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TEORETICKY UVOD

Glykoproteinovy skelet kvasinick predstavuje vyhodnasuro-
vinu na ziskavanie glukdnov [1,2], mandnov a mandnproteinov
[3,4], ako i bunkovych stien [5], ktoré nachddzaji vyznamné
uplatnenie najmi v medicine a v potravindrstve. [zolovany f§-D-
glukan posobi aktivaéne na imunitny systém organizmov a vyka-
zuje tieZ vyrazné protinidorové, rddioprotektivne
a imunoadjuvantné dcinky, pri sicasnej nepatrnej toxickosti
a minimdlnych vedlajSich efektoch, dalej sa uplatiiuje priamo

ako adjuvans pri priprave vakcin alcbo nicktorych topickych
aplikdcidch, rozpustné derivity glukdnov sa zaCinaji vyuZivat
v terapii nicktorych nddorov a infek¢énych ochoreni a sliZia ako
nosice lieCiv so Specifickymi depotnymi Gc¢inkami [6,7,8]. Nizko-
molckulové oligosacharidy maji funkciu elicitorov, ktoré
spustajd obranné mechanizmy rastlin a zvySuji odolnost’ vodi
virusovym, bakteridlnym a hubovitym ochoreniam [9,10].
Podobné ochranné G¢inky vykazujd tieZ derivily mananov, napr.
sulfdty [11]. Mandnproteiny sa vyznacuji vel'mi dobrymi emulzi-
fika¢nymi vlastnostami (bioemulgitory) [12]. Preparity suSe-
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nych bunkovych stien kvasinick stimuluji alkoholové kvasenie
mustu v staZenych podmienkach, napr. v ostrofiltrovanych
mustoch, v mustoch s vy$Sou koncentriciou cukru, resp. zvyska-
mi fungicidov alebo inych inhibitorov [13].

VysSie spominané polysacharidové preparity sa ziskavaji
jednotlivo z viacerych druhov kvasni¢nej biomasy réznymi
dezintegraénymi a izolaénymi postupmi [1,3,14]. Na naSom
pracovisku bol vypracovany postup komplexnej [rakciondcie
pekdrskeho droZdia, ktory popri sacharidovych preparitoch
umoZiiuje sicasné ziskavanie dalSich frakcii, predovietkym
kvasniéného extraktu, invertizy, ergosterolu atd’. [15-18]. Tento
¢ldnok je venovany zhodnoteniu polysacharidovej frakcie
droZdia, t.j. ziskavaniu a vyuZitiu celych bunkovych stien i puri-
fikovaného f-glukdnu pekdrskych kvasiniek v medicine,
vindrstve a analytickej chémii.

MATERIAL A METODY

Vychodiskovou surovinou pre experimenty bolo lisované
pekdrske droZdie (Potravindrsky kombindt, droZdiareri, Trebi-
Sov), ktoré sme dezintegrovali po nariedeni vodou na 10%-nd
suspenziu indukovanou autolyzou [19]. Autolyzit ziskany po
24-hodinovej iniciovanej autolyze sme spracovali postupom
komplexnej frakciondcie [19-21] na ergosterol a fosfolipidy,
invertdzu, kvasni¢ny extrakt, bunkové steny a f-glukan. Preparat
bunkovychstien bol pripraveny vysuSenim premytého sedimentu
(Niro Atomiser, Ddnsko, vstupni teplota 165 °C, vystupna 95 °C)
ziskaného centrifugdciou autolyzitu (Alfa Laval, BRPX,
Svédsko). Ziskany preparit (BIOS 24) bol pridivany ako
biosorbent paralelne s komerénym preparitom (YW Fould-
Springer, Maison-Alfort, Francizsko) do muStu s obsahom
sacharidov 276 gll'l, ktory bol pripraveny riedenim za tepla a vo
vikuu zahusteného mustu vodovodnou vodou. Ako modelové
inhibitory kvasenia boli pouZité komercné fungicidy Ronilan
(Basf, SRN), Ridomil plus 48 WP (Ciba Geigy, SvajCiarsko),
Euparen (Bayer A.G., SRN), Sandofan C (Sandoz, SvajCiarsko),
ktoré boli pridané do mustu pred kvasenim v mnoZstve
10 mg.ml™\. Must bol zakvaseny alkoholrezistentnym kmeiiom
Saccharomyces cerevisiae 76/0, resp. S. oviformis RIVE 15-1-
467 (KVUVV, Bratislava). PouZil sa 3%-ny zikvas 3-diiovej
kultiry (koncentracia buniek v zdkvase 4,95. 108 ml'l). Kvascenie
prebiehalo v 500 ml kvasnych [T'a8iach s 300 ml mustu, ktory bol
sterilizovany v pridiacej pare pri 100 °C (3-krdt 30 min v 24-
hodinovych intervaloch). Po vychladnuti na 25 °C sa do mustu
ddvkoval biosorbent, resp. inhibitor a napokon sa must
zaoCkoval kvasinkami. Kvasné fl'aSe sa uzavreli kvasnou
trubicou s glycerolom a korkové zdtky sa utesnili parafinom.
Kvasenie prebiehalo pri 24-25 °C za semianaerébnych
podmienok. Registroval sa dbytok hmotnosti odpovedajici
odkvasovaniu sacharidov, ktory je ekvivalentny vzniknutému
COy,

Dalej bol preparit bunkovych stien, ktory si zachovdva
znaénd aktivitu invertdzy, vyuZity pri priprave sacharézovej
elektrody. Biokatalytické membrdny s invertizovou aklivitou
boli pripravené zosietovanim bunkovych stien (4 pl suspenzie
o susine 100 mg.m]‘l), s glukézaoxiddzou (GOD; 3 ul preparé!lu
fy Boehringer, SRN; Specifickd aktivita 400 pkat.ml™)
a hovidzim sérovym albuminom (BSA; Serva, SRN; 8 ul roztoku
o koncentrdcii 100 mg proteinov v 1ml) dcinkom 2,5 %-ného
roztoku (2,4 pl) glutardialdehydu (GDA; Serva, SRN) na polya-
midovej sietke. Vysuiend membrana sa pripevnila na polypro-
pylénovii membrinu Clarkovej kyslikovej elektrédy (typ SOPS
31, Chemoprojekt, Praha) pomocou gumového prstenca. Meranie
sa uskutonilo v opla$tovanej temperovanej nadobke pri 1teplole:
37 °C. Senzor sa ponoril do vytemperovaného 0,8 mol.I"™" fosfa-
tového timivého roztoku o pH 7,8 saturovaného kyslikom
(prebublanim vzduchom). Po ustaleni pridu sa do nddobky pridal
$tandard sachardzy, resp. vzorka a Easovy priebeh pridu sa

zarcgistroval na zapisovaci. VySka zaznamenanej viny (pokles
pridu) je imernd koncentrdcii sacharézy. Meranie pridusa usku-
toénilo pomocou polarografického analyzdtora PA-4 (Labo-
ratorni pfistroje, Praha) vybaveného zapisovadom XY 4106
(Laboratorni pristroje, Praha). Casovi os zapisovaca bola riadend
prostrednictvom poditata PMD-85 ccz prevodnik DA-8B
(Katedra analytickej chémie CHTF SVST). Vysledky ziskané
stanovenim sacharézy pomocou sachar6zového senzora boli
porovnané s obsahmi nameranymi glukézovou enzymovou
clektrédou (vyrobenou na Katedre analytickej chémie CHTF
SVST) s vyuZitim komerénéj glukézaoxidazy (Serva, SRN), po
hydrolyze sacharézy invertizou pridanou do vzorky (50 pl
suspenzie bunkovych stien o koncentrécii 300 mg.ml ™' s aktivitou
300 pkat na 1 ml vzorky).

Kvasni¢ny B-glukdn bol izolovany zo sedimentovatelnej
frakcie autolyzatu, po delipidizdcii (izoldcia ergosterolu a fosfo-
lipidov [21]), extrakciou s 3%-nym NaOIl (na 1 g suSiny sa
poutZilo 5 ml roztoku) za stilcho mieSania cez noc pri laboratérncj
teplote a potom 2 h pri 100 °C. Suspenzia sa odstredila, sediment
sa premyl vodou, neutralizoval s IICl a znovu 2-krdt premyl
vodou. Sediment sa d'alej extrahoval 2%-nou HCl (alebo 5%-nou
kyselinou fosforenou) 1 h pri 100 °C, odstredil a nickolkokrat
premyl vodou. Takto ziskany partikulirny glukdn sme lyofi-
lizovali alebo vysusili v rozprasovacej susiarni, resp. desolva-
tovali ctanolom a etyléterom. Pre porovnanie bol v paralelnych
experimentoch izolovany glukin z intaktnej biomasy viacnd-
sobnou extrakciou lihom a HCl (resp. kyselinou octovou) pri
teplote 90 °C a taktieZ z nedelipidizovaného sedimentu biomasy
pekdrskeho droZdia po autolyze (24 h pri 55 °C v termostate),
ktory sme ziskali po nariedeni autolyzatu vodou (v pomere 1:1)
a ccnlril’ng;icii (Janetzki K 70, Polsko, frekvencia oticok
2500 min*, 50 minit). Povrchové mandny sme ziskali zo
supernatantu po extrakcii biomasy roztokom lihu, vyzriZanim
Fehlingovym reagensom. Obsah suSiny a popola vo vzorkdch sa
stanovil gravimetricky Standardnymi metédami [22]. Analyza celko-
vého dusika sa uskutocnila na elementimom analyzitore Perkin
Elmer 240 (USA). Obsah monosacharidov vo vzorkdch bol stano-
veny po totdlnej hydrolyze polysacharidu (6 mol Il HCI pri 100 °C
po dobu 8 h) a prevedent na alditolacetity plynovou chromatografiou
(5700 A Hewlett-Packard, USA). IC spekird polysacharidov boli
namerané na pristroji Perkin Elmer 983 G (USA) v tabletich KBr,
NMR spektrd na spektrometri Bruker AM 300 (USA).

Okrem partikuldrneho B-1,3-glukdnu (Gp) sme pripravili aj
jeho rozpustné derivity a to sulfoetylglukan (Gj), sulfopro-
pylglukan (G2), karboxyetylglukin (G3) a karboxymetylglukin
(Ga) s roznym stupiiom substiticie (SS) metylovymi skupinami
(Gaa - SS =091, G4p - SS = 0,76) [23,24].

Imunomodulac¢nd aktivita glukdnovych prepardtov sa zistovala
na zéklade ich vplyvu na INT-reduktizovi aktivitu I'udskych poly-
morfonukledrnych leukocytov in vitro, alebo peritonedlnych makro-
fagov mordiat in vitro [25]. V pripade peritonedlnych makrofagov sa
zistovala aj ich schopnost’ usmrcovat’ kvasinky Candida albicans
[26]. Pri pokusoch in vitro sa inkubovali polymorfonukledme leuko-
cyty, izolované z l'udskej periférnej krvi, s jednotlivymi gluka-
novymi preparitmi a zistovala sa potom schopnost’ leukocytov
redukovat’ INT (jédnitrotetrazéliumchlorid) za vzniku farebného
formazinu. Stupeii tejto redukcie umoZiiuje posudit’ metabolicki
aktivovatelnost’leukocytov, ktord je imemnd ich schopnosti usmrco-
vat'mnohé pohltené mikroorganizmy.

V pokusoch in vivo sme pouZivali moréatd s priemernou
hmotnostou 400 g. Zvierata sme rozdelili na pokusné a kontrolné
skupiny. KaZdé zo zvierat pokusnych skupin dostalo 13,9 a 5 dni
pred odberom makrofagov glukdnovy preparit(Go - nerozpustny
glukdn, Gj - rozpustny sulfoetylglukdn alebo G4A - rozpustny
karboxymetylglukan) v mnoZstve 10 mg na 1 kg Zivej hmotnosti,
suspendovany alebo rozpusteny v 2 ml PBS (fosfitom timeny
fyziologicky roztok). Morcatd z kontrolnej skupiny dostavali len
PBS. Makrofégy sa izolovali po usmrteni morciat vyplachom ich
brusnej dutiny.
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VYSLEDKY A DISKUSIA

V nasich predchiddzajicich ¢ldnkoch publikovanych na tému
frakciondcia kvasnicnej biomasy sme informovali o moZnostiach
ziskavania a vyuZitia niektorych preparitov pripravenych
z pekarskeho droZdia [15-18] po indukovanej autolyze [27].
Tento prispevok je orientovany na ziZitkovanie komponentov
bunkovej steny, ktoré sa ziskavaji zo sedimentovatel'nej frakcie
po centrifugdcii autolyzdtu kvasniCnej biomasy. Sediment auto-
lyzétu sa skladd v prevaZnej miere z polysacharidov (70-75 %).
Proteiny a nukleové kyseliny predstavuji cca 20 % a zvySok
tvoria lipidy, ktoré po autolyze zostani viazané na stenové
fragmenty. O problematike izoldcie a frakciondcie lipidov uZ bolo
podrobnejsie pojednané [24). Dalsim prepardtom, ktory je moZné
pripravit'zo sedimentu autol yzitu pekarskeho droZdia, st bunko-
vé steny, ktoré sa ziskavaji priamo vysuSenim premytého sedi-
mentu v rozpraSovacej suSiarni. SuSené bunkové steny
nachddzaji vyznamné uplatnenie vo vinarstve pri stimuldcii ¢i
reguldcii alkoholového kvasenia hroznovych mustov v nepriazni-
vych fermentaénych podmienkach kvasiniek, vyvolanych
pritomnostou rdznych inhibitorov (¢asto rezidui pesticidov).
V nasich experimentoch sme na testovanie icinku bunkovych
stien pouZili musty bez a s pridavkom inhibitorov kvasenia
(fungicidy Euparen, Ridomil, Ronilan, Sandofan ) a pre porovna-
nie sme v rovnakych podmienkach aplikovali komercne vyrdbany
stimuldtor kvasenia na bdze suSenych bunkovych stien (YW).
Priebeh alkoholového kvasenia bol registrovany ibytkom
hmotnosti odpovedajiicej odkvasovaniu sacharidov, ktory je
ekvivalentny vzniknutému CQp. Na obr. 1 je zaznamenany
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Obr. 1. Vplyv bunkovych stien ako biosorbentov na priebeh
kvasenia hroznového mustu
1 - kontrolny must bez biosorbentu
2 - must s pridavkom YW (Fould-Springer) 300 mg.l'1
3 - must s pridavkom BIOS 24 (CHTF SVST) 300 mg.l'1

Udinok pridavku preparitov bunkovych stien (BIOS 24 a YW
v koncentrdcii 300 mg.1™") v porovnani s kontrolnym muStom
(bez pridavku biosorbentu a fungicidov), pricom je z obrazku
zrejmé, 7e priebeh kvasenia v kontrolnom muste je pomal3i
a menej dokonaly. Z viacerych experimentov realizovanych
s pridavkom inhibitorov kvasenia sme na ilustriciu dcinku
biosorbentov vybrali jeden (zaznamenany na obr. 2), v ktorom
bol ako inhibitor kvasenia pouZity preparit Ronilan. Pridavok
bunkovych stien umoZnil rychlejSie a kompletnejSie skvasenie

mustu, ako v pripade kontroly bez biosorbentu. Podobny efekt bol
pozorovany aj v pripade ostatnych pouZitych inhibitorov (Euparen,
Ridomil a Sandofan C). Mladé vina boli po dokvaseni podrobené
chemickej analyze, pricom sa zistilo, Ze praklicky vo vSetkych
vzorkdch s pritomnostou biosorbentu sa dosiahol vyssi obsah alko-
holu v porovnani s kontrolnym mustom a niZSi obsah prchavych
kyselin. Celkove moZno zhmiit, Ze musty v pritomnosti biosorbentu
maju lepsi priebeh kvasenia a takéto vina vykazuji priaznivejSie
parametre ako vina bez pridavku bunkovych stien. Okrem labo-
ratémych experimentov sa preparily bunkovych stien odskusali tieZ
v previdzkovych podmienkach vo Vindrskych zévodoch v Pezinku
pri kvaseni "problematickych" mustov (v objeme 150 hl), pri¢om ich
vplyv na priebch fermenticie bol pozitivne hodnoteny.
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Obr. 2. Priebeh kvasenia hroznového mustu s pridavkom inhi-
bitora Ronilan v koncentrdcii 10 mg.I" bez (1)
a v pritomnosti biosorbentu YW (2), resf, BIOS 24 (3)
vo vyslednych koncentrdcidich 300 mg.l-

Origindlne vyuZitie mensicho mnoZstva preparitu bunkovych
stien je moZné pri konstrukcii enzymovej elekirédy na priame stano-
venie sachardzy, kde sa vyuZiva aktivita invertizy, ktord je imobi-
lizovand na prirodzenom nosic¢i paralelne s pridanou
glukézaoxidazou. Takyto typ analytického senzora mdZe néjst’Siroké
uplatnenie napr. vo fermentanom priemysle, ako aj pri stanoveni
sacharézy v réznych druhoch potravindrskych vyrobkov.

Sacharézovy biosenzor pozostiva z biokatalytickej membrany,
obsahujicej koimobilizované bunkové steny kvasinick spolu
s glukézaoxiddzou, pripevnenej na aktivny povrch Clarkovej kysli-
kovej elektrody. Sachar6za podlicha v membrdne hydrolyze kata-
lyzovanej invertizou obsiahnutou v bunkovych stenich na
a-D-glukézu a fruktézu, a-D-glukéza mutarotuje na B-D-glukézu,
ktord je ndsledne oxidovand za katalytického Gcinku gluké-
zaoxiddzy, pridom sa spotrebiiva kyslik. Zmena koncentrécic kyslika
sa meria Clarkovou elektrédou a je imernd koncentracii sacharézy.

Doposial’znime sacharézové senzory vyuZivaji kombinaciu
troch purifikovanych enzymov [28-30]. Invertizu, mutarotdzu
katalyzujicu mutaroticiou a-D-glukézy na B-D-glukézu
a glukézaoxiddzu. V nepritomnosti mutarotazy je citlivost’senzo-
ra nizka a Casovd odpoved” dlhd, nakol'ko glukézaoxiddza md
nizkusubstratovii $pecifickost pre a-D-glukézua odozva elektrd-
dy je potom dand priebehom spontinnej mutaroticie. V pripade
nisho senzora sme efekt mutarotizy nahradili jednoduchym
urychl'ovadom mutarotdcie, t.j. zvySenou koncentriciou fosfo-
recnanov v timivom roztoku.
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Stabilita niSho senzora je porovnatelnd s trojenzymovymi
sacharézovymi senzormi [28,29]. Po dvoch mesiacoch jeho pouZi-
vaniasastratilolen 5 % povodncho signdlu. Senzor bol uskladiiovany
vo fosforenanovom timivom roztoku pri laboratérnej teplote.

V dalsej casti priace sme sledovali vplyv nicktorych vybranych
sacharidov na odozvu sacharézového senzora. Vysledky testovania
st uvedené v fab. 1. Najvyraznejsi cfekt sa samozrejme prejavil
v pripade glukézy vdaka pritomnosti glukézaoxidizy v bioka-
talytickej vrstve. Vplyv galaktozy a maltézy je podstatne mensi,
aviak v koneénom ddsledku mdZe viest k pozitivnym chybim.

Tab. 1. Interferencné vplyvy vybranych sacharidov na odozvu
enzymovej elektrédy pripravenej zosietovanim bunkovych stien
a glukézaoxiddzy

Sacharid Koncentrdcie Odozva
(mol/) (%)
Sacharéza 0,5 100
Glukéza 0,5 447
Galaktéza 0,5 12
Maltéza 0,5 3
Rafinéza 0,5 0,5
Laki6za 0,5 05
Frukiéza 0,5 0,5
Arabinéza 0,5 0,5

Tab. 2. Stanovenie obsahu glukozy a sacharczy vo vybranych
druloch potravin s vyuZitim sacharézového senzora pripra-
veného zosietovanim bunkovych stien a glukézaoxiddzy, resp.
glukozového senzora

Vzorka Koncentricie Koncentricie sacharézy

glukdzy hydrolyza/glukdz.| sacharézovd

elektréda ch:klr:ida
o(mgg")’
(mgg") c(mgml") c(mg.g")

Dia pomerancovy
dids 6,6 0,0 0,0
Dia slivkovy
kompét 47,0 0,0 0,0
Visfiovy must 12,8 82,0 75,0
Coca-cola 0,0 101,0 86,0
Grapefruitovy
d¥ds v pragku 16,4 640,0 715,0
Dia marhul'ovy *
dZem 235,0 0,0 0,0
Med* 295,0 0,0 0,0
Sumienka 0,0 262,0 260,0

N4 sacharézovy senzor bol d'alej vyuZity pri stanoveni obsa-
hu sacharézy v réznych druhoch potravin. Ziskané obsahy sa
porovnavali s obsahmi nameranymi pomocou glukézovej enzy-
movej clektrédy po hydrolyze sacharézy invertizou pridanou do
vzorky. Vysledky stanoveni sacharézy spolu s nameranymi
obsahmi glukézy si zhrnuté v tab. 2. Relativne smerodajné
odchylky sa pohybovali v intervale 0,8-3 % v zavislosti od

povahy vzorky a koncentricie sacharézy. Okrem toho sa senzor
pouZil pri stanoveni sacharézy v réznych sacharézovych rafi-
ndtoch a sirupoch, priom sa dosiahla vysokd spolahlivost
vysledkov v porovnani s klasickymi analytickymi metédami.

Izoldcia f-glukdnov z bunkovej steny kvasinick sa zakladd na
skutocCnosli, Ze zo vietkych komponentov st bunky chemicky najsta-
bilnejSou, vo vode, zriedenych alkilidch a kysclinich najmencj
rozpustnou zloZkou. Postupnym pdsobenim zriedenych roztokov
zisad akyselin sa odstrinia biclkoviny, nuklcové kyseliny, glykopro-
leiny, mandny a znacnd Cast’ rozpustnejSich glukdnov, ktoré sd
funkéne i Strukturilne odli$né od fibrilirnych f-D-glukinov. Preve-
rili sme nickolko postupov ziskavania f-glukinov z bunkovcho
sedimentu sticn po autolyze. Autolyza zjednoduSuje proces izoldcie
B-glukidnov a jednorazovou alkalickou a kyslou extrakciou sa ziska
produkt vysokej istoty. Ako vyplyva z tab. 3, vytazky p-glukinov
z intaktnych a autolyzovanych bunick sa pohybuji medzi 5,5-6 %
vzhl'adom na susinu povodnej biomasy.

Tab. 3. Vytazky B-glukdnu a a-mandnu z 1 kg droZdia (suSina
27,2%)

Autolyzit

Intaktné bunky 55°C 50 °C; NaCl, +
ctanol, lyzat

(8) (%) (8 (%) (g) (%)
p -glukdn 16,3 595 157 577 15,6 5,75

« -mandn 7,69 2,83 4,27 1,57 3,64 1,33

DROZDIE
Kvasnitny
extrakt

Rozpustné glukany,
manany a proteiny

ot ment supertetert
TR *——4 Rozpustne glukany
lNeruzpvsrré n-glukany I

pekdrskeho droZdia

Na druhej strane vytaZok povrchového maninu po autolyze
je podstatne niZSi. Z intaktnych bunick (1 kg droZdia, suina
27 %) sme ziskali 2,83 g, po autolyze (pri teplote 55 °C) klesol
vytaZok temer 0 50 % a po iniciovanej autolyze cite viac. Tento
fakt moZno vysvetlit' tym, Ze v pricbchu autolyzy dochddza
k odstiepeniu povrchovych glykoproteinov, teda i mandnov,
vplyvom vlastnych enzymov bunkovej steny. Povrchové maniany
a mandnproleiny s zodpovedné za antigénne vlastnosti kvasiniek
[4]. Doteraz nenasli vicSie uplatnenie v praxi, v budicnosti sa
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jevi moZnost’ vyuZit" mandnproteiny ako potravindrske bioe-
mulgdtory a u mandnov izolovanych z pekirskeho droZdia bolo
v spoluprdci s Ustavom experimentdlnej fytopatoldgic a ento-
moldgie SAV v Ivanke pri Dunaji zistené, Ze prejavuji viastnosti
clicitora a zabrafiuju virusovej infekcii niektorych druhov rastlin
(nepublikované vysledky).

Zistili sme, Ze B-glukdny ziskané z intakinych bunick obsa-
huji 3-5 % lipidov, ktoré sizakotvené vsieli polysacharidu. Preto
pri priprave B-glukdnov je vyhodné sediment po autolyze deli-
pidizovat [31], &m sa ziska glukén, v ktorom je obsah lipidov
prakticky nulovy.

fmol/Le

60 |

Le

aktivita

Obr. 4. INT-reduktdzovd ltudskych poly-

morfonukledrnych leukocytov inkubovanych
v pritomnosti zymozdnu a réznych prepardtov f -1,3-
glukdnov.
Le - ¢isté leukocyty, Z - zymozin, Go - nerozpustny
glukan, Gy - sulfoetyl glukdn, Gz - sulfopropyl glukdn, G3
- karboxyetylglukdn, Gga - karboxymetylglukdn so
stupriom substiticie SS 0,91, Ggg - karbo-
xymetylglukin so SS 0,76. Gi aZ Gap sa rozpustné
preparity. Koncentricia zymozdnu i vietkych gluka-
novych preparitov bola 0,5 ng na jeden leukocyt.

Stenovy f-D-glukin, pripraveny podla postupu, klory je
zndzorneny na obr. 4, je partikulirny, nerozpustny vo vode,
v zriedenych alkdlidch a kysclindch. Vo svetelnom a elektré-
novom mikroskope sa javi jako elipsoid, s velkostou castic
3x6 pm. Po totdlnej hydrolyze s HCI(1 mol.l‘l) chromatograficky
obsahuje len glukézu. Obsah dusika je niZ$i ako 0,3 %, obsah
popola do 0,6 %. V IC spektre diva charakteristicky absorpény
pds pri 890 cm™. Jeho Struktiru méZeme vyjadrit’ vicobecnym
vzorcom (1-6)- f-D-gluko-(1-3)- f-D-glukin, v ktorom pomer
glykozidovych vizieb je pribliZne 1:4. Primdrna Struktdra bola
potvrdend metylacnou analyzou a NMR spcktrami [32].
Najnovsie Stidie nadmolekulovej Struktiry pomocou rozkladu
y-Ziarenim ukazuju, Ze stenovy glukdn vytvira siel, v ktorej sa
fibrildirne Struktiry s prevahou (1-3)-f-viizieb stricdaji
s amorfnou ¢astou, v ktorej zase prevlidaju (1-6)-f -glykozidové
viizby [33].

Nevyhnutnou podmienkou pre SirSic uplatnenie izolovanych
B-glukdnov v humdnnej i veterindirnej medicine je ich vodo-
rozpustnost. Pripravili sme preto niektoré vodorozpustné deri-
vily ako karboxymetyl- a sulfoetylglukdny s réznym stupfiom
substiticie [23,24]. Biologické vlastnosti tychto litok boli preve-
rené na Lekarskej fakulte UK v Bratislave.

Z obr. 4 vyplyva, Ze vietky testované prepardly B-glukdnov
maju stimulaény G¢inok na INT-reduktdzovi aktivitu I'udskych

polymorfonukledrnych leukocytov, ¢iZe majui schopnost zvyso-
vat’ pohotovost’ leukocytov na usmrcovanie pohltenych
mikroorganizmov a tym stimulovat aj obranyschopnost hostitel’a
proti tymto infekénym agensom. Najvyssi stimulaény G¢inok md
nerozpustny  B-glukdn, ktory je - porovnatelny so zymo-
zdnom (v podstate bunkové steny Saccharomyces cerevisiae).
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Obr. 5. INT-reduktizovd (a) a kandidacidna aktivita (b) peri-
tonedlnych makrofdgov morciat, ktoré sa predliecili
roznymi glukdnmi.

K - mor¢atdm sa pred odberom makrofigov podal v troch
davkach fosfitom tlmeny fyziologicky roztok (PBS)
(kontrolné zvieratd); Gaa, G; a Go - moréatdm sa v PBS
aplikovali aj uvedené glukdnové preparity v divke
10 mgna 1 kg Zivej hmotnosti. Prizdne stI'pce - redukcia
INT cistymi makrofdgmi po 30-minttovej inkubicii pri
37 °C. Cicrne stl'pce - makrofdgy sa inkubovali
v pritomnosti zymozinu. Kandidacidna aktivita je
vyjadrend ako percento usmrtenych kandid (séro-
rezistentny kmeii Candida albicans) po ich 60-minttove;j
inkubicii pri 37 °C s makrofdgmi izolovanymi od
glukdnmi predlieenych a kontrolnych zvicrat.
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Rozpustné preparity st mencj icinné. Z testovanych rozpustnych
prepardtov najvidSiu stimuldciu INT-reduktdzovej aktivity vyka-
zoval karboxyetylglukdn (G3) a karboxymetylglukin so stupfiom
substitdcie (SS) 0,76 (G4g), kym najmenSia stimuldcia sa pozo-
rovala pri karboxymetylglukine so SS 0,91 (Gsa). Z uvedencho
vidiet, Ze imunostimulaény ucinok zdvisi nielen od typu deri-
vatizdcie, ale aj od jej stupiia. Vysledky sa udivajd vo femto-
méloch farebného formazinu, ktoré vznikli redukciou
jédnitrotetrazéliumchloridu (INT) v jednom lcukocyte polas
30- minitovej inkubdcie pri 37 °C.

Imunostimulaény ucinok f-glukdnov sa prejavil aj v poku-
soch na mordatich (obr. 5). Makrofigy morciat, ktoré sa pred ich
izoliciou predlicili glukdnmi, mali vy$8iu aktivovatelnost’ po
fagocytdrnom stimule ako makrofdgy kontrolnych morciat, ktoré
namiesto glukdnov dostdvali len fosfitom timeny fyziologicky
roztok (PBS).

Po troch divkach glukdnov v PBS alcbo len Cistého PBS
(kontrolné zvieratd) sa morcatd usmrtili a z ich brulnej dutiny sa
izolovali peritonedlne makrofigy, ktoré sa potom inkubovali len
v pritomnosti INT (kontrolné, nefagocytujice makrofigy), alcbo
aj v pritomnosti zymozdnu (fagocytirny stimul). Rozdiel v stupni
redukcie INT medzi makrofdgmi fagocytujicimi zymozinové
¢astice (Gierne stl'pce na obr. 5a) a nefagocylujiicimi makrofdgmi
(prdzdne stl'pce) je mierou ich aktivovatelnosti, CiZe anti-
mikrobidlnej kapacity. Z obr. 5a vyplyva, Ze tito kapacilu najvy-
raznejsie zvySuje nerozpusiny glukdn a najmenej vyrazne
karboxymetylglukdn so SS 0,91. Porovnanim obr. 5a a 5b sa di
zistit, Ze stupeii redukcie INT je priamo tmerny kandidacidnej
aktivite makrofigov, CiZe ich schopnosti usmrcovat’ patogénne
kandidy. Stcasne vidiet, Ze kandidacidnu aktivitu makrofdgov
najicinnejiie stimuluje predlicéenic morciat nerozpustnym
glukdnom, ale aj oba testované rozpustné derivity maju cSte
vyznamny stimula¢ny G¢inok.

Biologické vlastnosti pripravenych vodorozpustnych deri-
vitov B-glukdnu boli okrem uvedenych experimentov posudzo-
vané na viacerych pracoviskich SAV, CSAV a na rdznych
katedrich vysokych §kol farmakologického a imunologického
zamerania, pri¢om boli zistené viaceré terapeuticky zaujimavé
aktivity (napr. protinddorové,...), ktoré st predmetom intenzivne-
ho $tidia s ciel'om aplikaéného dotiahnutia ziskanych poznatkov
do medicinskej praxe. Iné vo vode rozpusiné derivity, ako napr.
hydroxyetylglukdn, prejavuji vysokd viskozitu i pri malych
koncetrdcidch a preto by mohli byt vyuZité v potravinirskom
alebo farmaceutickom priemysle ako zahustovadld.
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Kollar,R. - Stnrd'k,h. Sandula,]. - Ferenéik,M. - Minirik,E.
Svorc,J.: Frakcionicia kvasniénej biomasy. VII ﬁ:racmame
a vyu7itie polysacharidovych frakcii droZdia. Kvas. prum., 38, 1992,
¢ 8,s.225-231

V ramci programu komplexnej frakciondcie pekdrskeho droZdia bol
vypracovany postup pripravy bunkovych sticn a f-glukanov zo sedi-
mentovaltelnej frakeie autolyzitu popri si¢asnom ziskavani kvasni¢éného
extrakiuy, invertizy, ergosterolu a fosfolipidov. Ziskany preparit bunko-
vych stien stimuloval kyasenie "problematickych” hroznovych mustov
tak v laboratérnom ako aj v pmmy:tlnom meradle. Vzhl'adom na zna¢ni
invertizovi aktivitu bol tieZ dspeSne vyuZity pri konstrukcii enzymovej
elekirédy na priame stanovenie sacharézy. Izolované nativne a modi-
fikované preparity B-glukanu boli otestované ¢o do imunomodulaéného
G¢inku na experimentdlnych zvicratich, pricom boli zistené pozitivne
aktivity.

Koanxap, P. - IlIrypaux, E. - Ilanayaa, H. - @epernunx, M. -
Munapuk, E. - IlIsopy, H.: ®pakyuonuponanue Guomaccnt
apoxoxen. VII. Ilepepaborka M MCrnoAn3oBaHHE NMOAM-
caxapuanbix ppakyguen apoxoxedn. Keac. npym., 38,1992, N°
8, cTp.225 - 231

B pamkax nporpammsl (hpakiMoHnpoBaHina xaeBonexkapHbIx npoxoked
6b1A paspaboTaH cnocob NOAYHYEHHA KAETOMHBIX CTEHOK M B-rAlokaHos
13 OcaxaeMOM PPaKyHH aBTOAM3ATA MPH OAHOBPEMEHHOM MOAYYEHNH
APOXOKEBONO 3KCTPAKTa, HHBEPTA3bl, APrOCTHPOAA M hocchonm10B.
IMoayueHHbI NpenapaT KAETOYHbIX CTEHOK CTUMYAMpOBaA Bpoxerne
"npo6GAeMHBIX" BHHOTPajHBIX COKOB kak B AafoparopHOM, Tak
M npombiluAeHHoM Maciutabe. BBugy 3HauMTEABHOR MHBEPTA3HO
aKTHBHOCTH OH OBIA TAKKE NMPUMEHEH YCMELUHO MPH KOHCTPYKMH
3H3MMHOTO JAEKTPOAA AAA NMPAMOTO OMNPeJEeA€HHA CaXapo3bl.
V3oaupopannrie natueieie M moamncdmyupopaibie npenapars 8
- TAIOKAHA GbIAM MOABEPKEHB! UCTILITAHMIO TI0 HMYHOMOJY ARIJAOHHOMY
AEACTBUMIO HA MOJOMLITHBIX >XHBOTHBIX, NMpu4eM ObIAM HaijeHs!
NOACKHTEABHBIE AKTUBHOCTH.

Kollir,R, - Sturdik,E. - Sandula,), - Ferendik,M. - Minirik,E.
Svorg,J.: Fractionation of Yeast Biomass. VII, Treatment and Appll-
cation of Polysaccharide Fraction of Yeast. Kvas. prum., 38, 1992, No.
8, pp 225 -231

A procedure for a preparation of cell walls and B-glucane from the
sedimentation fraction of yeast autolysates was developed. This preparate
stimulated the fermentation of grape must both on a laboratory scale as
well as on a production scale. With respect to a high invertase activity this
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preparate was used for a construction of enzyme clectrode for the saccha-
rose determination. Isolated native and modified preparates of B-glucane
were tested on experimental animals with respect to their immu-
nochemical effect. Also these results were positive.

Kollir,R. - Sturdik,E. - Sandula,). - FerendiloM. - Minrik,E. -
SvorgJ.: Fraktionnierung der 1lefebiomasse, VII, Verarbeitung und
Ausniitzung der Polysaccharide-Fraktionen der Backhefe. Kvas.
prum. 38, 1992, Nr. 8, S. 225 - 231

Im Rahmen des Programms der komplexen Backhefe-Fraktionnie-
rung wurde ein Verfahren zur Aufbercitung der Zellwiinde und B-Glukane
aus der sedimentierbaren Autolysat-Fraktion bei gleichzeitiger
Gewinnung von Hefeextrakt, Invertase, Ergosterol und Phospholipiden
ausgearbeitet. Das gewonnene Zellwinde-Priparat stimulierte die
Giirung von "problematischen" Traubenmosten sowie im Labor- als auch
im Betricbsausmas. Mit Hinsicht auf scine hohe Invertaseaktivitit wurde
das Priiparat mit Erfolg auch bei der Konstruktion der Enzymelektrode
fiir die dirckte Saccharose-Bestimmung appliziert. Die isolierten nativen
und modifizierten B-Glukan-Priparate wurden an Versuchstieren aufihre
Immunomodulationswirkung getestet, wobei positive Aktivititen
festgestellt wurden.



