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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest hydrolizat a-(1—3)-glukandéw wyizolowanych z owocnikéw zétciaka
siarkowego Laeliporus sulphureus, znajdujacy zastosowanie jako prebiotyk dla ludzi i zwierzat wspo-
magajacy namnazanie i wzrost dobroczynnej mikroflory jelitowej, zaburzonej np. na skutek przebytej
antybiotykoterapii, stresu lub nieprawidtowej diety.

Do znanych i wymienionych przyktadowo w publikacji J. App/ Glycosci, 2005, 52, 267-271; Adv.
Exp. Med. Biol., 2016, 902, 119-142; World J. Microbiol. Biotechnol., 2011, 27, 1119-1128, prebiotykéw
zalicza sie, m.in. oligosacharydy czyli weglowodany o niskiej masie czasteczkowej, zawierajace
od dwodch do kilkunastu jednostek monosacharydowych. Przykltadem oligosacharydow sa pochodne
skrobi, jak np., maltooligosacharydy, izomaltooligosacharydy, nigerooligosacharydy, cyklodekstryny,
trehaloza, gentiooiigosacharydy, kojooligosacharydy; pochodne sacharozy, takie jak, fruktooligosacha-
rydy, izomaltuloza, rafinoza, stachioza; czy tez pochodne laktozy typu, galaktooligosacharydy, laktuloza,
laktitol i inne.

Oligosacharydy takie moga by¢ otrzymywane poprzez bezposrednig ekstrakcje z nieprzetworzo-
nych surowcow roslinnych lub zwierzecych, np. oligosacharydy sojowe; synteze chemiczna z disacha-
rydéw, np: oporne dekstryny, laktuloza; synteze z uzyciem enzymow, np. ksylo- i galaktooligosacharydy
czy tez kontrolowana hydrolize chemiczna lub enzymatyczna réznego rodzaju polisacharydéw, np. fruk-
tooligosacharydy z inuliny.

Ze wzgledu na cenne z punktu widzenia technologii produkcji Zywnosci wiasnosci fizykoche-
miczne, takie jak dobra rozpuszczalno$é w wodzie, brak zapachu, umiarkowana zawarto$é sacharozy,
wysoka zdolno$¢ do utrzymywania wilgotnosci bez zwiekszania aktywnosci wody, stabilnos¢ w szero-
kim przedziale pH, czy tez zdolno$¢ do stabilizacji réznych substancji aktywnych, wiele z wymienionych
oligosacharydéw stosowanych jest jako dodatki do zywnosci, szczegdlnie napojéw, wyroboéw cu-
kierniczych i mleczarskich (Food Res. Int., 2009, 42, 8-12; Carbohydr. Pol., 2007, 68, 587-597). Naj-
wazniejsza jednak przyczyna zainteresowania oligosacharydami jako dodatkami do Zzywno$ci sa
ich wtasciwosci biologiczne. Uktad pokarmowy zasiedlony jest przez bardzo liczng i ztozong populacje
bakterii, gtdwnie beztlenowych. Oligosacharydy w znacznym stopniu modyfikuja skfad tej mikroflory je-
litowej, poniewaz stuzg jako substraty dla wzrostu i namnazania sie bakterii z rodzaju Bifidobacterium
i Lactobacillus, ktore uwazane sa za korzystnie wptywajace na organizm gospodarza (Ann. Rev. Nutr., 2002,
22, 104-138; Int. Dairy J., 1999,9.69-80; Adv. Exp. Med Biol., 2016, 902, doi 10.1007/978-3-319-31248-4-9).
Oligosacharydy fermentowane sa przez te mikroorganizmy do kwasu mlekowego oraz krétkotancuchowych
kwasow tluszczowych, takich jak kwas octowy, mastowy czy propionowy. Dowiedziono, Ze prebiotyczne
oligosacharydy maja udziat w terapii i profilaktyce schorzer uktadu pokarmowego, zapewniajac wia-
Sciwe funkcjonowanie jelit, wptywaja na poprawe funkcji immunologicznych organizmu poprzez zwigk-
szanie produkcji IgA, interleukiny 10 oraz liczebno$ci i aktywnosci fagocytarnej leukocytéw, a takze sa
stosowane w profilaktyce chordb krazenia, poniewaz ograniczaja wchtanianie glukozy, cholesterolu
i tuszczdéw ze Swiatta przewodu pokarmowego.

Prebiotyczne oligosacharydy zawierajace jedno lub wiele wigzan a-(1—3)-glukozydowych znane
sg jako nigerooligosacharydy i charakteryzuja sie stopniem polimeryzacji od 2 do 10. Poza wigzaniami
a-(1-3)-glukozydowymi, moga zawiera¢ wiazania a-(1—-1), a-(1-2), a-(1—4) lub a-(1—-6)-glukozy-
dowe, w roznej proporcji (M. Stacey and J. M. Webber: Methods in Carbohydrate Chemistry, I, 339-341,
AcademicPress, 1962).

Dotychczas opisano (Biosci. Biotechnol. Biochem. 2002, 66, 1806-1818; J. Biosci. Bioeng. 2002,
94, 336-342) cykliczne nigerooligosacharydy (CNN) zawierajace cztery reszty D-glukopiranozowe
potaczone naprzemiennie wystepujacymi wiazaniami a-(1—-3)- i a-(1—6)-glukozydowymi. CNN sa
syntetyzowane z dekstranopodobnego polisacharydu z uzyciem degradujacego go enzymu (Eur. J.
Biochem., 1994, 226, 633-639 i 641-648) lub z maltodekstryn poprzez taczne dziatanie 6-a-gluko-
zylotransferazy i 3-a-izomaltozylotransferazy (J. Biosci. Bioeng., 2003, 95, 215-224; Trends Glycosci.
Glycotechnol., 2002, 14, 321-333). Jak doniesiono w J. Agricultural Food Chem. 2005, 53, 5911-5916;
Lett. Appl. Microbiol. 2005, 40, 385-390, rowniez liniowe oligosacharydy zawierajace reszty glukozowe
potaczone wigzaniami a-(1—-3)-, a-(1—>6)-glukozydowymi maja wtasciwos$ci prebiotyczne. Sg one
wytwarzane przez enzym alternanosacharaze z Leuconostoc mesenteroides w obecnosci akceptorow
cukrowych o niskiej masie czasteczkowej. Nigerooligosacharydy bedace mieszanka nigerozy (dimer),
nigerozyloglukozy (trimer) i nigerozylomaltozy (tetramer) sa produkowane na duza skale z maltozy
przy uzyciu a-glukozydazy wytwarzanej przez Acremonium implicatum S4G13, co ujawniono w opisie
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patentowym JP 59559 i publikacji Biosci. Biotechnol. Biochem. 1997, 61, 439-442. Z opisu patentowego
JP 322958 znana jest tez metoda otrzymywania nigerozy w reakcji hydrolizatéw skrobi z glukanotrans-
feraza cyklodekstrynowa. Nigerooligosacharydy moga by¢ otrzymywane takze w procesach hydrolizy
enzymatycznej lub kwasowej, takich polimeréw produkowanych przez mikroorganizmy, jak nigeran
lub elsinan (M Stacey and J. M. Webber: Methods in Carbohydrate Chemistry, I, 339-341, Acade-
micPress, 1962). Ponadto, jak opisano w publikacji Agric. Biol. Chem., 1988, 52, 1345-135, otrzymy-
wane sa takze w procesie katalizowanej przez a-glukozydaze, transglikozylacji czy kondensaciji. Z opisu
patentowego JP 759559 znana jest rowniez metoda produkcji nigerooligosacharydéw w reakcji polisa-
charyddéw lub oligosacharydéw zawierajacych wigzania a-(1—4)-glukozydowe z glukozylotransferaza
pochodzaca z hodowli grzyba z rodzaju Acremonium sp., ktéra syntetyzuje wigzania a-(1—3)-glukozy-
dowe. (1—-3)-a-D-glukan moze pochodzi¢ z réznych zroédet, m.in. rodlin, bakterii, a szczegdinie grzybdéw.
Polisacharydy izolowane z grzybdéw, w tym z owochikéw grzybow wielkoowocnikowych, maja zréznico-
wana budowe chemiczna, sktadaja sie z réznych monomerdéw potaczonych wiazaniami (1-3), (1-4),
(1—-6)-glikozydowymi. Najlepiej poznane pod wzgledem wtasciwosci biologicznych sg homopolimery
glukozy, gtéwnie B-glukanv np, lentinian, schiozofylan czy grifolan, natomiast stabo zbadane pod tym
wzgledem sa a-(1-3)-glukany. Wiadomo, ze biopolimery zbudowane z jednostek glukozy potaczonych
wigzaniami a-(1—-3)-glukozydowymi, ktérych obecnos¢ stwierdzono w Scianie komdrkowej takich ga-
tunkow grzybow jak, drozdze Schizosaccharomyces, grzyby nitkowate z rodzaju Aspergillus, grzyby
wielkoowocnikowe, jak np., Pleurotus, Fomitopsis czy Laeliporus, sa nierozpuszczalne w wodzie, nato-
miast rozpuszczaja sie w alkaliach. Do tej pory w publikacjach Appl. Microbiol Biotechnol, 2002, 60,
258-274; Carbohydr. Res., 2001, 336, 127-140; Biotechnol. Lett., 2011, 33, 787-795; Biol. Pharmaceu-
tical Bull, 1996, 19, 114-121; Int. J. Biol. Macromol, 2012, 51, 1014-1023, opisano gtdwnie wiasciwosci
immunomodulacyjne tych polisacharyddw. Z publikaciji w Carbohydr. Pol., 2009. 56, 548-556, znany jest
jako prebiotyk w stosunku do bakterii Bifidobacterium i Lactobacillus, liniowy a-(1—3)-glukan pocho-
dzacy jedynie z grzyba Pleurotus ostreatus i Pleurotus eryngii.

Jak dotad, w znanym stanie techniki, nie ujawniono zrédta otrzymywania oligosacharydéw o wia-
$ciwosciach prebiotycznych w wyniku hydrolizy grzybowych a-(1—3)-glukanéw, a duze zapotrzebowa-
nie na takie sktadniki sprawia, ze wciaz poszukuje sie nowych, relatywnie tanich i tatwo dostepnych
2rédet prebiotykdw, co byto celem niniejszego wynalazku.

Nieoczekiwanie okazato sie. ze hydrolizat a-(1—3)-glukandw, wyizolowanych z powszechnie
dostepnego o stosunkowo niskiej cennie surowca, jakim sg owocniki zétciaka siarkowego Laetiporus
sulphureus, w efekcie daje substancje o wysokim stopniu bifidogennym.

Istota wynalazku jest hydrolizat a-(1—3)-glukandéw otrzymany poprzez cze$ciowa hydrolize kwasowa
grzybowego a-(1—3)-glukanu, z owocnikow zdétciaka siarkowego Laetiporus sulphureus, zawiera-
jacy a-(1-3)-glukooligosacharydy do zastosowania jako prebiotyk.

Otrzymanie oligosacharydow z a-(1—3)-glukandw wyizolowanych z owocnikéw zdfciaka siarkowego,
z uzyciem cze$ciowej hydrolizy kwasowej, umozliwia pozyskanie mieszaniny a-(1—3)-glukooligosacha-
rydéw o stopniu polimeryzacji od 2 do 10, co przedktada sie na ich wysokie wladciwo$ci prebiotyczne,
na przykfad, w stosunku do bakterii mlekowych Bifidobacterium i Lactobacillus, wyrazone poprzez war-
tosci gestosci optycznej (ODsoo) hodowli tych bakterii, odczytywane w hodowlach in vitro, co opisano
w ponizszych przyktadach.

Przyktad 1. Otrzymywanie hydrolizatu a-(1—3)-glukanéw wyizolowanych z zétciaka
siarkowego Laetiporus sulphureus.

50 g wysuszonych i zmielonych owocnikéw zétciaka siarkowego Laetiporus sulphureus, zawieszano
w 2 dm? wody destylowanej i gotowano przez 60 min w autoklawie w temp. 121°C, po czym pozostawiono
na 12 godz. w temperaturze pokojowej. Po odwirowaniu i przeptukaniu woda destylowana, czynnos$¢ te
powtarzano jeszcze 2-krotnie. Przeptukany i odwirowany osad zawieszano w 2 dm3 1M NaOH i mie-
szano przy uzyciu mieszadta magnetycznego (300 obr/min) przez 24 godziny. Po tym czasie, uzyskany
po odwirowaniu supernatant, neutralizowano przy uzyciu 1M HCI. Wtracony biaty, amorficzny precypitat
(a-(1—>3)-glukany) przeptukiwano 3-krotnie wodg destylowana, zamrazano i suszono w liofilizatorze.
40 g otrzymanych o-(1—3)-glukanéw poddano hydrolizie przy uzyciu 100 ml 0,1 M HzSOa4 w ciagu 1 godz.
w temp. 100°C. Pozostato$ci usunieto przez odwirowanie w ciagu 20 min, przy 12000 obr/min. Otrzy-
many supernatant zneutralizowano za pomocg CaCOs. Po ponownym odwirowaniu w warunkach
jak wyzej, supernatant poddano odsoleniu, a odsolony roztwér zawierajacy a-(1—3)-glukooligosa-
charydy zageszczono za pomoca wyparki prézniowej i zliofilizowano. Analize sktadu otrzymanego
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hydrolizatu przeprowadzono technikg HPLC. Otrzymany hydrolizat zawierat glukoze oraz a-(1—3)-glu-
kooligosacharydy o stopniu polimeryzacji DP od 2 do 10. Sktad otrzymanego hydrolizatu przedstawiono
na rysunku w tabeli 1.

Przyktad 2. Badanie potencjalnego efektu prebiotycznego hydrolizatu wedtug wynalazku
na bakterie Lactobacillus acidophilus.

100 ml podtoza hodowlanego MRS pozbawionego zrodet wegla BTL, zawierajacego 0,05% (w/v)
dodatek chlorowodorku L-cysteiny, uzupetniono do wartosci 0,5% (w./v) hydrolizatem a-(1—3)-gluka-
néw izolowanych z zétciaka siarkowego L. sulphureus, jak opisano w przyktadzie 1. Réwnolegle w spo-
s6b tozsamy przygotowano powyzsze podtoze MRS zawierajace 0,5% (w/v) komercyjnych prebiotykéw:
inuling (Raftiline HP) oraz fruktooligosacharydy — FOS (Raftilose P95) Podtoza zawierajace komercyjne
prebiotyki wykorzystano jako kontrole pozytywna efektu prebiotycznego hydrolizatu a-(1—3)-glukanéw
izolowanych z Zétciaka siarkowego.

Tak przygotowane podtoza zaszczepiono szczepem bakterii kwasu mlekowego Lactobacillus aci-
dophilus PCM 2499 i inkubowano warunkach beztlenowych, w temperaturze 37°C, w czasie 72 godzin.
W czasie trwania hodowli, prowadzonej w automatycznym czytniku wzrostu mikroorganizmadw, monito-
rowano co dwie godziny jej gestos¢ optyczna ODeoo Kazdy pomiar wykonano trzykrotnie a wynik przed-
stawiono jako wartosé srednia. Uzyskane w czasie hodowli wartosci gestosci optycznej ODsoo bakterii
L. acidophilus PCM 2499 rosnacych odpowiednio na hydrolizacie a-(1—3)-glukanéw, FOS i inulinie
przedstawiono w tabeli 2.

Przyktad 3. Badanie potencjalnego efektu prebiotycznego hydrolizatu wedtug wynalazku
na bakterie Lactobacillus plantarum.

W warunkach jak w przyktadzie 2 przeprowadzono hodowle bakterii kwasu mlekowego L. plantarum
ATTC 14917 na pozywkach zawierajacych hydrolizat a-(1—3)-glukanéw, FOS i inulinie jako jedynym zrédle
wegla. Uzyskane w czasie hodowli wartosci gesto$ci optycznej ODesoo bakterii L. plantarum ATTC 14917
rosnacych odpowiednio na hydrolizacie a-(1—3)-glukanéw, FOS i inulinie przedstawiono w tabeli 2.

Przyktad 4. Badanie potencjalnego efektu prebiotycznego hydrolizatu wedtug wynalazku
na bakterie Lactobacillus acidophilus.
W warunkach jak w przykfadzie 2 przeprowadzono hodowle bakterii kwasu mlekowego L. acidophilus
ATTC 20079 na pozywkach zawierajacych hydrolizat a-(1—3)-glukanéw, FOS i inulinie jako jedynym zrédle
wegla. Uzyskane w czasie hodowli wartosci gestosci optycznej ODeoo bakterii L. acidophilus ATTC 20079
rosnacych odpowiednio na hydrolizacie a-(1—3)-glukanéw, FOS i inulinie przedstawiono w tabeli 2.

Przyktad 5. Badanie potencjalnego efektu prebiotycznego hydrolizatu wedtug wynalazku
na bakterie Bifidobacterium infantis.

W warunkach jak w przyktadzie 2 przeprowadzono hodowle bakterii kwasu mlekowego B. infantis
ATTC 1567 na pozywkach zawierajacych hydrolizat a-(1—3)-glukanow, FOS i inulinie jako jedynym zrédle
wegla. Uzyskane w czasie hodowli wartosci gestosci optycznej ODeoo bakterii B. infantis ATTC 1567 rosna-
cych odpowiednio na hydrolizacie a-(1—3)-glukanéw, FOS i inulinie przedstawiono w tabeli 2.

Przyktad 6. Badanie potencjalnego efektu prebiotycznego hydrolizatu wedtug wynalazku
na bakterie Bifidobacterium bifidum.

W warunkach jak w przyktadzie 2 przeprowadzono hodowle bakterii kwasu mlekowego B. bifidum
ATTC 41410 na pozywkach zawierajacych hydrolizat a-(1—-3)-glukanéw. FOS i inulinie jako jedynym
zrédle wegla. Uzyskane w czasie hodowli wartosci gestosci optycznej ODeoo bakterii B. bitidum ATTC
41410 rosnacych odpowiednio na hydrolizacie a-(1—3)-glukandw, FOS i inulinie przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 1.

Cukry (%)
Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G10
14,4 17,5 16,8 14,8 12,0 9,1 6,7 44 2,9 1.4
Gl — glukoza, G2-G10 — a-(1—3)-glukooligosacharydy
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Tabela 2
Wartosé gestosci
Przyklad | Mikroorganizm Prebiotyk | optycznej komorek
[ODgoo] po czasie
hodowli 72 podz.
Lactobacillus Ir;;)llga 060()255
. acidophilus hydrolizat ,
Fan 9
PCM 2499 a-(1 3 3)-glukanow 0,32
Lactobacitlus ]r;?t;l)lga 0(())8
lantarum : ,
3 piant hydrolizat
ATTCIO1T | 0 elukanow 0,35
Lactobacillus Ir;lzl)l;\ : 0? ]
4 acidophilus hydrolizat .
- ATTC 20079 e lokang 042
a-(1 —=3)-glukanéw
Bifidobacterium Ir;;lil)lga 069)5
infantis : n
5. hydrolizat
ATTCIS67 | 153} glukanow 1,05
Bifidobacterium h;:il)l:a 8(1)25;
6 bifidun: hydrofizat !
' A 414
TTC 41410 a-(1—3)-glukanow 0.2

Zastrzezenie patentowe

1. Hydrolizat o-(1—3)-glukanéw wyizolowanych z owocnikdw Zzotciaka siarkowego Laetipo-
rus sulphureus do zastosowania jako oligosacharydowy prebiotyk zawierajacy a-(1—3)-glu-
kooligosacharydy.
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