Tab. 2).

Tab. 2. Stezenie biatek i cukrow uzyskane na poszczegodlnych etapach oczyszczania
polisacharydow

Frakeia Stezenie biatka Stezenie cukru
] [mg/ml] [mg/ml]
HO 0,023 0,303
HI 0,021 1,53
Fl 0 0,100
F2 0 0,084
F3 0 0,076
Fhi 0 0,23
Fh2 0 0,92
Fh3 0 0,87

Wstepnie przeprowadzone badania fizyczne otrzymanych frakcji po-
lisacharydow wykazaly, ze uzyskane polisacharydy charakteryzuja si¢
dobra rozpuszczalnoécia w wodzie, jednak w wyniku procesu chroma-
tografii traca swoje wlasciwosci zelujace, ktore obserwowano w przy-
padku surowego preparatu polisacharydu (HO).

Odmienne wlasciwosci fizyczne uzyskanych substancji potwierdzaja
badania wartosci pH tych preparatow. Frakcje polisacharydowe uzy-
skane w czasie oczyszczania z zastosowaniem nosnika Sepharose 6B
wykazywatly wartos¢ pH 6,2 podczas gdy frakcje otrzymane w czasie
oczyszczania na nosniku Sepharose Cl-4B warto$¢ pH 4.

Analiza przewodnictwa uzyskanych substancji potwierdzita dobry
stopien ich oczyszczenia. Stopien przewodnictwa ulegat spadkowi wraz
z procesem oczyszczania z 450 uS do wartosci 19,1 uS dla frakeji uzy-
skanych w czasie oczyszczania na no$niku Sepharose CI-4B 1 0 puS dla
frakcji oczyszczanych na nos$niku Sepharose 6B (Tab. 1).

W otrzymanych po rozdziale frakcjach polisacharydéw nie obserwo-
wano obecnosci bialek, co dodatkowo potwierdzity analizy spektrum
UV-Vis. Nie wykazano absorbancji przy dlugosci fali 280 i 260 nm co
Swiadczy o braku biatek i kwasow nukleinowych w badanych substan-
cjach (Tab. 2. i Rys. 3).

rozpuszczalniki organiczne obecne w odczynniku Sevag sa trudne do
oddzielenia od oczyszczanej substancji co wyklucza zastosowanie ta-
kich preparatow do potrzeb medycznych i dietetycznych. Zatem zasto-
sowanie chromatografii w procesie oczyszczania cukrow pozwala na
uzyskanie nowych frakcji polisacharydowych, bez potrzeby stosowania
kontrowersyjnego odczynnika Sevag [Synytsya i inni, 2009].

Whioski

Zaproponowana w pracy procedura oczyszczania polisacharydow
z wykorzystaniem technik chromatograficznych pozwala na catkowite
oczyszczenie preparatu z biatek przy jednoczesnym zachowaniu wyso-
kiej ilosci polisacharydu. Bardziej symetryczne piki uzyskano w przy-
padku rozdziatu preparatu na nos$niku Sepharose 6B. W zaleznosci od
zastosowanego w chromatografii nosnika, otrzymuje si¢ frakcje polisa-
charydowe o odmiennych wlasciwosciach fizycznych.
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