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ПОЛІСАХАРИДИ ВИЩОГО БАЗИДІАЛЬНОГО ГРИБА GRIFOLA FRONDOSA

Корисні для людини властивості вищих базидіальних грибів відомі ще з давніх часів. Вони є не лише цінним продуктом харчування, а й мають різноманітну лікувально-профілактичну дію. Хоча наукове вивчення цілющих властивостей макроміцетів розпочалось лише з середини ХХ сторіччя, народна медицина вже на протязі сторіч використовує гриби для лікування ряду захворювань. Особливо важливе значення гриби мають в східній медицині, де історія їх застосування нараховує більше двох тисяч років. Так, першим задокументованим згадуванням лікувальних властивостей грибів є «Трактат про лікарські гриби» Ву Сина [1]. Використання грибів у народній медицині країн Заходу не мало такого розповсюдження, як на Сході, проте згадки про їх цілющі властивості були знайдені ще в працях Гіппократа [2].
На даний час плодові тіла, культуральний міцелій та екзопродукти багатьох видів базидіоміцетів є сировиною як для отримання препаратів, які використовуються як адаптогени, імуностимулятори і терапевтичні речовини при лікування різних захворювань, так і для продуктів, що застосовуються в різних галузях промисловості. Значною перевагою таких сполук є відсутність токсичності та побічної дії [2, 3].
Біологічна активність вищих базидіоміцетів визначається присутністю в їх плодових тілах, культуральному міцелії чи культуральній рідині ряду компонентів, серед яких найбільше значення мають полісахариди, терпеноїди, ферменти та лектини [2, 3]. 
Як джерело біологічно активних речовин, що використовуються у медицині, особливу увагу викликає вищий базидіоміцет Grifola frondosa.
Grifola frondosa – грифола курчава, «гриб-баран», що належить до до роду Grifola, родини Meripilaceae, порядку Polyporales, підкласу Agaricomycetidae, класу Basidiomycetes [4]. Також відомий під назвою маїтаке або танцюючий гриб у Японії, а в Китаї його називають «Zhu-ling», «Keisho» і «Shen Неr Ben Као jing» [5]. 
В природі розповсюджений у Європі, Далекому Сході, Азії, Кавказі, Північній Америці, Австралії. В Україні трапляється на Закарпатті, в карпатських та західноукраїнських лісах, у горах Криму. Рідко цей гриб можна також зустріти у степових та лісостепових зонах. Росте в широколистяних лісах, біля основи старих дерев, переважно дуба, бука і граба [6].
Маїтаке занесений у Червону книгу України та інших країн світу [6]. Причинами цього стали активний збір грибів населенням та вирубка лісів.

В даний час гріфола курчава штучно вирощується у промислових масштабах, причому виробництво її складає 0,3% від всього обсягу штучно вирощуваних вищих базидіальних грибів [3]. Такі значні обсяги виробництва зумовлені як харчовою цінністю цього гриба, так і лікувально-профілактичними властивостями базидіом та продуктів, що можна отримувати з них. Так, маїтаке здавна високо цінується китайськими та японськими травниками як багата на поживні речовини їжа та як лікарський засіб, який в традиційній китайській медицині часто застосовується для лікування захворювань шлунку та селезінки та як заспокійливий засіб [5]. Наукове вивчення біологічної активності сполук з G. frondosa розпочалося з середини 1980-х років. Проведені дослідження показали, що цей гриб має протипухлинну та імуномодулюючу дію, активність проти ВІЛ, володіє антигіпертензивними, антидіабетичними та антигіперліпідемічними властивостями, допомагає у боротьбі з ожирінням [2, 3, 5]. 
Лікувальні властивості G. frondosa обумовлені переважно високим вмістом полісахаридів [1, 2, 3]. Ці полісахариди можуть бути присутні в плодових тілах, культуральному міцелії і культуральному середовищі. В основному, це глюкани з β-1,3 і β-1,6, а також α-1,3-глікозидними зв’язками, деякі є протеогліканами чи гетерогліканами. Їх лікувально-профілактична активність залежить від середовища, ступеню розгалуження і конформації молекули [2, 3, 7].

Загалом з маїтаке виділено такі полісахариди:
· з плодового тіла – β-глюкан грифолан, ксилоглюкан, манноглюкан, фукоманноглюкан;
· з міцелію – гетероглюкопротеїн, манногалактофукан, гетероксилан, фукоксилан, галактоманноглюкан [3].
Полісахариди G. frondosa мають різноманітну лікувальну дію. Найвідомішим полісахаридом, який отримується виділенням з плодових тіл маїтаке є грифолан – розгалужений β-(1→3)-глюкан з β-1,6-глікозидними зв’язками [7, 8]. Основною біологічною активністю грифолану є імуномодулююча та протипухлинна [3, 9-14]. Імуномодулюючий ефект проявляється в активації ряду функцій макрофагів, наприклад, біосинтез фактору некрозу пухлин альфа, деяких цитокінів та супероксидних аніонів і вплив на їх цитотоксичність та фагоцитоз. Крім впливу на В-клітинний імунітет цей β-глюкан також регулює активність цитотоксичних Т-клітин та НК-клітин [3, 9, 11, 12, 13].

Протипухлинна ефективність гріфолану підтверджена багатьма дослідженнями як в лабораторних дослідах на тваринах, так і в клінічних випробуваннях. В Японії та США грифолан є офіційно визнаним лікарським препаратом, який застосовується одночасно з хіміо- або радіотерапією онкозахорювань. Цей лікувальний засіб є модифікатором біологічної відповіді, не має прямої цитотоксичності проти пухлинних клітин і його протипухлинну дію вважають опосередкованою. Але комплексний вплив одразу на різні ланки імунітету дозволяє грифолану пришвидшувати регресію пухлин та знижувати такі негативні ефекти у хворих, як мієлосупрессія та нефротоксичность [3, 9, 11-14].
На даний час грифолан отримують з плодових тіл, проте застосування глибинного культивування є оптимальнішим та ефективнішим, як для виробництва безпосередньо міцеліальної біомаси так і для отримання посівного матеріалу. Також є актуальним дослідження складу ендо- та екзометаболітів, які утворюються при глибинному методі культивування.
Тому метою роботи було провести глибинне культивування вищого базидіоміцету Grifola frondosa для визначення рівня накопичення екзополісахаридів в культуральному фільтраті та міцеліальних ендополісахаридів.
В роботі використовувалися стандартні біотехнологічні, мікробіологічні і біохімічні методи.

Глибинне культивування штаму 1790 G. frondosa проводили в колбах Ерленмеєра на 750 мл, в умовах постійного перемішування за допомогою орбітальної качалки 120 об/хв, за температури +27 ± 1 (С. Колби інокулювали отриманою попередньо фізіологічно активною глибинною культурою в кількості 10 об’ємних відсотків. Культивування здійснювали на синтетичному середовищі [15] з додаванням 1% меляси та 50 г/дм3 глюкози.

Після проведеного культивування тривалістю 10 діб біомасу відокремлювали через капроновий фільтр, промивали дистильованою водою та визначали в ній загальну кількість ендополісахаридів. Для цього міцелій руйнували в гомогенізаторі, заливали дистильованою водою (1:5) та кип’ятили на водяній бані 12 годин. Далі тричі проводили центрифугування з дистилятом при 3000 об/хв по 15 хвилин для повнішого відокремлення ендополісахаридів від нерозчинних компонентів міцелію [14].

В отриманих фугаті та культуральному фільтраті визначали кількість полісахаридів. Для цього в обох випадках полісахариди осаджували 96% етанолом з (1:1) та витримували 10-12 годин при +4°С, після чого відцентрифуговували при 6000 об/хв 20 хвилин і висушували при +60°С. Отриманий осад розчиняли в 5 мл гарячої дистильованої води та відбирали 2 мл розчину, в якому визначали кількість виділених ендо- та екзополісахаридів фенол-сірчаним методом [16].

В результаті глибинного культивування базидіоміцету G. frondosa було отримано 2,8(0,2 г/дм3 екзополісахаридів та 0,06(0,01 г/дм3 ендополісахаридів.

Таким чином, отримання ендо- та екзополісахаридів з G. frondosa в умовах глибинного культивування, без отримання плодових тіл є достатньо ефективним. Подальше дослідження умов біосинтезу, вивчення культуральних та біохімічних властивостей грифоли, а також оптимізація складу поживного середовища за рахунок використання економічніших компонентів, в тому числі побічних продуктів виробництва інших галузей промисловості, допоможе підвищити ефективність та технологічність отримання глюканів. Крім того є перспективним вивчення характеристик та біологічної активності екзополісахаридів, що синтезуються G. frondosa рівень дослідженності яких залишається низьким.
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