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(57) Anotace:
Zptsob fermentaéni pfipravy extracelulamiho glukanu pomoci
hub z rodu Claviceps, spo&ivajici v tom, Ze se jako producent
pouzije kmen hub z rodu Claviceps, ktery naprodukuje
exopolysacharidy a neprodukuje alkaloidy a jim podobné
biologicky aktivni l4tky, zejména ze skupiny kment Claviceps
viridis a Claviceps maximensis, a submersni kultivace se
provadi pfi teploté 18 aZ 28 °C, na syntetickém kultivadnim
médiu, biomasa produkniho mikroorganismu se z kultiva&ni
tekutiny po fermentaci odstrani filtraci & odsttedénim a
retendt je po dialyze stabilizovan do findlni podoby lyofilizaci.
Neamorfhi forma glukanu se pfipravi tak, Ze se retendt vystavi
ucinku stejnosmémého proudu v elektrokoagulaénim zafizeni
s Zeleznou & hlinfkovou ob&tovanou elektrodou pti proudové
hustot€ 0,05 az 0,8 mA/cm? plochy vnofenych elektrod pfi
napétovém gradientu 0,2 aZ 2 V/cm vzdalenosti mezi dvéma
elektrodami, nebo se v elektrokoagulagnim zafizeni pouiji
elektrody z nerezové oceli a do roztoku se pfidaji soli t&kych
kovty, s vyhodou soli hliniku, m&di, Zeleza, kadmia nebo
olova, v mnoZstvi 2 aZ 15 ml nasyceného roztoku soli na 1 litr
kultiva¥ni tekutiny.
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Zpisob fermenta¢ni pFipravy extraceluldrniho glukanu pomoci hub Claviceps sp.

Oblast techniky

Vyndlez se tykd dvoustupiiového zpiisobu extracelularniho glukanu, zaloZeného na vyuZiti hub
rodu Claviceps.sp.

Dosavadni stav techniky

3/1,6 B-glukan (déle glukan) je polysacharid, jehoZ vyjime¢né vlastnosti jsou v souvislosti s imu-
noprotektivnim i&inkem (Patent US 5 576 015 a 5 702 719) studovany (Hiroiku Ueno Beta—1,3~
D-Glucan, its Immune Effect and its Clinical Use.Jap J.Soc.Terminal Systemic Diseases. 6:151—
154,2000) vice nez 40 let. Jelikoz se glukan nejéastdji nachazi ve sténach mikroorganismi,
pfedstavuje pro imunitni systém lidského organismu signl pro indukci nespecifické imunitni
reakce. (V&tvitka, V, et al. Orally —administered yeast B-1,3—glucan prophylactically protects
against anthrax infection and cancer in mice. J.Am.Nutraceutical Assoc.5(2), 16-20, 2002).
Glukan se tradi¢né izoluje z pfirodnich zdroja jako je obili (zejména oves, jeémen, Zito: pfihlaska
WO 2001/59147), dale pak z bunéénych stén mikroorganismi. Vyznamnym zdrojem glukanu je
pekafské drozdi (patent CZ 274918 a 281220) a biomasa vys$ich hub (Borchers et al..
Mushrooms, tumors and immunity. Proc. Coc. Exp Biol Med. 221(4): 281-93, 1999). Hlavnim
technologickym problémem pfi izolaci a purifikaci &istého glukanu je mno¥stvi daliich latek
doprovézejicich glukan ve vychozich pfirodnich materidlech (Autio et al. Effects of processing
on the microstructure of oat bran concentrate and the physicochemical properties of isolated
beta—glucans Food structure 11, 47-54, 1992). Tento problém je moZno vyfesit za pomoci mikro-
organismu, které produkuji rozpustny glukan do fermentaéni pidy b&hem submerzni kultivace.
V roce 1991 publikoval (Lawford a Rosseau Bioreactor design cinsiderations in the production of
high—quality microbial exopolysaccharide Appl Biochem Biochech 28, 667-684) studii o fer-
mentacni pfiprav€ velmi Cistého exopolysacharidu (glukanu) v submerzni kultufe pomoci bakterii
Alcaligenes faecalis a Agrobacterium radiobacter. V literatufe je také popsana nadprodukce
(Buck et al. J.Gen.Microbiol. 51, 337-352 1968; Pazoutova et al., J.Nat.Prod. 44, 225-235, 1981)
glukanu v submerzni kultivaci hub druhu Claviceps sp. doprovizena biosyntézou alkaloidd.
Nespornou vyhodou fermentaéni pfipravy je pom&mé snadna izolace glukanu sra¥enim acetonem
¢i ethanolem z kultiva¢ni tekutiny zbavené biomasy ve srovnani s komplikovanou technologii
izolace glukanu z obili. (Bhatty R. Extraction and enrichment of (1-3),(1-4)-Beta-D—glycan
from barley and oat brans Cereal Chem. 70, 73-77 1993). SraZenim rozpoustédly se viak glukan
trvale pievede do nerozpustné amorfni formy.

Podstata vynilezu

Pfedmétem vynalezu je zpiisob fermentalni pfipravy extracelularniho glukanu pomoci hub z rodu
Claviceps, pfi kterém je jako producent pouzit kmen hub z rodu Claviceps, ktery nadprodukuje
exopolysacharidy a neprodukuje alkaloidy a jim podobné biologicky aktivni latky. Tuto podmin-
ku splfiuji zejména kmeny vybrané ze skupiny Claviceps viridis a Claviceps maximensis. Pro
pfipravu extraceluldrniho glukanu podle vynalezu vykazuji nejvhodnéj$i vlastnosti kmeny Clav-
iceps viridis a Claviceps maximensis, PF2. Submerzni kultivace se provadi pfi teploté 18 a%
28 °C, na syntetickém kultivatnim médiu, biomasa produkéniho mikroorganismu se z kultiva&ni
tekutiny po fermentaci odstrani filtraci &i odstfed&nim a retenat je po dialyze stabilizovan do
finélni podoby lyofilizaci.

V pripadech, kde neni podminkou aplikace snadna rozpustnost glukanu Ize tento produkt izolovat
za pouziti modifikované metody elektokoagulace do neamorfni formy (Mollah et al. Electro-
coagulation(EC)—science and applications J Hazard.Mat. B84 29-41 2001).
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Pfi této metod€ se postupuje tak, Ze se retenat vystavi u¢inku stejnosmérného proudu v elektro-
koagulaénim zafizeni s Zeleznou &i hlinikovou obé&tovanou elektrodou pti proudové hustoté 0,05
az 0,8 mA/cm® plochy vnofenych elektrod pfi napéfovém gradientu 0,2 aZ 2 V/cm vzdalenosti
mezi dvéma elektrodami.

Tento postup je mozno modifikovat tak, e se v elektrokoaguladnim zatizeni pouziji elektrody
z nerezové oceli a do roztoku se pfidaji soli tézkych kovi, s vyhodou soli hliniku, médi, Zeleza,
kadmia 2 olova v koncentraci 2 aZ 15 ml nasyceného roztoku soli na 1 litr kultivadni tekutiny.
Timto postupem je moZno ve spojeni s G&inkem stejnosmémého proudu pfipravit homogenni
smés sférickych nano¢astic o rizném priméru.

Ptiklady provedeni vynalezu

Priklad 1

Rozpustny glukan byl pfipraven submerzni fermentaci za pomoci kmene Claviceps maximen-
sisPF2 ze sbirky Mikrobiologického tustavu AV CR. Pouzity kmen neprodukuje alkaloidy.
Fermentace byla provedena v kultivainim zafizeni BioFlo o pracovnim objemu 1 litr (New
Brunswick Scientific, Edison USA) pfi teploté 24 °C, ota&kach michadla5 Hz a vzdus$néni
0,3 VVM. Pro kultivaci byla pouzita pida T2 (PaZoutova et al., J.Nat. Prod. 44, 225-235, 1981)
a fermentace probihala vsadkovym zpisobem bez automatické tpravy pH po dobu 8 dni. Po
odstfedéni biomasy byla kultivaéni tekutina zbavena soli a zbytkového cukru za pomoci dialyzag-
ni trubice (Sigma Diagnostic, StLouis, USA) a vysuSena v servisni lyofilizaéni jednot-
ce BT MBU AV CR. Vytézek rozpustného glukanu byl 8,3 g/l kultivaéni tekutiny.

Priklad 2

Kultivaéni tekutina, ziskana postupem popsanym v ptikladu 1 byla nalita do elektrokoagula&niho
zafizeni s dvéma Zeleznymi elektrodami a roztok byl po dobu 45 minut podroben G&inku stejnos-
mérného elektrického proudu (potenciélovy gradient 0,8 V/cm, proudovéa hustota 0,2 mA/cm?
plochy vnofenych elektrod). Po této dobg bylo 95 % glukanu pievedeno do nerozpustné formy
a ve finalnim kroku separovéno odstfedénim na laboratorni odstfedivce a po promyti dosuieno na
konstantni hmotnost p¥i 60 °C.

Priklad 3

Byla provedena submerzni kultivace kmene Claviceps viridis ve fermentoru MBR (Sultech,
Svycarsko) o pracovnim objemu 7 litrt pfi teplot& 24 °C, otatkich michadla 2 Hz a vzdusnéni
0,3 VVM. Pro kultivaci byla pouZita pida CS2 (PaZoutova et al., J Nat.Prod. 44, 225-235, 1981)
s poCate¢nim obsahem sacharézy 50 g/l. Fermentace probihala vsadkovym zpiisobem bez auto-
matické tipravy pH po dobu 7 dni. PouZity kmen neprodukuje alkaloidy. Kultivaéni tekutina byla
zbavena biomasy filtraci na vakuovém filtru. Bylo pouZito laboratorni zafizeni pro elektrokoagu-
laci jako v piikladu 2 opatfené nerezovymi elektrodami (potencialovy gradient 0,8 V/cm, proudo-
vé hustota 0,24 mA/cm’ plochy vnofenych elektrod) a do roztoku bylo pfidano 5 ml/litr nasy-
ceného roztoku siranu méd'natého. Po 60 minutach piisobeni stejnosmémého elektrického proudu
byl vechen glukan pfeveden na nerozpustny glukan obsahujici chemicky vizanou méd’ ve formé
homogenni suspenze mikrosfér o priméru 3 az 5 pm. Celkovy vytézek byl 10,3 g/l fermentaéni
pudy.
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Primyslova vyuZitelnost

Rozpustny glukanovy preparét podle vynalezu Ize pouZit jako potravinovy piipravek s imunopro-
tektivnim Cinkem, pfi vyrob& papiru a p¥ipravé biodegradovatelnych polymemich kompoziti.
Nerozpustny glukan izolovany pomoci elektrokoagulace je moZno pouit pro p¥ipravu nanokom-
pozitnich membrén (E.Coronado a spol. Nature 408, 447 2000) vhodny pro pouZiti v ultraper-
meabilnich membranovych separa¢nich jednotkach.

PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob fermentalni piipravy extraceluldrniho glukanu pomoci hub zrodu Claviceps,
vyznafujici se tim, Ze jako producent se pouZije kmen hub zrodu Claviceps, ktery
naprodukuje exopolysacharidy a neprodukuje alkaloidy a jim podobné biologicky aktivni latky,
zejména ze skupiny kment Claviceps viridis a Claviceps maximensis, a submerzni kultivace se
provadi pfi teploté 18 aZz 28 °C, na syntetickém kultivaénim médiu, biomasa produkéniho mikro-
orgamismu se z kultivaéni tekutiny po fermentaci odstrani filtraci &i odstfedénim a retenét je po
dialyze stabilizovan do findlni podoby lyofylizaci.

2. Zpisob podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze se retent vystavi G¥inku stejnos-
mérného proudu v elektrokoaguladnim zafizeni s Zeleznou &i hlinikovou ob&tovanou elektrodou
pfi proudové hustoté 0,05 az 0,8 mA/cm’ plochy vnofenych elektrod pfi napétovém gradientu 0,2
az 2 V/cm vzdélenosti mezi dvéma elektrodami.

3. Zpisob podle naroku 2, vyznadujici se tim, e se v elektrokoaguladnim zafizeni
pouZiji elektrody z nerezové oceli a do roztoku se pridaji soli téZkych kovi.

4. Zpusob podle néroku 3, vyznadujici se tim, Ze se do elektrokoagulaéniho zafize-
ni pfidd 2 aZ 15 ml nasyceného roztoku soli hliniku, mé&di, Zeleza, kadmia nebo olova na 1 litr
kultivaéni tekutiny.

Konec dokumentu
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