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CZ 293310 B6

Nazev vynélezu:

Zpiisob izolace imunostimulaéniho glukanu z
hlivy astiiéné

Anotace:

Zplisob izolace imunostimulagniho glukanu z plodnic hlivy
ustfi¢né (Pleurotus ostreatus), s vihodou ze treni plodnic
defibraci, naslednym b&lenim peroxidem vodiku pfi teploté 15
az 25 °C po dobu 15 az 25 h v prostfedi roztoku hydroxidu
sodného a dehydrataci spogiva v tom, Ze defibrace, ktera
predchdzi béleni peroxidem vodiku v prostedi roztoku
hydroxidu sodného pii hustot® nerozpustného glukanu 4 a2

5 % hmotn. a dehydrataci se uskute¢ituje do 26 hodin po sbéru
hlivy ustfi¢né, skladované pii teploté 4 az 8 °C. Defibrace
probihé v prostfedi nejméng dvojnasobného mnoZstvi vodného
roztoku uhlicitanu sodného nebo draselného s koncentraci
0,05 az 0,15 % hmotn., pfi pH roztoku 8 az 9, po dobu 1 a2

8 min za vzniku reak¥ni suspenze, které se dale bli
peroxidem vodiku v prostfedi roztoku hydroxidu sodného

s koncentraci 0,05 a2 0,09 % hmotn. a ziskany nerozpustny
glukan se dehydratuje etanolem nebo acetonem a/nebo
lyofilizaci.
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Zpiisob izolace imunostimulaéniho glukanu z hlivy ustii¢né

Oblast techniky
Vynalez se tyka zplisobu izolace imunostimulagniho glukanu z hlivy ustfi¢né (Pleurotus ostrea-
tus), s vyhodou z tieni plodnice houby defibraci, naslednym bélenim peroxidem vodiku a dehyd-

rataci.

Dosavadni stay techniky

Je dostatetné znamé, ze nékteré piirodni polysacharidy se vyznacuji imunostimuladnimi a jinymi
farmakologickymi vlastnostmi. Jsou to zpravidla ty polysacharidy, které maji v hlavnim polysa-
charidovém Fetézci pFisné B-(1,3)-D-glykosidickou vazbu, ktera je hlavnim nositelem jejich imu-
nostimula&ni aktivity.

Imunostimula&ni polysacharidy se vyskytuji v bun&&nych sténach bakterii, kvasinek a mnohych
hub, hlavn& rodu Basidiomycetes /Di LUZIO, N.R., CHTHARA, G.: Adv. Imunopharmacol. 1,
477 (1981); JACQUES, P.J.: Imunomodulator polysacharides, str. 429-438 v Current concept in
human immunology and cancer immunomodulation; Eds. SCRRON, B. et al.: Elsevier Biomed.
Press B.V. (1982); CHIHARA, G.: EOS riv. Immunol. Immunofarm.4, 85 (1984).

Imunofarmakologicky aktivni latky, tj. také B-(1,3)-D-glukany pusobici na zékladni obranné
systémy hostitele, mohou pozitivné ovlivnit pocet, funkcni aktivitu a interakce makrofagii T a B
lymfocyt, NK bunék, jakoZ i jejich humoralni a sekre¢ni komponenty. Mohou tedy nespecificky
modifikovat rozsahly soubor bakteridlnich, houbovych, parazitnich a virovych infekci. Mecha-
nismus piisobeni glukani se tedy vyrazng lisi od mechanismu plisobeni chemoterapeutik a anti-
biotik (TRNOVEC a spol.: Farm. obzor 56, 271 (1987); OSTAD, E., SELJELICH, R.: Acta path.
Microbiol. Scand. 88, 97 (1980); LEHNBORG, G., HEDSTROM, K.G., C.E.: J. Reticuloendo-
thel. Soc. 32, 347 (1987)).

Rovnéz tak i dal$i prace potvrzuji, Ze imunostimulacni glukany. jsou latky, které si zasluhuji mi-
moradnou pozornost pfi 16¢b& a prevenci mnohych onemocnéni. Tak napfiklad je ovéfeno, ze
imunoglukany zvy3uji imunitu proti riznym bakterialnim a virovym onemocn&nim, maji protira-
kovinny ti¢inek, potencuji G¢inek pfi radioterapii onkologickych pacientii (KOMASU, N. a spol.:
US pat. 3 943 247 (1976), MIYACHL, M. a spol.: Ger. Offen 3, 032636 (1981), PATCHEM, M.:
Surv. Imunol. Re. 2, 237 (1983), POSPISIL a spol.: Experiencia 38, 1232 (1982).

V soudasnosti se v pramyslovém mefitku vyrab&ji B-(1,3)-D-glukany hlavné z kvasinek a nékte-
rych hub rodu Basidiomycetes.

Hlavnimi nedostatky glukanu z kvasnic je pomé&rné narotna technologie, nizky vytézek glukanu
(kolem 5 % na susinu kvasnic) a vysoké naroky na eliminaci odpadnich alkalickych roztokd.
Vyhodou fungalnich glukani je pfedeviim technologicka jednoduchost a kolem 30 az 50% vyté-
ek glukanu na susinu vstupni suroviny.

V soudasné dobg& jsou znamy dva zplisoby izolace glukanu z hlivy ustfi¢né, a to bud’ studenou,
nebo horkou extrakei plodnic (KUNIAK, L. a spol.: patent CS 274 918 a patent CS 276 192), pii
kterych lze dosahnout az 50% vytézek imunostimula¢niho glukanu na suiinu hlivy dstficné.

Pii zpiisobu podle patentu CS 274 918, pfi kterém se pouzije v prvnim stupni k extrakei negluka-
novych slozek hydroxid sodny s koncentraci 0,1 aZ 0,2 M/], se po dobu extrakce rozpousti rovnéz
i &4st vodorozpustného glukanu v mnoZstvi 10 az 15 % na suinu vstupni suroviny.

Podrobn&j$im studiem chemickych zmén proteinové &asti hlivy Gstfi¢né, které probihaji pfi tep-
lot& 95 a2 100 °C s 0,1 az 0,2 M roztokem NaOH, se zjistilo, Ze &ast proteini se denaturuje a
stava se nerozpustnou, tj., zvySuje se obsah dusiku ve findlnim glukanu a &ast se alkalickou hyd-
rolyzou transformuje na oligopeptidy, respektive na aminokyseliny, za tvorby tmavych konden-
za&nich produkti, které se sorbuji na glukanu a sniZuji bélost hotového nerozpustného glukanu.

Cilem predkladaného vynalezu je zvysit vyte€zek nerozpustného glukanu a jeho bélost pfi mini-
malni tvorbé odpadnich alkalickych roztoki.
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Podstata vynalezu

Tento cil do zna¢né miry fesi zpiisob izolace imunostimula&niho glukanu z hlivy dstfi¢né, s vy-
hodou z tfeni plodnice, defibraci, naslednym b&lenim peroxidem vodiku pii teploté 15 az 25 °C
po dobu 15 az 24 hodin, v prostredi hydroxidu sodného a dehydrataci, jehoZ podstata spogiva v
tom, Ze defibrace, ktera predchazi b&leni peroxidem vodiku v prosttedi roztoku hydroxidu sodné-
ho, se uskute&iiuje do 26 hodin po sbéru hlivy st¥iéné.

Dikladnéjsim studiem glukanového podilu hlivy tstfi¢né bylo zjisténo, Ze tento se sklada ze
dvou ¢&asti, jedna &ast je vodorozpustna a piedstavuje oligopeptidy respektive aminokyseliny, a
druha &ast je ve vodé nerozpustn4 a je tvofena denaturovanymi proteiny, to znamena, Ze obsahuje
zvySeny obsah dusiku. Pomé&r vodorozpustného glukanu k nerozpustnému glukanu je asi 1:2.
Tento pomér v3ak plati v dobé, kdy se plodnice oddéli od substratu, to je v dobé bezprostiedné po
sbéru. Je-li v3ak hliva stfiéna po sbéru skladovéna, tak dochazi k autolyze glukanu pfitomnym
enzymem f-~(1,3)-D-glukanazou. Aby se zpomalila autolyza glukanu, Je zapotiebi defibraci hlivy
ustfiéné uskutecnit nejdéle do 26 hodin po jejim sbéru.

RovnéZ tak bylo zjisténo, Ze hydrolyza glukanu se zna¢né zvySuje pii vyssi teplot&. Je-li teplota
skladovéni kolem 20 °C a vy33i, potom je rozsah hydrolyzy Gmérny teploté a délce skladovani.
Pfi autolyze stoupa vodorozpustny podil glukanu na tkor vodonerozpustného podilu. Bylo zjisté-
no, ze je nevyhnutelné hlivu tst¥i¢nou skladovat pii teploté 4 az 8 °C.

Defibrace se uskutetiiuje v prostfedi nejméné dvojnasobného mnozstvi vodniho roztoku uhliita-
nu sodného anebo draselného s koncentraci 0,05 az 0,15 % hmotn. Defibrace probihd pfi pH
roztoku 8 az 9 po dobu 1 aZ 8 min. za vzniku reakéni suspenze. Defibrace vykonavana v tako-
vémto kratkém &asovém useku 1 a% 8 min. zplisobi maximalni eliminaci enzymové aktivity pfi-
tomné B-(1,3)-D-glukanazy. Potom se suspenze filtruje a dokonale promyje vodou, ¢imz dochézi
k odstranéni vodorozpustnych slozek. Dale se reakéni suspenze béli peroxidem vodiku v pfitom- -
nosti hydroxidu sodného nebo draselného pii koncentraci nerozpustného glukanu 4 az 5%
hmotn. Dehydratace se uskute&iiuje etanolem, acetonem nebo lyofilizaci.

Bylo zjisténo, Ze je vyhodné defibraci realizovat po dobu 5 min. .

B

Dile bylo zji§t€no, Ze se pfi filtraci odstratiuji vodorozpustné slozky, jako jsou napfiklad protei-
ny, popeloviny, enzymy, sacharidy a jiné. -

Kromé doposud pouZivanych dehydrata¢nich &inidel, jako je etanol a aceton, bylo zjiténo, Ze je
vyhodné uskute¢iiovat dehydrataci lyofilizaci. Pti takto zvolené dehydrataci se ziskava glukan o
Cistot€ 94 %. Glukan s touto &istotou je vhodny pro ptipravu vakcin.

Hlavni vyhodou zptisobu podle vynalezu je, e umoziiuje ziskat o 15 az 20 % vy3$i vytéZek na
sudinu vychozi suroviny. Dal3i vyhodou je 0 20 az 30 % vy3si bélost ziskaného glukanu oproti
dosud zndmym zpisobiim. Nezanedbatelnou vyhodou Je ekologicka vyhoda tohoto zpiisobu, pfi
kterém se dosahne maximélniho sniZeni nakladd na &i§téni odpadnich vod. Podle vynélezu se
obsah organickych latek v pracich odpadnich vodach sniZi o 30 % a obsah vodorozpustného glu-
kanu o 15 a7 20 %.

Piiklady provedeni gnélezﬁ
Priklad 1

V primyslovém mixéru se defibruje 5 h po sb&ru 20 kg téeni plodnic hlivy ustfiéné v prostiedi
vodného roztoku uhli¢itanu sodného, ktery sestava z pitné vody v mnozstvi 40 | a uhlicitanu sod-
ného v mnoZstvi 60 g. Defibrace probiha v mixéru po dobu 3 min. za vzniku zhomogenizované
suspenze.

PFitomny uhli€itan sodny zabezpetuje pH prosttedi 8, pfi kterém se eliminuje enzymova aktivita
pfitomné B-(1,3)-D-glukandzy a sou€asné se zabraiiuje dalsimu rozpousténi vodonerozpustného
glukanu. Po defibraci se reakéni suspenze prefiltruje pies textilni filtr a dokonale se promyje pit-
nou vodou pfi odstranéni viech vodorozpustnych latek, jako jsou proteiny, popeloviny, enzymy,
sacharidy, jakoZ i vodorozpustny glukan. Takto ziskany nerozpustny podil glukanu se necha
dobfe odtéci od kapalné faze, vlozi se do reaktoru o obsahu 50 1 a zalije se 200 ml vody, do které
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se prida 80 g NaOH. Po dokonalém promichani se k reakéni smési za nepfetrzitého michani pfi-
daji po &astech 2 | 30% peroxidu vodiku a reakéni smés se necha staticky bé&lit 18 h. Po vybé&leni
se ziskany glukan promyva pitnou vodou az do zmizeni Eerveného zabarveni fenolftaleinového
indikatoru na &erveno. K filtradnimu koladi se pfida S 1 pitné vody okyselené 20 ml kyseliny oc-
tové a po promichéni se filtraini kola¢ opét promyje 101 pitné vody. Mokry glukan se lisuje v
hydraulickém lise a odlisovany kola¢ se v reaktoru zalije 20 | koncentrovaného etanolu, necha se
1 h odstat, potom se suspenze pfemisti do lisu s textilni vlozkou a po odtedeni se vylisuje. Dehyd-
ratace s etanolem se opakuje jesté dvakrat a poté se ziskany glukan vysusi pfi teploté 60 °C. Vy-
sugeny glukan se dale mele v suchém mlyng a proseje se pies sito s velikosti ok 0,5 mm.

Vysledny glukan s vytézkem 70 % na hmotnost susiny tfeni plodnice hlivy ustfi¢né je nerozpust-
ny ve vodg, ve zfedénych kyselinach, jakoz i v organickych rozpoustédlech a obsahuje 0,6 %
chitinového dusiku, 1,5 % popele a ma velikost ¢astic 0,5 mm.

Priklad 2

Postupuje se jako v piikladé 1 s tim rozdilem, Ze se na béleni pouzije 1,5 1 peroxidu vodiku o
koncentraci 30 % hmotn. a béleni probiha po dobu 24 h pii teploté 23 °C.

Vytézek a kvalitativni parametry glukanu jsou srovnatelné s kvalitativnimi parametry glukanu v
prikladé 1.
Ptiklad 3

Postupuje se jako v ptiklad€ 2 s tim rozdilem, Ze dehydratace mokrého glukanu se uskuteciiuje
lyofilizaci, pti¢emz se ziska velmi jemny praskovy glukan vhodny na piipravu vakcin ve veteri-

narni mediciné.
P¥iklad 4

Postupuje se jako v piikladé 3 s tim rozdilem, Ze pfi mixovéani &erstvé hlivy se pouZzije misto uh-
li¢itanu sodného 80 g uhli¢itanu draseiného.

Vytézek a kvalitativni parametry glukanu jsou srovnatelné s kvalitativnimi parametry glukanu v
piikladé 1.

Primyslova vyuZitelnost

Glukan izolovany zpiisobem podle vynalezu lze vyuzit jako imunostimulaéni potravinovy dopl-
n&k proti riznym bakterialnim a virovym onemocnénim, respektive s vysokym radioprotektivnim
¢inkem pti radioterapii onkologickych pacientd.

PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob izolace imunostimulaéniho glukanu z hlivy Gistfi¢né (Pleurotus ostreatus), s vyhodou
z tieni plodnice defibraci, nislednym bélenim peroxidem vodiku pii teploté 15 az 25 °C po dobu
15 az 24 h v prostiedi roztoku hydroxidu sodného a dehydrataci, vyzna ¢ujici se tim,
¥e defibrace, ktera predchazi béleni peroxidem vodiku v prostiedi roztoku hydroxidu sodného pfi
koncentraci nerozpustného glukanu 4 aZ 5 % hmotn. a dehydrataci, se uskuteciiuje do 26 hodin
po sbéru hlivy Gstfi¢né, skladované pfi teploté 4 az 8°C v prostredi nejméné dvojnasobného
mnozstvi vodného roztoku uhligitanu sodného nebo draselného s koncentraci 0,05 az 0,15%
hmotn., pfi pH roztoku 8 az 9, po dobu 1 az 8 min. za vzniku reakéni suspenze s eliminovanou
enzymovou aktivitou pfitomné B-(1,3)-D-glukanazy pfi odstranéni vodorozpustnych slozek z
reak&ni suspenze filtraci a dokonalym promytim vodou.

2. Zpiisob podle naroku 1, vyzna&ujici se tim, Ze béleni peroxidem vodiku probiha
v prostiedi roztoku hydroxidu sodného o koncentraci 0,05 az 0,09 % hmotn.

-3-
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3. Zphsob podle narokii 1 a2, vyznaéujici se tim, e defibrace se s vyhodou usku-
teCriuje po dobu 5 min.

4. Zpisob podle nérokii 1 az3, vyzna&ujici se tim, Ze je vyhodné defibraci usku-
teCnit do 24 h po sbéru hlivy Gsttiéné.

5. Zpisob podle nirokit 1 az4, vyzna&ujici se tim, Ze je vyhodné defibraci usku-
tenit u hlivy ustfiéné skladované pfi teploté 5 °C.

6. Zpisob podle naroki 1 az5, vyznaédujici se tim, ze dehydratace se uskuteéiuje
etanolem, acetonem nebo lyofilizaci.

7. Zpusob podle narokit 1 a2 6, vyznadujici se tim, Ze se ze suspenze filtraci od-

strani vodorozpustné slozky, jako jsou proteiny, popeloviny, enzymy, sacharidy, vodorozpustny
glukan.

Konec dokumentu
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