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ТҰЖЫРЫМ
Есеп 96 беттен, 1 суреттен, 24 кестеден, 39 әдебиет көздерінен, 4 қосымшадан тұрады
LENTINUS EDODES, ПОЛИСАХАРИДТЕР, БЕЛОКТАР, ЛИПИДТЕР, КӨМІРСУЛАР, ВИТАМИНДЕР, ПОЛИФЕНОЛДАР
Зерттеу объектілері  Lentinus edodes (шиитаке) базидиальді саңырауқұлақтарының штамдары болып табылады. 

Жұмыстың мақсаты – тамақтануды коррекциялау мен созылмалы аурулардың алдын алу үшін Lentinus edodes (шиитаке) саңырауқұлағы негізінде жаңа функционалды өнім алудың биотехнологиялық тәсілдерін жетілдіру.
Жұмыс жүргізу әдістері – микробиологиялық, биохимиялық және биотехнологиялық зерттеу әдістері.
68 штаммның биосинтетикалық белсенділігін кешенді бағалау негізінде одан әрі зерттеу үшін құрамында 4,5% эндополисахаридтері бар биомассаның 13,5 г/л оңтайландырылған қоректік ортада жинақталған L. edodes 2541 перспективалы штаммы іріктелді. Химиялық құрамы бойынша оқшауланған өндірушіге сипаттама беріледі - липидтер, эндополисахаридтер, шикі ақуыз, май қышқылдары, көмірсулар, дәрумендер, полифенолдар және цитокининдер.

Биологиялық белсенділікті сипаттау үшін цитокининдердің құрамы және биомассаның сорбциялық белсенділігі анықталды. Цитокининдер арасында басым компонент транс-зеатин екендігі анықталды. (12 нмоль/г). Биомассаның сорбциялық белсенділігі қорғасын мен кадмийге қатысты жоғары селективтілікті көрсетті, ол тиісінше 9,8 мг/г және 8,9 мг/г құрайды.

Зерттеу нәтижелерінің жаңалығы – L. edodes 2541 жоғары өнімді штаммы іріктеліп алынды, полисахаридтер бойынша максималды өнімділікпен тереңдік дақылда үздіксіз дақылдау режимінде продуцент мицелийінің биомассасын алу заңдылықтары анықталды, биомассаның химиялық құрамы мен биологиялық белсенділігі анықталды.

Қолданылу саласы – микробиология, биотехнология, тамақ өнеркәсібі.

Енгізу дәрежесі – алынған L. edodes 2541 жоғары өнімді штаммы есебінен мұражай дақылдарының коллекциясы толықтырылды.

Жұмыстың экономикалық тиімділігі өнеркәсіптік биотехнологияда жоғары өнімді L. edodes 2541 штаммын қолданумен анықталады.

Алынған нәтижелерді тамақтану мен экологияны түзету үшін жаңа функционалды өнімдердің биотехнологиясын жасауда қолдануға болады.
РЕФЕРАТ

Отчет 96 с., 1 рис., 24 табл.,  39 источников, 4 прил.
LENTINUS EDODES, ПОЛИСАХАРИДЫ, БЕЛКИ, ЛИПИДЫ, УГЛЕВОДЫ, ВИТАМИНЫ, ПОЛИФЕНОЛЫ
Объекты  исследования  штаммы базидиальных грибов  Lentinus edodes (шиитаке).

Цель работы - Разработать биотехнологические подходы к получению нового функционального продукта на основе гриба Lentinus edodes (шиитаке) для коррекции питания и профилактики хронических заболеваний. 

Методы проведения работы – микробиологические,  биотехнологические  и биохимические методы исследований. 
На  основании  комплексной  оценки  биосинтетической активности  68 штаммов, для дальнейших исследований был отобран  перспективный штамм  L.edodes  2541, который накапливал на  оптимизированной питательной  среде  13,5г/л биомассы, содержащей в  своем составе  4,5%  эндополисахаридов. Дана характеристика выделенного продуцента по химическому составу - липиды, эндополисахариды, сырой протеин, жирные кислоты, углеводы, витамины,  полифенолы и цитокинины.

Для характеристики биологической активности  определялось содержание цитокининов  и  сорбционная активность биомассы. Обнаружено, что преобладающим компонентом среди цитокининов является транс-зеатин. (12 нмоль/г). Сорбционная активность биомассы показала высокую селективность по отношению к свинцу и кадмию, составляющая соответственно 9,8мг/г  и  8,9 мг/г.

Новизна результатов исследований состоит в том, что выделен высокопродуктивный штамм L. edodes  2541, установлены закономерности получения биомассы мицелия продуцента в глубинной культуре в режиме непрерывного культивирования при максимальной продуктивности по полисахаридам, определены  химический состав и биологическая активность биомассы. 

Область применения – микробиология, биотехнология, пищевая промышленность. 
Степень внедрения – пополнена коллекция музейных культур за счет полученного высокопродуктивного штамма L. edodes  2541.

Экономическая эффективность работы определяется применением высокопродуктивного  штамма  L.edodes  2541 в промышленной биотехнологии.

Полученные результаты могут быть использованы при разработке биотехнологии  новых функциональных продуктов для коррекции питания и экологии.
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ТЕРМИНЫ И ОПРЕДЕЛЕНИЯ

В настоящем отчете о НИР применяют следующие термины с соответствующими определениями
	Базидиальные грибы  
	–
	класс высших грибов имеющих особые органы размножения базидии



	Скрининг
	–
	метод, позволяющий идентифицировать единичный объект путем анализа большого числа объектов



	Штамм
	–
	чистая культура микроорганизмов одного вида, выделенная из определенного источника и обладающая определенными биохимическими и физиологическими свойствами



	Шиитаке  
	–
	японский лесной гриблат. ( Lentinula edodes)




СОКРАЩЕНИЯ И ОБОЗНАЧЕНИЯ

В настоящем отчете о НИР использованы  следующие обозначения и сокращения
	А.с.м.  
	–
	абсолютно сухая масса

	d
	–
	диаметр

	г  
	–
	грамм

	г/л
	–
	грамм на литр

	др.  
	–
	другие



	мл 
	–
	миллилитр


	мм/сут
	–
	миллиметров в сутки

	рН
	–
	показатель величины водородных ионов



ВВЕДЕНИЕ 

В настоящее время  существует множество доказательств тому, что диетарные факторы контролируют и модулируют различные функции организма и, соответственно, участвуют в поддержании гомеостаза и здоровья. Из понимания связи между питанием и здоровьем/болезнью, родилась концепция «функционального питания» и появилась наука о функциональном питании, парадигмой которой является понимание пищи как лекарства. Существует ряд заболеваний, таких как сердечные заболевания, диабет, ожирение и рак, которые связаны с питанием [1,2]. В последнее время наблюдается повышенное внимание к созданию пищевых добавок и лечебно-профилактических препаратов, которые могут быть использованы для регуляции физиологических функций в организме человека. 

Перспективными объектами в этом направлении являются высшие базидиальные грибы,  поскольку они содержат уникальный комплекс биологически активных веществ углеводной, липидной и фенольной природы, витамины, микроэлементы и другие жизненно важные для человеческого организма соединения [3,4]. Эти грибы обладают выраженными иммуномодулирующими, гепатопротекторными,  антидиабетическими, антивирусными и антимикробными свойствами [5,6].  В частности, они являются источником новых полисахаридов с противоопухолевыми и иммуномодулирующими свойствами. 

Одним из наиболее широко культивируемых  видов съедобных ксилотрофных грибов является Lentinus edodes (шиитаке), которые вот уже более двух тысячелетий широко используются в китайской медицине. 
Однако, промышленный выпуск таких препаратов имеет свои ограничения. Наиболее значимыми из них являются ограниченность природных источников исходного сырья и широкая вариабельность в содержании необходимых биологически активных соединений. Попытки решить эти проблемы за счет создания искусственных плантаций требуют больших затрат и не решают проблемы стандартизации конечного продукта и, как следствие, не позволяют гарантировать заявляемую биологическую активность.  Эти обстоятельства свидетельствуют о необходимости разработки современных биотехнологических подходов на основе культивирования данных грибов в промышленных условиях.  
Существующие исследования по искусственному выращиванию высших грибов показали, что получение грибной биомассы в условиях глубинного культивирования при оптимальных условиях выращивания может стать экономически целесообразным и доступным способом получения высококачественной экологически чистой продукции. Важным преимуществом получения биомассы высших грибов с помощью биотехнологических методов являются доступность сырьевых ресурсов, возможность роста объемов производства и экологическая безопасность.

В Казахстане, несмотря на наличие производственных мощностей, и сырьевых ресурсов, биологически активные добавки на основе высших базидиальных грибов не производятся.  В то же время, стремительно растет интерес и острая необходимость к широкому использованию  базидиомицетов в медицине, пищевой промышленности,  диетотерапии, спортивном питании. 

В связи с этим, актуальным является проведение исследований, направленных на получение биомассы грибов Lentinus edodes (шиитаке) в условиях глубинного культивирования, изучение биологических свойств и химического состава продуцента и на основе этого разработку новой биотехнологии получения  биологически активных добавок с широким спектром лечебно-профилактических свойств. 

Все эти обстоятельства и послужили основанием для выполнения данного проекта конечной целью которого является «Разработка технологии получения нового функционального продукта на основе съедобного лекарственного гриба шиитаке для коррекции питания и профилактики хронических заболеваний»

 Выполнение проекта полностью отвечает целям и задачам коммерциализации технологий и позволит разработать технологию производства новых для Казахстана биологически активных добавок лечебно-профилактического действия. Полученные данные могут быть использованы как для развития фундаментальной науки, так и иметь широкое прикладное значение.

Целью настоящего исследования являлось  разработка биотехнологических подходов к получению на основе гриба Lentinus edodes (шиитаке) нового функционального продукта для коррекции питания и профилактики хронических заболеваний. Для реализации цели были поставлены следующие основные задания:
- Скрининг штамма L. edodes с высоким содержанием полисахаридов и отработка условий его культивирования  для интенсификаци биосинтеза полисахаридов (инвентарный № 0218РК00271).
- Исследование химического состава погруженной биомассы отобранного продуцента (инвентарный № 0219РК00640).
- Изучение биологической активности биомассы отобранного продуцента.

ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ

1 Выбор направления исследований
Одним из наиболее широко культивируемых  видов съедобных ксилотрофных грибов в настоящее время является Lentinus edodes (шиитаке). Плодовые тела этого гриба выращивают в промышленных масштабах во многих странах мира [8]. Помимо отличных вкусовых качеств шиитаке - это грибы, которые вот уже более двух тысячелетий широко используются в китайской медицине. Плодовые тела L. edodes содержат протеины (26% от сухого веса), липиды, в том числе жирные кислоты (главным образом линоленовая кислота); углеводы; минералы; витамины B1, B2 и C; эргостеролы [9,10]. Помимо питательных составляющих в шиитаке содержится ряд биологически активных веществ, обладающих иммуномодулирующими, антимикробными и противораковыми свойствами. В 1969г. Ikekawa в своих исследованиях обнаружил, что экстракт шиитаке тормозит уровень роста опухоли на 80.7% [11]. В то же самое время, Chihara впервые выделил противоопухолевый полисахарид лентинан, являющийся D-глюканом [12-14]. Было обнаружено, что лентинан активирует макрофаги, Т-лимфоциты и другие эффекторные клетки иммунной системы, которые способствуют высвобождению цитокинов, обладающих противоопухолевыми и антимикробными свойствами [15, 16]. В настоящее время изучаются и другие биологически активные вещества, выделенные из шиитаке. Это полисахарид KS-2 (противоопухолевое средство), гликопротеид LEM (противоопухолевое средство, использующееся также при лечении гепатита В), лигниновый комплекс, состоящий из белка, углеводов и лигнина, ЕР3 (новое иммуноактивное соединение), тиопролин (натуральный антиоксидант), лентемин (противовирусный белок), лентинацин и диоксилентинацин (ингибитор агглютинации тромбоцитов) и т.д. [17, 18]. Еще одно вещество, найденное в грибах шиитаке – эритаденин, способен существенно снижать уровень холестерина в крови [19, 20]. Помимо уже известных  биологически активных веществ шиитаке содержит большое количество еще мало изученных веществ.

В настоящее время 70%-80% всех грибных препаратов  получают из плодовых тел и 20%-30% - из экстрактов мицелия грибов и культуральной жидкости [21-25]. Получение препаратов из плодовых тел L. edodes обычно занимает несколько месяцев и, более того, в таких условиях очень трудно контролировать качество производимого продукта. Существующие исследования по искусственному выращиванию высших грибов направлены на увеличение выхода целевых продуктов (биомассы, белка, аминокислот), Получение грибной биомассы в условиях глубинного культивирования при оптимальных условиях выращивания может стать экономически целесообразным и доступным способом получения высококачественной экологически чистой продукции. При этом следует отметить, что такой способ культивирования  по скорости процесса более чем на порядок выше, чем традиционное получение плодовых тел, что позволяет значительно сократить время получения биомассы, увеличить ее количество, а за счет оптимизации условий культивирования проводить направленный синтез биологически активных соединений.

Хорошо известна устойчивость грибов к токсическому действию тяжелых металлов. Содержание тяжелых металлов в плодовых телах может в 100-500 раз превышать их концентрацию в субстрате. Это свойство может быть использовано для создания нового поколения энтеросорбентов, способствующих выведению из организма тяжелых металлов.

Таким образом, разработка биотехнологии глубинного культивирования L. edodes с целью получения нового лекарственного средства, включающего в себя комплекс биологически активных соединений,  является актуальной проблемой. Данные о динамике накопления в биомассе лекарственных базидиомицетов отдельных биологически активных соединений, особенностях их структуры, биологической активности, методах управления процессами их биосинтеза  являются неполными. Выполнение исследований в рамках данного проекта позволит сделать процесс культивирования L. edodes с целью получения многофункциональных продуктов высоко технологичным. Полученные данные могут быть использованы как для развития фундаментальной науки, так и иметь широкое прикладное значение. Выполнение задач в рамках настоящего проекта позволит впервые в Казахстане разработать биотехнологию получения нового лекарственного средства на основе L. edodes, ценного съедобного лекарственного гриба, обладающего широким спектром свойств для коррекции питания и профилактики хронических заболеваний.

Научная новизна проекта заключается в том, что изучены закономерности получения биомассы мицелия исследуемых штаммов L. edodes в глубинной культуре в режиме непрерывного культивирования при максимальной продуктивности по полисахаридам. Определено в биомассе отобранного штамма содержание основных биологически активных веществ – полисахариды, незаменимые аминокислоты, жирные кислоты, минеральные вещества, витамины, полифенолы, цитокинины. Изучена способность биомассы отобранного штамма к сорбции тяжелых металлов. Таким образом, впервые в Казахстане  разработаны оригинальные научные подходы и методология создания новых для Казахстана видов биотехнологической продукции – лекарственного средств на основе съедобного базидиомицета, обладающих способностью корректировать питание и предотвращать хронические заболевания. 
2 Объекты и методы исследования

Объектом исследований служили 68 штаммов базидиального гриба L. Edodes из коллекции культур шляпочных грибов Института ботаники им. Н.Г. Холодного НАН Украины (Киев) (IBK). Подготовка посевного материала состояла из нескольких этапов: (i) внесение в 100 мл среды гомогенизированной 7-дневной культуры, выращенной на сусло агаре; (ii) инкубация при комнатной температуре (22 ± 2ºC), на орбитальном шейкере (160 об/мин.), в течение 7 дней; (iii) промывание полученной биомассы (3 раза) стерильной водой. Биомасса отделялась путем центрифугирования (4°С, 3000 об./мин. 30 мин.) с последующей промывкой и высушиванием осадка при 60°С до постоянного веса и взвешена. В качестве питательной среды использовали пивное сусло 8( по Баллингу (ПС), и глюкозо-пептон-дрожжевая среду (ГПД) следующего состава (г/л): глюкоза – 30,  пептон – 3, KH2PO4 – 1,0;  K2HPO4 – 1,0; MgSO4 x 7H2O – 0.25; дрожжевой экстракт – 20 мл; вода – 1 л. Общее содержание эндополисахаридов определяли по фенол-сернокислотному методу [26]. Определение общего количества внутриклеточных полисахаридов проводилось следующим образом: 2 г высушенного при 60°С мицелия инкубировали в 10 мл кипящей воде в течение 16 часов. После экстракции образец охлаждали, затем осадок отделяли центрифугированием. Полисахариды осаждали добавлением 4 объемов 95% этанола, при температуре 4°С в течение ночи высушивали при 60°С для удаления остаточного этанола. Содержание полисахаридов рассчитывали в % к абсолютно сухой биомассе (а.с.м.) [27] . 
Для изучения влияния различных источников углерода и азота на выход  эндополисахаридов  отобранного нами ранее штамма  L.edodes  2541, мицелий выращивали на полусинтетической глюкозо-пептон-дрожжевой среде, содержащей  различные источники углерода в количестве эквивалентном 30 г/л глюкозы [28, 29], а различные источники  азота  добавляли эквивалентно количеству азота в 2 г NaNO3.

 Определение сырого протеина в биомассе грибов проводилось по  методу Кьельдаля [30]. Общее содержание липидов оценивалось методом Фолча [31]. Жирнокислотный состав липидов анализировали в виде метиловых эфиров жирных кислот на газожидкостном хроматографе «Chrom-5» (Чехия) с пламенно-ионизационным детектором, используя колонку из нержавеющей стали длиной 3,7м, заполненную хроматоном N-AW с 15% полиэтиленгликольсукцината в изотермическом режиме при температуре испарителя 210ºС и температуре колонки 160ºС. Жирнокислотный состав будет определен согласно методу Kavashree [32]. 

Изучение содержание цитокининов проводитлось по  усовершенствованной методике [33, 34]. Для анализа цитокининов мицелиальную биомассу отделяли от культуральной среды путем фильтрации под вакуумом и промывали дважды в 50 мл калийфосфатного буфера, pH 6,5. Процедура выделения и очистки цитокининов из грибного материала детально описана ранее [28]. Качественный состав и количественное содержание гормонов анализировали методом ВЭЖХ МС (Agilent 1200, США). Образцы пропускали через колонку хроматографа высокого разрешения Agilent Zorbax Eclipse XDB•C18 (4,6 × 250 мм, 5 мкм), используя в качестве элюента систему растворителей метанол : вода : уксусная кислота (37 : 62,9 : 0,1 по объему) в изократическом режиме со скоростью 0,5 мл/мин при 30°C. После элюции фракции сразу же анализировали на масс - спектрометре Agilent 6120 Quadrupole LC/MS в комбинированном режиме “multi mode” позитивной ионизации (электроспрей и химическая ионизация при атмосферном давлении). Данные обрабатывали с помощью программного обеспечения Agilent ChemStation, версия В.03.01 on line. Для более точной идентификации пиков цитокининов использовали метод внутренних стандартов, а для количественного определения — калибровку с применением стандартов цитокининов производства фирмы “Sigma Aldrich”     (США).

Способность биомассы сорбировать тяжелые металлы определялась по методике Власова [35]. Сорбцию тяжелых металлов в модельной сорбционной системе грибным мицелием и извлеченными из него клеточными стенками оценивали по уменьшению концентрации соответствующих ионов после контакта высушенного мицелия и клеточных стенок растворами CuSO4, MnSO4, Cd(NO3)2, Fe2(SO4)3, NiSO4, Pb(NO3)2, ZnCl2. Содержание ионов металлов в растворах до и после сорбции оценивали методом комплексометрического титрования 0,1 н. раствором  Na2ЭДТА (трилон Б) в присутствии индикаторов меди и никеля – мурексида, цинка и свинца – эриохрома черного Т. Для расчета сорбционной емкости вес навески сорбента пересчитывали на абсолютно сухую массу. Условия сорбции, были следующие: исходные концентрации растворов 0,25 мМ, рН 5,5, температура 24(С.

Для характеристики сорбционной активности биомассы и клеточных стенок использовали величину сорбционной емкости (СОЕ), мг/г:

СОЕ = (Сисх – Скон) V/m, где (Сисх – Скон|) – концентрация ионов металла (соответственно исходная и конечная), мг/мл; V—объем раствора, мл; m – масса сорбента, г, в пересчете на сухое вещество [36].  

Все анализы будут проводиться в трехкратных повторностях.  Полученные данные будут обработаны при помощи программы STATISTICA 6 [37].

3 Результаты и их обсуждение

3.1 Отбор из коллекционных лечебных грибов штаммов L. edodes, синтезирующих наибольшее количество биомассы

Для отбора штаммов наиболее активно синтезирующих биомассу  съедобного лекарственного гриба вида L. edodes,  были использовано 68 штаммов, выделенные с различных древесных пород, растущих в разных регионах Китая, Кореи и Японии и хранящихся в коллекции шляпочных грибов Института ботаники им. Н.Г. Холодного НАН Украины. На первом этапе было необходимо дать предварительную оценку потенциала роста испытуемых штаммов.  В этих целях все культуры были высеяны на среду сусло-агар (СА), как наиболее универсальную для роста грибов. Каждая культура была посеяна в трех повторностях и выращивалась при температуре 250 в течение 5 суток. 

Полученные результаты показали значительную гетерогенность в скорости роста. Некоторые культуры, например 55,  57,  2541 и др., показали активный рост уже на вторые и третьи сутки, тогда как другие только к концу срока наблюдений. Часть культур, включая семь разных штаммов, не показала роста в течение всего периода наблюдений. Какой либо зависимости роста от породы дерева-хозяина или района произрастания выявить не удалось.  На основании этих характеристик был отобран 31 штамм, которые проверялись дополнительно на скорость роста в средах СА и КГА. 

Многие исследователи в области изучения культур высших базидиомицетов считают, наиболее устойчивым критерием для индивидуальной характеристики штаммов, являются скорость роста, отношение к температуре, микроскопические особенности гифальной системы. Поэтому скорость роста вегетативного мицелия, наряду со способностью  к биосинтезу биомассы и  различных метаболитов, была выбрана нами как один из важнейших критериев отбора штаммов. В связи с этим нами была проведена работа по сравнительному изучению радиальной скорости роста мицелия различных штаммов.  Для этой цели диски мицелия помещали в чашки Петри с сусло-агаром (СА) и картофельно-глюкозном агаром (КГА). Исследование радиального роста мицелиальных грибов в условиях искусственной культуры корректно проводить на плотных агаризованных средах, поскольку такой способ культивирования является достаточно приближенным к условиям роста этих грибов в природе. Состав питательной среды может существенно влиять на скорость роста мицелия. Поэтому исследования проводили на двух типах питательных сред сусло-агаре и картофельно-глюкозном агаре. Культуры грибов выращивали до полного зарастания чашки, в среднем 20 дней.  Радиусы колоний измеряли в двух взаимно перпендикулярных направлениях через сутки в течение 8 дней. Результаты представлены в таблице 1.

Таблица 1 – Скорость радиального роста мицелия исследованных штаммов L. edodes на агаризованных питательных средах  

	№
	Номер штамма
	Скорость роста VR,мм/сут

	
	
	СА
	КГА

	1
	55
	6,3±0,2
	7,2±0,3

	2
	57
	6,3±0,4
	8,3±0,3

	3
	65
	7,3±0,2
	8,0±0,3

	4
	503
	7,5±0,2
	9,5±0,4

	5
	504
	4,3±0,2
	8,0±0,1

	6
	507
	8,0±0,4
	6,0±0,1

	7
	711
	6,6±0,2
	7,8±0,1

	8
	712
	7,0±0,2
	7,3±0,4

	9
	713
	5,8±0,3
	6,4±0,2

	10
	1500
	3,9±0,2
	8,0±0,3

	11
	1501
	4,7±0,2
	7,8±0,3

	12
	1628
	7,1±0,2
	8,0±0,3

	13
	1658
	4,7±0,4
	7,7±0,1

	14
	1659
	5,0 ±0,1
	11,5±0,2

	15
	1712
	9,0±0,3
	9,8±0

	16
	1709
	10,6±0,2
	10,3±0,3

	17
	1711
	11,0±0,2
	10,5±0,2

	18
	1710
	8,5±0,2
	9,6±0

	19
	1973
	11,5±0,2
	11,0±0,2

	20
	1992
	8,0±0,1
	10±0,3

	21
	1997
	6,4±0,3
	6,0±0

	22
	2022
	6,5±0,3
	5,8±0


	23
	2023
	3,3±0,2
	7,2±0

	24
	2056
	4,0±0,3
	6,8±0,3

	25
	2059
	5,8±0,4
	6,1±0,2

	26
	2084
	7,0±0,4
	6,8±0,2

	27
	2180
	10,8±0,4
	5,8±0,4

	28
	2541
	12,0±0,4
	10,2±0,3

	29
	2267
	2,7±0,3
	3,9±0,2

	30
	2085
	5,4±0,2
	6,7±0,3

	31
	2914
	6,6±0,3
	6,0±0,3


Первичный отбор культур проводили путем сравнения размеров колоний. Скорость увеличения радиуса колоний (Vr) в период (t1-t0), когда прирост длины мицелиальной гифы линейно зависит от времени культивирования является тем критерием, который объективно характеризует скорость роста организма в конкретных условиях культивирования.  Сравнение скорости радиального роста мицелия показало  значительную разницу между штаммами  и позволило дать предварительную оценку их способности к синтезу биомассы. Наиболее активными были штаммы 2541, 2180, 1711 и 1973. Размер диаметра колоний составлял от 9,0 до 12 мм. 
Ряд исследователей считают, что изоляты одного и того же вида могут образовывать колонии, значительно отличающиеся  по цвету и текстуре. В наших экспериментах  практически все колонии исследованных видов были белыми, тем не менее, со временем большинство из них приобретала другой цвет или оттенок.  Вариабельность морфологических характеристик колоний на испытанных средах разного состава проявлялась в основном незначительно и в некоторых случаях основном в виде изменения плотности колонии и окраски светло-кремового, кремового или лимонно-желтого оттенка.  Для более объективной оценки продуктивности штаммов нами были проведены эксперименты по глубинному культивированию  мицелия на средах разного состава. Эффективность синтеза в этом случае оценивалась по величине образующейся биомассы. Результаты представлены в таблице 2.

Таблица 2 – Синтез биомассы различными штаммами L. edodes  при глубинном культивировании  на средах разного состава*
	Номер штамма
	Биомасса, г/л

	
	С**
	ГПД***

	1
	2
	3

	55
	6,2
	3,5

	2541
	12,0
	13,5

	57
	7,8
	4,4

	65
	9,3
	6,5

	503
	12,3
	7,1

	504
	7,8
	6,3

	1712
	10,0
	6,4

	2082
	6.5
	6,8

	713
	7,5
	5,7

	1500
	7,5
	3,5

	
	
	

	


Продолжение таблицы 2

	1
	2
	3

	1501
	7,3
	6,2

	1658
	6,3
	6,0

	1659
	5,5
	5,2

	1973
	5,8
	5,7

	1992
	5,7
	4,8

	2022
	9,5
	9,2

	2023
	7,8
	8,3

	2056
	6,2
	6,3

	1709
	9,0
	6,4

	1711
	9,8
	4,3

	2059
	9,3
	5,6

	1710
	10,6
	8,5

	2180
	11,0
	7,2

	2267
	8,2
	6,5

	2084
	5,5
	9,1

	2914
	5,9
	8,7

	507
	12,0
	7,2

	2914
	5,9
	8,7

	507
	12,0
	7,2


Испытуемые штаммы выращивали на жидких средах «Пивное сусло» и синтетическую глюкозо-пептон-дрожжевую среду (ГПД). Исследованные штаммы L.edodes     синтезировали на пивном сусле  от 5,0  до 12,0 г/л биомассы, на глюкозо-пептон-дрожжевой среде –  от 3,5 до 13,5 г/л (таблица 1). Таким образом,  из 31 штаммов  19 штаммов  на среде  с  пивным суслом  накапливали  биомассу в диапазоне 5-8 г/л, а 12 штаммов - в диапазоне 8,1-12,0 г/л. Глюкозо-пептон-дрожжевая    среда оказалась более избирательной  для отдельных штаммов по признаку синтеза биомассы – только 6 штаммов L. edodes из  31 синтезировали 8,1-13,5г/л биомассы.

3.2 Скрининг штаммов L. edodes с высоким содержанием полисахаридов в биомассе

Биологическую активность большинства грибов во многом определяют соединения углеводной природы, содержание которых достигает 60%  сухой биомассы грибов [14]. Они представлены свободными и связанными сахарами, а также полисахаридами. Эти вещества выполняют резервную, осморегулирующую, регуляторную и протекторную функции. Особое внимание исследователей привлекают  полисахариды,  с которыми связывают онкостатическую и иммуномоделирующую активность грибных экстрактов. Анализ литературных данных позволяет сделать вывод о значительном влиянии  на синтез  эндополисахаридов как биологических  особенностей штамма, так и  состава питательной среды.  В связи этим и в соответствии с конечной целью запланированной НИР отобранные штаммы грибов были изучены на способность, синтезировать эндополисахариды при культивировании в жидкой среде разного состава.  Штаммы культивировали на средах С и ГБД, как описано в материалах и методах. Результаты представлены в таблице 3.

Таблица 3 – Синтез эндополисахаридов  различными штаммами L. edodes  при глубинном культивировании на средах разного состава
	Номер штамма
	Эндополисахариды, % к а.с.м.

	
	С
	ГПД

	1
	2
	3

	55
	2,6
	2,5

	2541
	3,5
	4,5

	57
	3,1
	2

	65
	3,5
	1,7

	503
	2,0
	3,2

	504
	3,1
	2,9

	1712
	2,9
	2,5

	2082
	2,9
	2,5

	711
	3,2
	2,4

	712
	3,3
	2,5

	1500
	2,6
	2,5

	1501
	2,7
	1,8

	1628
	2,5
	2,0
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	1
	2
	3

	1658
	3,1
	2,8

	1659
	3,0
	2,8

	1973
	2,8
	1,6

	1992
	2,8
	1,1

	2022
	3,5
	3,1

	2023
	3,2
	3,2

	2056
	2,8
	2,7

	1709
	2,3
	1,5

	1711
	1,2
	1,8

	2059
	1,1
	2,0

	1710
	1,7
	3,0

	2180
	2,4
	3,0

	1500
	2,6
	2,5

	1501
	2,7
	1,8

	1628
	2,5
	2,0

	1658
	3,1
	2,8

	1659
	3,0
	2,8

	1973
	2,8
	1,6

	1992
	2,8
	1,1

	2022
	3,5
	3,1

	2023
	3,2
	3,2

	2056
	2,8
	2,7

	1709
	2,3
	1,5

	1711
	1,2
	1,8

	2059
	1,1
	2,0

	1710
	1,7
	3,0

	2180
	2,4
	3,0

	2267
	3,5
	3,9


Анализ данных по содержанию эндополисахаридов  в биомассе штаммов L.edodes также показал значительную штаммовую  изменчивость по этому признаку в зависимости от состава используемой питательной среды. У 25 штаммов при выращивании на среде с пивным суслом накапливали от 2,1 до 3,5% эндополисахаридов, а  в 6 штаммах эта величина колебалась от 1,0 до 1,9% . На  глюкозо-пептон-дрожжевой среде  21 штамм синтезировал  2,1-4,5%  эндополисахаридов, а 10 штаммов L. edodes – в пределах 1,1-2,0%.  

Наиболее высокие показатели у штамма 2141, показавшего содержание эндополисахаридов  3,5 % на среде С и 4,5% на среде ГПД. 

На  основании  комплексной  оценки  биосинтетической активности  исследованных  штаммов, включающей в себя продуктивность биомассы и  эндополисахаридов,  для дальнейших  исследований по оптимизации  состава  среды  и  условий  выращивания  нами был отобран наиболее  перспективный продуцент полисахаридов – штамм  L.edodes  2541, который накапливал на  глюкозо-пептон-дрожжевой  среде  13,5г/л биомассы, содержащей в  своем составе  4,5% эндополисахаридов. Штамм был выделен из плодовых тел, собранных в Китае.

3.3 Подбор оптимальных источников углерода, азота и условий  (рН, to) культивирования  для повышенного синтеза полисахаридов отобранным штаммом L. Edodes
На дальнейших этапах исследования было изучено влияние  природы источников углерода, азота и соотношения С:N на образование штаммом L. edodes 2541 эндополисахаридов, а также условий культивирования. В этих экспериментов  для выращивания нами отобрана глюкозо-пептон-дрожжевая  среда. Данная среда позволяет изменять источники углерода,  азота и  рН (кислотность среды). Результаты  оценки влияния разных источников углерода на синтез полисахаридов у штамма 2541 представлены в таблице 4.

Таблица 4 – Влияние различных источников углерода на  синтез эндополисахаридов L. еdodes 2541 при глубинном культивировании

	Источник углерода
	Биомасса, г/л
	Эндополисахариды, % а.с.м.

	1
	2
	3

	Глюкоза
	13,5(0,2
	4,5(0,2

	Арабиноза
	3,0(0,3
	2,8(0,2

	Галактоза
	3,5(0,4
	2,5(0,1

	Ксилоза
	3,2(0,2
	2,9(0,3
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	1
	2
	3

	Манноза
	4,6(0,4
	2,0(0,2

	Фруктоза
	3,3(0,2
	2,3(0,1

	Лактоза
	6,2(0,3
	3,2(0,3

	Мальтоза
	6,4(0,2
	2,8(0,2

	Сахароза
	5,8(0,2
	2,8(0,2

	Целлобиоза
	14,8(0,4
	5,5(0,3

	Маннит
	3,2(0,3
	2,5(0,1

	Сорбит
	4,5(0,2
	2,0(0,2


Полученные результаты свидетельствуют о том, что в качестве источника углерода  лучшим для роста и образования эндополисахаридов  L. edodes 2541 оказалась целлобиоза. Выход эндополисахаридов на среде с целлобиозой  составил 5,5%.

В связи с этим было изучено влияние различных доз целлобиозы на синтез эндополисахаридов у штамма 2541. Результаты представлены в таблице 5.

Таблица 5 – Влияние  концентрации целлобиозы в среде на рост и образование эндополисахаридов  штаммом  L. еdodes 2541 при глубинном культивировании

	Содержание целлобиозы в среде, г/л
	Биомасса,

г/л
	Эндополисахариды,

% а.с.м.

	
	
	

	10
	6,1(0,1
	3(0,05

	20
	7,2(0,2
	3(0,007

	30
	14,8(0,2
	4,8(0,1

	40
	15(0,1
	6,0(0,2

	50
	9,5(0,2
	3,8(0,06


Как видно из представленных в таблице 5 данных наибольшее увеличение выхода биомассы и содержанию эндополисахаридов у исследуемого штамма наблюдалось при концентрации целлобиозы  в среде до 40 г/л. При содержании целлобиозы 50 г/л и выше выход биомассы и содержание в ней полисахаридов  снижались, что может быть обусловлено несбалансированностью среды по содержанию углерода и азота.  Однако максимальное значение эффективности биосинтеза полисахаридов, рассчитанное как отношение массы синтезированных эндополисахаридов к массе внесённого источника углерода, получено при выращивании грибов на среде с 30 г/л целлобиозы. 

С целью оптимизации процесса биосинтеза эндополисахаридов отобранным штаммом была  проведена серия экспериментов на питательных средах, в которых содержание целлобиозы составляло 30 г/л при различном соотношении C:N. В качестве источника азота использовали пептон (таблица 6). 

Таблица 6 – Влияние источников азота на рост и образование эндополисахаридов штаммом L. еdodes  2541 при глубинном культивировании

	Источник азота
	Биомасса, г/л
	Эндополисахариды, % а.с.м.

	NaNO3
	4,4(0,3
	2,9(0,1

	NH4NO3
	5,2(0,2
	2,5(0,1

	NH4Cl
	4,9(0,1
	2,7(0,2

	(NH4)2SO4
	6,0(0,3
	3,5(0,1

	Пептон
	13,5(0,2
	4,5(0,2

	Аспарагин
	6,2(0,4
	2,5(0,2

	Мочевина
	2,7(0,1
	2,4(0,1


Как видно из данных таблицы 6 из всех исследованных источников азота оптимальным для образования эндополисахаридов   L. еdodes  2541 оказался  пептон. В то же время, при расчете  коэффициент синтеза эндополисахаридов на единицу биомассы результаты были  достаточно высокими  на средах со всеми используемыми источниками азота.  В дополнительных экспериментах было изучено влияние различных соотношений С:N на биосинтез эндополисахаридов. Полученные данные показали, что наибольший выход эндополисахаридов получен при соотношении C:N, близком к 18 (в контрольной глюкозо-пептон-дрожжевой среде C:N=16,9). 

Проведенные исследования позволили оптимизировать состав питательной среды для роста  и активного образования  эндополисахаридов штаммом L. edodes 2541. Это  модифицированная среда,  в состав которой входит г/л: целлобиоза  30; KH2PO4 – 1;  K2HPO4 – 1; MgSO4 – 0,25; пептон – 3,5; дрожжевой экстракт  – 20 мл, вода – 1л.

Важным условием получения стабильных результатов является строгое соблюдение всех основных биотехнологических параметров. Нами проведена серия экспериментов по оптимизации основных биотехнологических параметров  (температура, рН среды) с целью получения биомассы L. edodes 2541  с высоким содержанием эндополисахаридов. 

Одним из важнейших факторов, регулирующих рост и синтез вторичных метаболитов базидиомицетами в культуре, является рН питательной среды. Этот фактор обусловливает физиологическую активность культур, влияет на свойства клеточных стенок, транспорт питательных веществ, скорость роста и характер метаболизма, а также способность усваивать те или иные источники питания (таблица 7). 

Таблица 7 – Влияние рН на образование  биомассы и эндополисахаридов L. еdodes  2541 при глубинном культивировании на оптимизированной по составу питательной  среде 

	Исходный рН
	Конечный рН
	Биомасса, г/л
	Эндополисахариды,

% а.с.м.
	Продуктивность биосинтеза эндополисахаридов,

мг/л сут

	3
	3,2
	4,5(0,2
	3,0(0,1
	16,9

	4
	3,3
	7,0(0,3
	6,5(0,1
	56,8

	5
	3,4
	10,0(0,2
	6,8(0,2
	87,5

	6
	3,5
	15,5(0,3
	7,2(0,3
	94,5

	6,5
	3,6
	10,0(0,1
	6,5(0,3
	81,2

	7
	3,7
	9,2(0,2
	5,3(0,2
	59,6

	7,5
	4
	8,3(0,4
	4,8(0,1
	48,0


Установлено, что грибы рода Lentinus на питательных средах могут расти в широком диапазоне начальных значений рН - от 3 до 9. Изучаемый штамм L. edodes  2541 также растёт в широком диапазоне начальных значений рН питательных сред. На оптимизированной питательной среде, основу которой составляют целлобиоза и пептон,  оптимальное значение рН для  высокого выхода биомассы  составляет 5-6,5 (таблица 9). Образование эндополисахаридов происходит в  широком диапазоне исходного рН среды - от 3 до 7,5. Однако, наибольшая продуктивность L. edodes 2541 по  эндополисахаридам отмечена при рН 6. Необходимо отметить, что в процессе роста L. edodes  2541  во всех случаях, кроме опыта на среде с исходным рН= 3, происходит значительное снижение рН питательной среды.

У большинства видов грибов максимальный выход биомассы и полисахаридов наблюдается при одной и той же температуре: у грибов рода Trametes –  при 28-30(C, у Lentinus edodes и Phellinus linteus –  при 22-25(С, у Ganoderma lucidum  и Phellinus gilvus–   при 30(С. В то же время у Auricularia polytricha лучший рост был при 20(С, а максимальное образование полисахаридов  - при 30(С.

Оптимальной для роста штамма L. edodes 2541 и образования им биомассы и  эндополисахаридов оказалась температура 25(С. При данной температуре  количество биомассы составляло 15,8г/л  , что на 37,5% больше, чем при культивировании в условиях 20(С и на 57% больше, чем при выращивании при 30(С. Концентрация  эндополисахаридов в биомассе при  25(С составляла 7,2% а.с.м. При 20(С  эта величина снижалась на 33,3%, при 30(С – на 35%.

 Комплексный анализ всех выше приведенных экспериментальных данных позволил выявить наиболее оптимальные условия для роста  и синтеза эндополисахаридов L. edodes 2541 при глубинном культивировании. На основе полученных результатов  была разработана оптимизированная  среда,  в состав которой входит г/л: целлобиоза– 30; KH2PO4 – 1;  K2HPO4 – 1; MgSO4 – 0,25; пептон – 3,5; дрожжевой экстракт – 20 мл, вода – 1л ; рН – 6, температура  культивирования 25 (С. Результаты представлены в таблице 8.

Таблица 8 – Влияние оптимизации питательной среды и условий культивирования на биосинтез эндополисахаридов L. edodes 2541

	Биосинтез эндополисахаридов

	до оптимизации, %  а.с.м.
	после оптимизации, %  а.с.м.
	% увеличения

	4,5(0,2
	7,2(0,2
	60,00


Количественная оценка  влияния оптимизации условий культивирования на эффективность  роста и биосинтеза полисахаридов отобранного  штамма L. edodes 2541 свидетельствует о значительном повышении содержания эндополисахаридов в биомассе - на 60% в результате оптимизации биотехнологических процессов культивирования. 

3.4 Исследование химического состава биомассы отобранного штамма L.edodes
3.4.1  Определение содержания сырого протеина, липидов и жирных кислот в биомассе отобранного штамма L. edodes  2541

В целях более точной характеристики объектов исследований на первом этапе нами была проведены эксперименты по изучению уровня накоплению сырого протеина и липидов в условиях глубинного культивирования. Эффективность синтеза в этом случае оценивалась по количеству этих веществ на единицу синтезируемой биомассы. Испытуемые штаммы выращивали на оптимизированной жидкой  среде, как указано в выше.  Результаты  представлены в таблице 9.
В среднем содержание протеина у 20 штаммов колеблется от 8 до 19%. В тоже время у 11 штаммов количество протеина достигает 20-23% . Максимальное содержание протеина составляющее 23% наблюдается у штаммов 2541, 65, 2022 и 2267.  Сравнительная характеристика накопления липидов выявила вариативность от 3% до 7% к абсолютной сухой массе.  Основная часть штаммов содержала 6-7% липидов
Таблица 9 – Синтез сырого протеина и липидов   различными штаммами L. edodes при глубинном культивировании  на оптимизированной среде*, % к а.с.м.

	Номер штамма
	Сырой протеин
	Липиды 

	2023
	21
	6

	2022
	23
	7

	2541
	23
	7

	57
	20
	6

	65
	23
	7

	504
	20
	6

	1712
	19
	6

	2082
	19
	6

	711
	21
	6

	712
	21
	7

	713
	19
	6

	1501
	18
	5

	2267
	23
	7

	1658
	20
	6

	1659
	20
	6

	1973
	18
	6


Сравнительный анализ изученных свойств указанных штаммов, включая ранее полученные данные по синтезу биомассы, позволили отобрать  как наиболее  перспективный продуцент  штамм 2541.

 Таким образом отобранный нами штамм L. edodes 2541  обладал следующими характеристиками: накопление на  подобранной питательной среде   13,5 г/л биомассы, содержащей в  своем составе 4,5% полисахаридов, общего белка 23,0%  и липидов - 7,0%. Пищевая ценность белков определяется главным образом составом аминокислот. Большое  значение при этом имеет содержание незаменимых аминокислот. Важно было провести оценку исследуемых объектов именно на соотношение различных типов аминокислот.  Результаты экспериментов представлены в таблице 10.

В результате проведенных экспериментов было установлено, что белок глубинного мицелия L. edodes штамм 2541  содержит все незаменимые аминокислоты, которые  входят в формулу сбалансированного питания человека. О высокой питательной ценности белка глубинного мицелия L. edodes штамм 2541 свидетельствует значительное содержание в нем незаменимых аминокислот, которые составляют 47% от суммы всех аминокислот (таблица 10).

Таблица 10 -  Аминокислотный состав белков глубинного мицелия  L. edodes штамм 2541 при культивировании на оптимизированной среде

	Аминокислота
	Аминокислота, % в белке 

	  
	

	Незаменимые аминокислоты
	

	Лизин
	6,9(0,2

	Треонин
	4,5(0,11

	Цистин
	3,2(0,08

	Валин
	6,9(0,15

	Метионин
	2,7(0,07

	Изолейцин
	5,2(0,11

	Лейцин
	7,5(0,18

	Тирозин
	6,5(0,18

	Фенилаланин
	4,0(0,12

	Сумма незаменимых аминокислот     
	47,4(1,2

	Гистидин
	1,2(0,02

	Аргинин
	4,2(0,11

	Аспарагиновая кислота
	8,0(0,21

	Серин
	5,9(0,15

	Глутаминовая кислота
	17,0(0,32

	Пролин
	5,0(0,2

	Глицин
	5,2(0,2

	Аланин
	6,1(0,3


Среди незаменимых аминокислот  в биомассе изучаемого штамма наиболее высоко содержание  лейцина, лизина, валина и тирозина. Необходимо отметить, что в состав   растительных белков, в частности  злаков, входит  очень малое количество лизина и лейцина.  Среди заменимых аминокислот в белке  изучаемого штамма L. edodes  2541  наибольшую долю составляет глутаминовая кислота.

Липиды играют особую роль в ряде жизненно важных процессов в клетках (передаче информации, секреции метаболитов и т.д.). Именно поэтому особый интерес представляло определение количества липидов глубинного мицелия изучаемого штамма L. еdodes 2541 и изучение их жирнокислотного состава. В начальных экспериментах было установлено, что содержание липидов в биомассе изучаемого штамма составляет 7,0(0,2%. Для более точной характеристики пищевой ценности необходимо было провести анализ содержания жирных кислот и особенно полиненасыщенных жирных кислот. Которые являются незаменимыми компонентами питания, поскольку, как и незаменимые аминокислоты,  не могут быть синтезированы в организме человека. Данные таблицы 11 демонстрируют, что в составе липидов исследованного штамма L. edodes преобладает  полиненасыщенная диеновая линолевая (C18:2)  кислота – 69% от суммы жирных кислот. Необходимо отметить, что основной жирной кислотой многих раститель​ных масел (подсолнечного, соевого, кукурузного, хлопкового) также является линолевая кислота,  содер​жание  которой  составляет 50–70%.

В липидах биомассы изучаемого штамма в небольших количествах присутствуют 3 вида  ненасыщенных жирных кислот.  Обнаружено, что среди насыщенных жирных кислот в липидах штамма L.еdodes 2541 преобладает моноеновая пальмитиновая (С16:0) кислота, содержание которой составляет 19% от суммы жирных кислот. 

Продемонстрировано, что в составе липидов штамма L. еdodes 2541 количество ненасыщенных  жирных кислот (75%)  значительно превышает количество насыщенных  жирных кислот (24%). В связи с этим степень ненасыщенности липидов составляет 1,46 (таблица 11). 

Таблица 11 -  Жирнокислотный состав липидов глубинного мицелия L. edodes штамм 2541 при культивировании на оптимизированной питательной   среде

	Показатели
	% суммы жирных кислот

	Тривиальное название жирной кислоты
	Систематическое название (IUPAC) жирной кислоты
	

	1
	2
	3

	Насыщенные жирные кислоты

	Лауриновая (C12:0)
	Додекановая
	сл.

	Миристиновая (C14: 0)
	Тетрадекановая
	0,73(0,01

	Пентадециловая (C15:0)
	Пентадекановая
	1,58(0,04

	Пальмитиновая (C16: 0)
	Гексадекановая
	19,23(0,50

	Маргариновая (C17:0)
	Гептадекановая
	0,45(0,01

	Стеариновая (C18: 0)
	Октадекановая
	2,30(0,05

	Ненасыщенные жирные кислоты

	Пальмитолеиновая (C16: 1)
	Цис-9-гексадеценовая
	0,85(0,01

	Гептадеценовая(C17: 1)
	Цис-9-гептадеценовая
	0,45(0,01

	Олеиновая (C18: 1)
	Цис-9-октадеценовая
	3,79(0,03

	
	
	

	Продолжение таблицы 11
	
	

	1
	2
	3

	Полиненасыщенные жирные кислоты

	Линолевая (C18: 2)
	Цис,цис-9,12-октадекадиеновая 
	69, 42 (1,20

	(-Линоленовая (C18: 3)
	Цис,цис,цис-9,12,15-октадекатриеновая
	0,90(0,30

	СН (степень ненасыщенности липидов)
	
	1,46(0,01

	Сумма насыщенных жирных кислот
	
	24,29(0,61

	Сумма ненасыщенных жирных кислот
	
	75,41(2,00


В плодовых телах шиитаке жирные кислоты составляют 3-3,4%  от содержания липидов. В их состав входят кислоты: линолевая (С18:2) – 72,8%, пальмитиновая (С16:0) – 14,7%, олеиновая (С18:1) – 3,0%, тетрадеценовая (С14:1) – 1,6%, стеариновая (С18:0) – 0,9% и миристиновая (С14:0) – 0,1%. 

Установлено, что в плодовых телах L. edodes, как и у ряда других базидиальных грибов, липиды не превышают 5-6% от массы, причём, как правило, их содержание выше в шляпке, чем в ножке. Это объясняется тем, что базидиоспоры,  находящиеся в шляпке, очень богаты липидами. Сравнение липидного состава плодовых тел L. edodes с плодовыми телами  широко культивируемых съедобных грибов A. bisporus (шампиньон) и P. оstreatus (вешенка), показало, что основные признаки, свойственные липидам грибов класса Basidiomycetes (преобладание С18:2, высокие значения степени ненасыщенности (СН) липидов (1,4-1,5)) обнаружены и у шиитаке. Однако у этого гриба есть и ряд отличий, например, высокий уровень пальмитиновой (С16:0), наличие пальмитолеиновой (С16:1) кислоты.

3.4.2  Определение содержания углеводов, витаминов и полифенолов в биомассе отобранного штамма L. edodes  
Установлено, что оптимизация условий образования   эндополисахаридов за счет проведенного ранее подбора источников углерода, азота, их соотношения, рН среды и температуры культивирования не оказывала существенного влияния на их углеводный состав. Как при выращивании грибов на исходной питательной среде, так и на оптимизированной питательной среде, эндополисахариды L. edodes шт. 2541 являлись гетерогликанами с основным мономером – глюкозой (таблица 12). 

Таблица 12 -  Влияние оптимизации питательной среды на углеводный состав эндополисахаридов  L. edodes шт. 2541
	Углевод, %

в эндополисахариде
	Состав питательной среды

	
	до оптимизации
	после оптимизации

	Манноза
	сл.
	сл.

	Галактоза
	6,25
	5,97

	Глюкоза
	93,75
	94,03

	Итого:
	100
	100


Одной из важных характеристик грибного мицелия является содержание и формы свободных углеводов различных фракций цитозоля. Обычно для цитозоля мицелия различных видов грибов характерен определенный состав углеводов. Из представленных  данных следует, что характерной особенностью углеводного состава цитозоля мицелия для L. edodes шт. 2541 являются глюкоза, манноза и трегалоза (таблица 13). 

Исследование спирторастворимой фракции цитозоля мицелия изучаемого штамма показало, что при глубинном культивировании основная часть данной фракции представлена полиолами.  При этих условиях преобладающим среди полиол оказался маннит, а минорным компонентом является арабит. 

Таблица 13 - Углеводный состав спиртовой и водорастворимой фракций цитозоля глубинного мицелия  L. edodes шт.2541
	Фракция
	Полиолы, %  сухой биомассы
	Полиолы, 

%  суммы
	Углеводы 

%  сухой биомассы
	Углеводы, % от суммы

	
	
	Арабит
	Маннит
	
	Глюко-за
	Ман-ноза
	Трегало-

за

	Спирто-вая фракция, 

5,74% сухой биомассы 
	3,61
	1,7
	98,3
	2,13
	70,40
	1,20
	28,40

	Водная фракция, 

5,15% сухой биомассы 
	3,05
	2,1
	97,9
	2,1
	76,85
	2,20
	20,95


Исследование количественного и качественного состава углеводов водорастворимой фракции цитозоля мицелия L. edodes шт. 2541 показало, что основная часть данной фракции также представлена полиолами. Отличия между сахароспиртами не носят характер качественных изменений, основным полиолом, как и для спирторастворимой фракции, оказался маннит. 

Как и в спирторастворимой, в водорастворимой фракции цитозоля L. edodes шт. 2541 обнаружены глюкоза, трегалоза и манноза (таблица 13). Сравнительный анализ водо- и спирторастворимых фракций не выявил существенных различий в количественном и качественном составе углеводов. Наличие в обеих фракциях углеводных протекторов (маннит, арабит, трегалоза) указывает на целесообразность использования как спиртовых, так и водных экстрактов этого гриба для получения энерготоников и лечебно-оздоровительных продуктов. Кроме спирто- и водорастворимых углеводов в цитозоле клетки содержатся водорастворимые полисахариды. Газохроматографический анализ гидролизатов полисахаридов позволил установить наличие в них глюкозы, галактозы и маннозы, причем глюкоза составляла основную часть углеводов (таблица 14).

Таблица 14 -  Углеводный состав фракции водорастворимых полисахаридов цитозоля глубинного мицелия  L. edodes шт. 2541
	Содержание полисахаридов, 

% сухой биомассы
	Углеводы, % в полисахаридах

	
	глюкоза
	манноза
	галактоза

	4,3
	73,33
	10,25
	16,42



Наряду с  углеводами цитозоля и эндополисахаридами в состав мицелия входят структурные компоненты клеточной стенки – хитин-глюкановый комплекс. Фракционирование его позволило получить одну кислоторастворимую, две щелочерастворимых фракции и хитин (таблица 15). 


Анализ углеводного состава кислоторастворимой фракции показал наличие в ней глюкозы, галактозы и маннозы. Углеводный состав первой щелочерастворимой фракции незначительно различался от кислотной фракции как в качественном, так и в количественном отношении (таблица 15). Таким образом, структурные полисахариды клеточной стенки L.edodes шт. 2541  (первая щелочная фракция и кислоторастворимая фракция) являются гетерогликанами, по углеводному составу их можно отнести к    галактоманноглюканам.

Таблица 15- Углеводный состав кислотной и щелочных фракций хитин-глюканового комплекса глубинного мицелия  L. edodes шт. 2541

	Кислотная фракция

	% сухой биомассы
	манноза, %
	глюкоза, %
	галактоза, %

	9,8
	4,69
	89,49
	5,82

	Щелочная фракция I

	% сухой биомассы
	манноза, %
	глюкоза, %
	галактоза, %

	9,8
	4,69
	89,49
	5,82

	Щелочная фракция II

	% сухой биомассы
	глюкоза, %

	12,2
	100


В отличие от гетерополисахаридов первой щелочной фракции вторая щелочная фракция исследованного штамма представлена гомополисахаридом,  в частности, глюкозой (таблица 15).  Интересно отметить тот факт, что в количественном отношении вторая щелочная фракция значительно превышала первую . Хитин  в  глубинном мицелии L. edodes шт. 2541 составлял 1,4% от сухой массы.

При исследовании было отмечено характерное преобладание структурных полисахаридов в мицелии  L. edodes шт. 2541   – их было в 3 раза больше, чем углеводов цитозоля (таблица 16).    
Таблица 16 -  Фракционный состав углеводов глубинного мицелия  L. edodes штамм 2541

	Углеводы цитозоля,

%  сухой биомассы
	Содержание структурных полисахаридов во фракциях, %  сухой биомассы
	Общее содер-жание углеводов, % сухой биомассы

	водный экстракт
	полиса-хариды
	все-го
	кислот-ная
	щелоч-ная I
	щелоч-ная II
	хитин
	всего
	

	10,89
	4,27
	15,16
	9,8
	8,5
	12,2
	2,2
	32,7
	47,86


Биологическая активность полисахаридов во многом зависит от их физико-химических свойств. Исследование полисахаридов сопряжено с множеством задач, которые сводятся в основном к фракционированию, очистке, определению качественного и количественного состава мономерных единиц, размеров циклов моносахаридов, входящих в молекулу полимера, мест их соединения, наличие боковых цепей и типов гликозидных связей, конфигурации гликозидных связей, молекулярной массы. Всё это позволяет выяснить первичную структуру полисахарида [34]. Оценивая состав и строение различных полисахаридов, экстрагируемых из биомассы гриба, следует помнить, что гликаны находятся, как правило, в связанном состоянии, как между собой, так и с другими биополимерами клетки. В процессе выделения и очистки связи могут разрываться. Было показано, что эндополисахариды L. edodes шт. 2541   также не растворялись в неорганических и органических кислотах, органических растворителях (спирт, ацетон, хлороформ и т.д.); при нагревании полностью растворялись в дистиллированной воде, а также в щелочах и диметилсульфоксиде. 

Кинематическая вязкость 0,1% водных растворов эндополисахаридов изучаемого штамма была близка к вязкости воды (0,89 мм2/с) и составляла 1,12 мм2/с.

Выделенные и фракционированные по растворимости полисахариды уже частично освобождены от примесей. Дальнейшая, более тщательная очистка полисахаридов от низкомолекулярных соединений и разделение на фракции проводится посредством диализа, ионообменной хроматографии и гель фильтрации. Для разделения нейтральных и кислых полисахаридов применяется метод ионообменной хроматографии. В качестве носителей используют ДЭАЭ- и эктеолацеллюлозу. Нейтральные полисахариды не задерживаются на названных анионитах, кислые, в зависимости от своей природы, более или менее прочно удерживаются и элюируются растворами солей, буферными растворами или щелочами. 

Гель хроматография фракций полисахаридов, элюируемых водой, позволила установить, что в ней преобладал полисахарид с молекулярной массой 500 кДа (таблица 17).

Таблица 17 - Молекулярные массы различных фракций эндополисахаридов глубинного мицелия L. edodes шт. 2541, кДа

	Элюент
	Молекулярные массы, кДа

	Вода
	Mr=500

	1 M NaCl
	Mr=500

Mr(10кДа


Полисахариды фракций, элюируемых 1М NaCl, оказались гетерогенными. В этих фракциях присутствовали полисахариды с молекулярными массами 500 кДа и полисахариды с молекулярными массами меньше 10 кДа. Во фракциях, элюируемых 1М NaCl, у L. edodes наблюдалось приблизительно одинаковое соотношение низко- и высокомолекулярных полисахаридов (таблица 9). 
Установлена гетерогенность кислой и нейтральной фракций эндополисахаридов L. edodes шт. 2541. В них преобладали высокомолекулярные полисахариды (Mr=1000 кДа), присутствовали также низкомолекулярные полисахариды (Mr(10кДа) (рис.2). При этом, количество высокомолекулярных полисахаридов в обеих фракциях было примерно одинаковым, а содержание низкомолекулярных полисахаридов в кислой фракции было примерно в 6 раз выше (рисунок 1).
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Рисунок 1 – Гель-хроматография нейтральной (а) и кислой (б) фракции эндополисахарида L.edodes шт.2541

Определение мономерного состава и структуры эндополисахаридов, наличия белковых компонентов.  При исследовании  фракций эндополисахаридов, элюируемых водой и 1 М NaCl, было установлено, что в составе элюируемой водой фракции эндополисахаридов L. edodes шт. 2541 обнаружены манноза, галактоза и глюкоза, так же как и во фракции, элюируемой солью. Характерной особенностью эндополисахаридов L. edodes шт. 2541 является наличие значительного количества галактозы и преобладание глюкозы (таблица 18).

Таблица 18 -  Углеводный состав фракций эндополисахаридов L. edodes шт. 2541 ,  % суммы углеводов

	Водорастворимые, элюируемые 

водой
	Водорастворимые, элюируемые 

1 M NaCl

	Манноза
	Галактоза
	Глюкоза
	Соотношение
	Манно-за
	Галак-тоза
	Глюко-за
	Соотношение

	2,66
	36,14
	61,2
	1:14:23
	9,36
	12,38
	78,26
	1:2:8


Таким образом, эндополисахариды мицелия L. edodes шт. 2541 являются гетерогликанами. В составе эндополисахаридов мицелия L. edodes шт. 2541 обнаружен белок -5,1%, что позволило отнести их к пептидогликанам. 

Анализ аминокислотного состава гидролизатов эндополисахаридов L. edodes шт. 2541  показал наличие в них 17 аминокислот. Сумма их в эндополисахаридах составила 15-51 мг/г.

Многие иммуностимулирующие и противоопухолевые полисахариды, получаемые из плодовых тел и мицелия грибов, такие как KS-2 из L. edodes, содержат в своём составе белок (до 10-50% по сухому весу). По данным некоторых авторов, полисахарид-пептидные комплексы обладают более сильным биологическим действием, чем соответствующие гликаны [16].
Как следует из данных таблицы 19, при периодатном окислении с последующим боргидридным восстановлением исследованных полисахаридов происходило потребление периодата натрия и образование муравьиной кислоты, а продуктами гидролиза восстановленных полисахаридов являются глицерин, эритрит и негидролизованный остаток полисахаридов.

Известно, что при проведении мягкого гидролиза восстановленных полисахаридов происходит расщепление только боковых цепей. Наличие в продуктах гидролиза эритрита указывает на присутствие (1(4)-связей, а образование глицерина и муравьиной кислоты происходит при окислении – (1(6)-связей.

Таблица 19 -  Периодатное окисление водной фракции эндополисахаридов  L. edodes шт. 2541

	Расход периодата, моль/моль ангидрогексоз 
	Образование формиата, моль/моль ангидрогексоз
	Продукты гидролиза 
	Тип связи в боковых цепях

	0,2
	сл
	Глицерин, эритрит 
	1-4

1-6


Таким образом, все фракции полисахаридов изученного штамма L. edodes являются разветвленными структурами. Боковые цепи гликанов L. edodes шт. 2541 образованы С1-С4 и С1-С6 связанными молекулами гексозы. Причем внутриклеточные полисахариды содержат преимущественно С1-С4 связи в боковых цепях молекул гликанов, в отличие от внеклеточных, где соотношение С1-С4 и С1-С6 связей приблизительно равно.

На основании результатов ИК-спектроскопии и деградации по Смиту можно заключить, что исследованные полисахариды являются разветвленными гликанами, содержащими ( и ( гликозидные связи. Основная цепь полисахаридов представлена гликаном с (1(3)- связями, а в боковых цепях имеются (1(4) и (1(6)- связи.

 В результате проведенных исследований углеводного состава биомассы L. еdodes шт.2541  установлены состав и содержание углеводов в различных фракциях эндополисахаридов, полисахаридов клеточной стенки и цитозоля глубинного мицелия, а также структура и молекулярный вес разных фракций эндополисахаридов.

Характеристика химического состава мицелия была бы неполной без определения содержания витаминов в биомассе. Проведенные исследования показали, что в глубинном мицелии L. еdodes 2541 обнаружены некоторые витамины группы В, ниацин, провитамин D (таблица 20).  Анализ полученных данных свидетельствует о незначительном, по сравнению с другими растительными источниками,  содержании основных витаминов в грибном мицелии.
Таблица  20 - Содержание витаминов в глубинном мицелии L. edodes 2541

	Витамин
	Содержание,

 (мкг/г сухой биомассы)

	Тиамин (В1)
	2,5-4,0

	Рибофлавин (В2)
	9,0-12,0

	Пиридоксин (В6)
	0,8-1,0

	Ниацин, никотиновая кислота (РР)
	140,0-150,0

	Эргостерол (провитамин D)
	0,6-1,0


В биомасса грибов L. edodes    содержит также значительные количества фенольных соединений, с учетом этого фактора, а также потенциальной биологической активности этих соединений  изучение их качественного состава является обязательным. При определении количественного содержания фенолов в мицелии L. edodes 2541 обнаружено, что их количество достигает  1800 мг%. 

Исследование эфирных фракций спиртовых экстрактов глубинного мицелия  методом тонкослойной хроматографии  а также  с последующей обработкой хроматограмм специфическими реагентами позволило обнаружить в них простые фенольные соединения. Дополнительным критерием при их определении была флуоресценция в УФ-свете. Полученные результаты показали, что практически все соединения, дававшие в УФ- свете фиолетовое или синее свечение, при обработке хроматограмм ДСК и хлорным железом окрашивались в оранжевый, жёлтый и коричневый цвета, что характерно для фенолокислот (таблица 21).

Таблица 21 - Качественные реакции фенольного соединения( Rf 0.80), биомассы L. edodes 2541, с  различными реактивами 
	Реактив
	Видимый свет
	УФ- свет

	AlCl3 (5%-ный водный раствор
	жёлтая
	жёлтая

	ДСК
	оранжевая
	жёлтая

	FeCl3 (1%-ный водный раствор
	светло-коричневая
	жёлтая

	Железоаммонийные квасцы
	голубая
	синяя

	FeCl3+K3Fe(CN)6
	синяя
	голубая

	Реактив Вильсона
	не обн.
	тёмно-синяя

	Pb(CH3COO)2 (насыщенный водный раствор)
	не обн.
	синяя

	Фосфорно-молибденовая кислота
	не обн.
	фиолетовая


Преобладающие на хроматограммах соединения (с Rf 0,35 и 0,46) были выделены в чистом виде с помощью препаративной тонкослойной хроматографии на силикагеле и после переосаждения диэтиловым эфиром использованы для снятия УФ- спектров. Синтезируемые L. edodes 2541 вещества с Rf 0,35 и 0,46 имеют минимумы поглощения при 218 и 212 нм и максимумы при 250 и 254 нм. 

В результате проведенных исследований углеводного состава биомассы L. еdodes шт.2541 установлены состав и содержание углеводов в различных фракциях эндополисахаридов, полисахаридов клеточной стенки и цитозоля глубинного мицелия, а также структура и молекулярный вес разных фракций эндополисахаридов. 

 Изучение состава витаминов биомассы L. edodes   2541 свидетельствует о наличии в ней витаминов группы В – В1, В2, В6, а также ниацина и эргостерола.

 Исследование содержания и состава полифенолов  биомассы L. edodes   2541  позволило установить, что их количество достигает  1800 мг%. В их состав входят фенолокислоты, в том числе п-оксибензойная кислота, а также флавоны.

Грибы относят к отдельному царству живых существ, в клеточной структуре и метаболизме которых присутствуют черты как растений, так и животных. Цитокинины найдены у многих видов грибов [38]. Достаточно детально исследовано участие этих гормонов во взаимодействии между растением-хозяином и фитопатогенными организмами при грибных инфекциях. Значительно меньше известно об эндогенных цитокининах грибов, особенно макромицетов. Были описаны различия в содержании отдельных форм цитокининов у более чем 20 видов дикорастущих  грибов. Однако, так как стадии развития плодовых тел, на которых отбирали материал для анализов, не были четко установлены, сделать однозначные выводы о функциональной роли гормона не представилось возможным [39].

В наших экспериментах анализировались биомасса и культуральная жидкость на 7 сутки культивирования, контролем служила питательная среда до инокуляции. Результаты представлены в таблице 22.

В мицелиальной биомассе L. edodes штамм 2541 выявлен достаточно широкий спектр цитокининов (Таблица 22). На всех изученных этапах роста присутствовали транс-зеатин, зеатинрибозид, изопентениладенозин и изопентениладенин  с преобладанием первого из них. Следует отметить, что подобный качественный состав цитокининового пула обычно встречается у большинства видов растений, при этом доминирующей формой также является транс-зеатин . Как известно, транс-зеатин проявляет наибольшую активность в биотестах и имеет наибольшее сродство как минимум к двум типам рецепторов цитокининов . Именно благодаря этим особенностям его рассматривают как наиболее функционально значимый гормон цитокининового ряда, участвующий в регуляции развития растений. Однако  его роль в регуляции развития грибов остается невыясненной.
Таблица 22 – Содержание цитокининов в биомассе мицелия L. edodes штамм 2541, культуральной жидкости и питательной среде ГПД

	Цитокинины
	Питательная среда, нмоль/л
	Биомасса,

Нмоль/ г с.м.
	Культуральная жидкость, ммоль/л

	Транс-зеатин, t-Z
	3.26 ± 0.15
	12.09 ± 0.59
	50.13 ± 2.23

	Зеатинрибозид, ZR
	0
	3.76 ± 0.18
	15.19 ± 0.67

	Изопентениладенозид, iPa
	1.47 ± 0.07
	0.69 ± 0.03
	2.80 ± 0.14

	Изопентениладенин,  iP
	0
	2.12 ± 0.10
	8.56 ± 0.28

	Зеатин-О-глюкозид, ZOG
	2.51 ± 0.11
	0
	0

	
	7.24
	18.66
	76,68


В мицелиальной биомассе L.edodes штамм 2541 транс-зеатин превалировал над другими формами цитокининов, что косвенно указывает на возможность участия гормона в регуляции роста мицелия грибов. Интересным оказалось высокая продуктивность грибов в отношении транс-зеатина. Данные продуктивности цитокининов (табл.22) мицелием изучаемого штамма L. edodes на отобранной для повышенного синтеза полисахаридов питательной среде свидетельствуют о высокой биологической активности биомассы L. edodes 2541.  Полученная информация может быть использована для разработки биотехнологий получения биологически активных продуктов грибного происхождения с широким профилем лечебно-профилактических и лекарственных свойств.

3.5 Изучение биологической активности биомассы отобранного продуцента

Мицелиальные грибы как правило используются как пищевые продукты или как лекарственные  растения. Однако в последние годы исследователи стали проявлять интерес к способности грибов легко переносить загрязнения различной природы, включая радионуклиды и тяжелые металлы. Оказалось, что грибы способны накапливать эти элементы в своих плодовых телах. В настоящее время проводятся работы для использования грибных препаратов для очистки загрязнённых территорий. Кроме того процесс связывания ионов тяжелых металлов может быть важен для внутренней очистки организмов человека – энтерсорбции. 

Была проведена проверка сорбционных свойств биомассы исследованного штамма L. edodes к ионам различных металлов: Pb2+ ( Cd2+ ( Fe3+ ( Mn2+  ( Co2+  ( Cu2+  ( Zn2+  ( Ni2+ .  Результаты представлены в таблице 23. 
Таблица 23 - Сорбция ионов металлов  биомассой L. edodes штамм 2541 в условиях глубинной культуры
	Ионы металлов
	Сорбционная емкость, мг/г

	Pb2+
	9,8(0,2

	Cd2+
	8,9(0,2

	Fe3+
	4,8(0,1

	Cu2+
	2,4(0,1

	Co 2+
	1,5(0,1

	Mn2+
	1,3(0,1

	Zn2+
	1,2(0,1

	Ni2+
	1,1(0,1


Установлено, что штамм L. edodes 2541, имеющий высокое сродство ко всем исследованным катионам, характеризуется высокой селективностью по отношению к свинцу и кадмию и более низким уровнем сорбции микроэлементов – марганца, кобальта, цинка, никеля,  меди  и железа.
Проведена проверка сорбционных свойств мицелия и клеточных стенок, выращенных разными способами в поверхностной и глубиной культурах (таблица 24). 

Таблица 24 -  Сорбционная емкость мицелия и клеточных стенок L.edodes шт. 2541    в поверхностной и глубинной культуре по отношению к ионам свинца, меди и кадмия (мг/г)

	
	Глубинная культура
	Поверхностная культура

	Металл
	Мицелий
	Клеточная стенка
	Мицелий
	Клеточная стенка

	Свинец
	9,9(0,2
	7,8(0,2
	8,4(0,2
	8,0(0,1

	Кадмий
	8,6(0,1
	8,0(0,1
	1,5(0,1
	7,0(0,1

	Медь
	2,4(0,1
	1,7(0,1
	2,9(0,1
	2,8(0,1


Полученные нами результаты дают основание говорить о том, что метод культивирования – поверхностный или глубинный по-разному влияют на сорбционную емкость изученных металлов мицелием и клеточными стенками L. edodes  штамм 2541 – глубинный способ способствовал более интенсивной сорбции свинца и кадмия, а поверхностный – меди.
В то же время, необходимо отметить, что в случае сорбции свинца, меди и кадмия мицелий L.edodes шт. 2541, как при поверхностном, так и при глубинном культивировании имел более высокую сорбционную емкость, чем выделенные из него клеточные стенки.

Так как биомасса L. edodes 2541, выращенная  глубинным способом, характеризуется повышенной сорбционной емкостью по отношению к свинцу и кадмию, предпочтительность связывания которых сохраняется в разных условиях, она  может быть использована в качестве субстанции как лечебно-профилактическое средство, предназначенное для выведения из организма радионуклидов и тяжелых металлов.

Основной структурой грибов, обеспечивающей сорбцию, является клеточная стенка, структурную основу которой составляет биополимер хитин, являющийся единственным полисахаридом, в молекуле которого имеется азот, входящий в ацетамидную группу. Благодаря этому хитин и ряд его производных обладают мощными сорбционными способностями, которые зависят от степени упорядоченности молекул полимера. Сорбция металлов хитином происходит в основном за счет реакции хелатирования, грибные хелаты имеют  высокое сродство к тяжелым металлам и индифферентны  к основным биогенным металлам.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

  В результате выполнения работ по проекту получены следующие основные результаты:

Проведена сравнительная характеристика 68 штаммов культур гриба Lentinus edodes (шиитаке) по скорости роста на агаризованных питательных средах, интенсивности накопления биомассы и биосинтеза полисахаридов. На основании полученных данных были отобран 31 штамм, перспективных для дальнейших исследований. Все штаммы были выделены с различных древесных пород, растущих в разных регионах Китая, Кореи и Японии и хранились  в коллекции шляпочных грибов Института ботаники им. Н.Г. Холодного НАН Украины. 

На  основании  комплексной  оценки  биосинтетической активности  исследованных  штаммов, включающей в себя продуктивность биомассы и  эндополисахаридов,  был отобран наиболее  перспективный продуцент полисахаридов – штамм  L.edodes  2541, который накапливал на  глюкозо-пептон-дрожжевой  среде  13,5г/л биомассы, содержащей в  своем составе  4,5% эндополисахаридов. Штамм был выделен из плодовых тел, собранных в Китае.

С целью повышения продуктивности выделенного штамма L.edodes  2541 исследовали влияние различных компонентов питательной среды (углерод, азот) условий культивирования (рН, to)  на синтез биомассы и образования полисахаридов . Выявлены оптимальные источники углеродного и азотного питания для отобранной культуры. Установлено, что лучшим источником углерода для образования эндополисахаридов является целлобиоза, а азота – пептон. Показано, что при соотношении C:N близком к 18 наблюдается наибольший выход биомассы и эндополисахаридов. При этих условиях синтезировалось 15,5 г/л биомассы, содержащей 6,9% эндополисахаридов.

Изучено влияние физико-химических факторов среды (рН,t)  на биосинтез эндополисахаридов. Установлено, что для исследуемый культуры оптимум рН лежит в пределах 6,0 а температурный оптимум составляет 250С.

  Комплексный анализ всех выше приведенных экспериментальных данных позволил выявить наиболее оптимальные условия для роста  и синтеза эндополисахаридов L. edodes 2541 при глубинном культивировании. На основе полученных результатов  была разработана оптимизированная  среда,  в состав которой входит г/л: целлобиоза – 30; KH2PO4 – 1;  K2HPO4 – 1; MgSO4 – 0,25; пептон – 3,5; дрожжевой экстракт  – 20 мл, вода – 1л;   рН – 6, температура  культивирования - 25 (С. Использование данной среды повышает уровень содержания эндополисахаридов в биомассе на 60%.

Проведена сравнительная характеристика 31 штамма культур гриба Lentinus edodes (шиитаке) по накоплению общего белка (сырого протеина) и липидов.  На основании полученных данных были отобран  штамм  L.еdodes 2541, обладающий способностью повышенного синтеза белков до 23% и липидов до 7%. Ранее в наших экспериментах этот штамм показал высокую продуктивность в синтезе общей биомассы и эндополисахаридов.

Изучен аминокислотный состав белков, обнаружено, что белок содержит 17 аминокислот, 9 из них – незаменимые, что составляет 47% от суммы аминокислот. Среди незаменимых аминокислот  необходимо отметить  высокое содержание  лейцина, лизина, валина и тирозина. Эти данные свидетельствуют о высокой питательной ценности грибного белка.

Изучено содержание липидов и жирных кислот  в глубинном мицелии штамме L.еdodes 2541. Показано, что содержание липидов в биомассе составляет 7%.  Анализ жирнокислотного состава липидов глубинного мицелия L. edodes 2541 показал, что в нем преобладает  полиненасыщенная диеновая линолевая (C18:2)  кислота– 69% от суммы жирных кислот. Полиненасыщенные жирные кислоты являются незаменимыми компонентами питания, поскольку, как и незаменимые аминокислоты, они не могут быть синтезированы в организме человека. 

Продемонстрировано, что в составе липидов штамма L. еdodes 2541 количество ненасыщенных  жирных кислот (75%)  значительно превышает количество насыщенных  жирных кислот (24%). В связи с этим степень ненасыщенности липидов составляет 1,46.
 Вышеизложенные данные свидетельствуют о высокой питательной ценности глубинного мицелия L. edodes 2541. 

В результате проведенных исследований углеводного состава биомассы L. еdodes шт.2541  установлены состав и содержание углеводов в различных фракциях эндополисахаридов, полисахаридов клеточной стенки и цитозоля глубинного мицелия, а также структура и молекулярный вес разных фракций эндополисахаридов. 

 Изучение состава витаминов биомассы L. edodes   2541 свидетельствует о наличии в ней витаминов группы В – В1, В2, В6, а также ниацина и эргостерола.

 Исследование содержания и состава полифенолов  биомассы L. edodes   2541  позволило установить, что их количество достигает  1800 мг%. В их состав входят фенолокислоты, в том числе п-оксибензойная кислота, а также флавоны.

Данные продуктивности цитокининов мицелием изучаемого штамма L. edodes на отобранной для повышенного синтеза полисахаридов питательной среде свидетельствуют о высокой биологической активности биомассы L. edodes 2541.  Полученная информация может быть использована для разработки биотехнологий получения биологически активных продуктов грибного происхождения с широким профилем лечебно-профилактических и лекарственных свойств.

Установлено, что мицелий L. edodes 2541, выращенный на подобранной для повышенного синтеза полисахаридов питательной среде в глубинных условиях, является перспективным сырьем для получения энтеросорбентов и функциональных продуктов для снятия хронической и острой интоксикации стронцием, кадмием и свинцом организма человека и сельскохозяйственных животных. 
Все задания выполнены согласно календарного плана (Приложение А).
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Приложение А

Календарный план работ
[image: image4.jpg]Tpunowenin 1.2
« Jlorosopy Ne___ ot 2018
Ha TANTOBOE uHaAHCHpOBAHKE

TEXHHYECKAS CHELIM®UKALIMS 1
KAJIEHAAPHBIN IUIAH PABOT

To norosopy Ne/47 ot /57, 73 2018 rosa
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1.1 Tlo npwopurery: Hayki 0 %H3iih n 310poBbe

1.2 Tlo noanpuopuTety: 4.1 DynIamMeHTATLHEIE W IPAKIALHEIE HCCIEA0BAHH B 0GAACTH
Guonoruu.

1.3 Tlo Teme npoexra: Ne APOSI30493  «PaspaboTka TeXHOTOTHH NONYSiCHHS HOBOTO
(YHKUHOHATHHOTO MPOAYKTA HA OCHOBE ChelOGHOTO JEKAPCTBEHHOTO TPHGA IWMTAKE s
KOPEKUIHH HTAHHS. i PO(HIAKTHKH XOHHYECKitX aGonesaitin

1.4 O6uwas cymma npoexra 24000000 (ABAATS 4ETHIPE MALTHONE) TEHTE B TOM HCIE
 pa3BHBKOH 110 FOAGM, L1 BHINOTHENHS PAGOT COTMACHO TYHKTY 3:

- a 2018 roz - B cysne 8000000 (soceMb MHILTHOHOR) mence;

- 1a 2019 roa - b cymme 8000000 (BoceMb MILTHOHOR) merze;

- 2020 roz - B cymme 8000000 (BoceMb MHATHOHOB) meize.

2. XapaKmepucmuKa nayuo-mexnunecxkoik npOdYKUUU nO KEGAUDUKAKUOHHbIM NPUTHAKAN
U IKoHOMUMECKUE HOKaZAMEL

2.1 Hanpasaeie paboTsi: TloHCK HOBBIX €KAPCTBEHHbIX BELIECTS, (PapMAKOTOTHYECKHE
X HCCIIE0BAMHA H TEXHOIOTHH NPOHIBO/ICTBA OPHIHHATHHBIX JeKAPCTREHHBIX PENapaTon

2.2 OBAACTS NPHMEHENHA: GHOTEXHOOTHA, VAPABOOXPAHEHHE

2.3 Kowesnsil pesyastar:

- 3a 2018 roa: Byaet nposezer ckpuHiHr wama L. edodes ¢ BICOKHM ConepRanien
NOAMCAXapHIOB M OTPAGOTAHB YCAOBMA CrO KyISTHBMPOBAHMS /IR WHTEHCHOHKALUK
GHocHHTEIa NOAHCAXAPHAOS. ByAeT OnyGMHKOBAHA | CTATEA B OTEHECTBEHHOM W3IAHHH ¢
HeHYIeBbIM HMAKT-GAKTOPOM.

- 32 2019 rox: ByAeT NPoBEAEHO HCCTEAOBANHE XHMHHECKOTO COCTABA NIOFpYKeHHON
GHomaces! oTOGpaHHOT0 NpoaywenTa. BylieT nozana | 3asBKa Ha wioGpetentie 5 Kasaxcrackoe
NATEHTHOE BEAOMCTBO. ByJCT ONYOMHKOBAHA | CTATHS B 3apYGEXHOM W3AHMMA C HEHYIEBHIM
UMTGKT-paKTOPOM.

-3 2020 rox: Byler mysena GHOTOTHYECKAs AKTHBHOCTH GHOMACCH OTOGPAHHOTO
fipoyueHTa. ByaeT ony6AHKOBAHO 2 CTATHH B 3apyGEKHLIX HIAAHHAX, HIIIEKCHPYEMbIX B 6a3aX
aanibix Scopus i Web of Science ¢ HeHy/leBbIM HMTIAKT-PaKTOPOM.

2.4 latentocnocoGHoCTs: nateHToCTOCOGEH.

2.5 Hayuno-Texiuseckiit yposei (HoBH3Ha): BHCOKHH

2.6 Menonsaopaiiie HaydHo-Texkieckoll npofyKumn ocyuectsaserca: TOO «Hayuto-
TIPONIBOACTAEHHOE IPEANPHATHE CAHTHTEH)

2.7 Buai WCTIONBbIOBAHMS pelyIbTATA HAYUHOR W (WIM) HAYHHO-TEXHMHECKOH
JATEILHOCTH: MYGARKAUKH M OTHETH!
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SCREENING OF L. EDODES STRAIN PRODUCING BIOMASS
WITH HIGH CONTENT OF POLYSACCHARIDES

Abstract, Lentinus edodes (shiitake) is a mushroom with medicinal and functional properties. Widely sold as
nutritional agents, these mushrooms are helpful to human health and contain various bioactive compounds including
terpenoids, steroids. phenols, alkaloids, lectins, ergosterols. At present, 70%-80% of all medicinal mushroom
products are derived from fruiting bodics and 20%-30%"% of all products are based on extracts from mycelia and
culture filtrates. However, the production of medicinal mushrooms’ fruiting bodies usually takes several months. and
it is difficult to control the quality of the final product. By contrast, the growth of pure mushroom cultures in
submerged conditions in a liquid culture media permits acceleration of the growth specd. resulting in high biomass
yield in several days. Commercially grown shiitake currently are cultivated on synthetic media. In this article
Lentinus edodes strain, producing a significant amount of endo-polysaccharides was selected during submerged
cultivation. The maximum endo-polysaccharides production in fungal biomass was observed both in wort and
glucose-peptone-yeast nutrient media. 1t was stated that L. edodes strain 2541 showed the best endo-polysaccharides
production and was selected for further study

Key words: Basidiomycetes, Lentinus edodes, endo-polysaccharides, submerged cultivation.

Introduction

Shiitake is the common Japancse name for Lenfinus edodes, and is also the common name now used
in the West. Indigenous to Asia, shiitake is now cultivated and is the second most commonly produced
edible mushroom in the world [1-5]. Besides being a culinary delicacy, there is a long tradition of use of
shiitake as medicine in Asia, dating back >2000 years. Shiitake contains protein (26% of dry
weight), lipids (primarily linoleic acid); carbohydrate: fiber: minerals; vitamins B-I, B-2, and C; and
ergosterols [6, 7].

Biological activity of most mushrooms has been determined by carbohydrate compounds, which
contents 60% of dry fungal biomass [8, 9]. They are represented by free and bound sugars, as well as by
polysaccharides. These substances isolated from shiitake have immunomodulatory, lipid-lowering, and
antimicrobial propertics. In 70s of the last century, a group of Japanese scientists established the
oncostatic effect of polysaccharides isolated from the fruit bodics of some basidiomycetes, which led to
active study of these compounds, as well as the scarch for their producers [10, 11]

Polysaccharides are a group of biological macromolecules widely distributed in nature. They consist
of repeated structural units - monosaccharide residucs, connected by glycosidic bonds. In comparison to
proteins and nucleic acids, polysaccharides have a higher ability to transfer biological information since
they have the greatest potential for structural variability

At present, 70%-80% of all medicinal mushroom products are derived from fruiting bodies and 20%-
30%% of all products are based on extracts from mycelia and culture filtrates [12-16]. However, the
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1. Introduction — One of the priority areas in biotechnology and experimental mycology is the search for new
competitive and import-substituting sources of functional foods and products for preventive and therapeutic
applications. Higher Basidiomycetes mushrooms are currently of interest because they are a rich source of various
bioactive natural products. Fungal-delivered polysaccharides especially from edible and medicinal species belon
to Basidiomycetes, possessespotential immuno-modulatory, antitumor, hypoglycemic, antibacterial, antHIV,
antiviral effects [1. 2]. These polysaccharides are of different chemical composition. with most belonging to the group
of beta-glucans. At present, 70%-80% of all medicinal mushroom products are derived from fruiting bodies and 20%-
30%% of all products are based on extracts from mycelia and culture filtrates [3, 41. However, the production of
medicinal mushrooms’ fruiting bodies usually takes several months, and itis difficult o control the quality of the final
product. By contrast, the growth of pure mushroom cultures in submerged conditions in a liquid culture media permits
aceeleration of the growth speed, resulting in high biomass yield in several days. For most substances, this myeelium
biomass obtained by submerged cultivation also has higher nutritional value. The culture media in which mycelium
grows is made of chemically pure and ecologically clean substances. Submerged cultivation of mushrooms has
significant industrial potential, but its success on a commercial scale depends on increasing product yields and
development of novel production systems that address the problems associated with this technique of mushroom
cultivation.

2. Results and Discussion - The experiments were performed on laboratory shakers (80 and 150 rpm) in 250
ml Erlenmeyer flasks with 50 ml of liquid medium. The media was inoculated with a homogenized biomass of G.
lucidum 1621 strain (10% by volume) and incubated at 28 + 2 ° C. Experimental samples were tested on nutrient
media with various sources of carbon (glucose, lactose, sucrose, starch) and nitrogen (peptone, ammonium sulfate,
sodium nitrate) nutrition. The dynamics of growth of selected strains on different nutrient media in conditions of deep
culture was studicd. It has been established that the most favorable environment for the production of mycelial biomass
i the glucose-peptone-yeast medium. Based on the complex studies conducted, the optimal terms for growing the
culture at each stage of preparation of the liquid seed mycelium were determined and the main parameters of biomass
synthesis were determined. It was shown that the biomass reaches a maximum at Sth day of growth, the highest rate
of biomass synthesis of G strain. lucidum 1621 is characteristic for 3 days of cultivation, biosynthesis of
polysaccharides - for 11 days. Optimal parameters of deep cultivation of strains for maximum biomass accumulation
are as follows: temperature temperature 280C, pH 4.5 - 6.0.

3. Conclusions — Thus, according to the results of the work, G. lucidum strain 1621 is a biotechnologically
promising object for obtaining biomass and exopolysaccharides during cultivation on a_glucose-peptone-yeast
medium. It s shown that when culturing on an industrial scale in the nutrient media, it is possible to use wastes from
the starch industry.

5. References
{11 Wasser S.P. Medicinal mushroom science: history, current status, future trends, and unsolved problems. fnt.
J. Med. Mushr. 12(1), (2010) p. 1-16.

[2  Ikekawa T. Beneficial effects of edible and medicinal mushrooms in health care. . J. Med. Mushr. 3, (2001)
p.291-298.

[31Wasser S.P., Weis A.L. Medicinal properties of substances occurring in Higher Basidiomyceres mushrooms:
current perspectives. /n. J. Med. Mushr. 1, (1999) p.31-62.

[4] Ikekawa T. Beneficial effects of edible and medicinal mushrooms in health care. fat. J. Med. Mushr. 3, (2001) p.
291-298.
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SELECTION OF OPTIMAL CARBON AND NITROGEN SOURCES FOR
ENHANCED POLYSACCHARIDES PRODUCTION BY LENTINUS EDODES

Abstract. In this paper the effct of carbon and nitrogen sources on the endopolysaccharides production by
Lentinus edodes 2541 strain was nvestiated. Medium composition i the most important spect to takeinto consid:
erston when growing any microorganism, It was found tht cellbiosewas the bt arbon source for fungal growth

and endopolysaccharides production by L. edodes 2541 strain. Maximal endopolysaccharides production (5.5%)

was detectedin media withcellobiose ss 3 carbon source, Among the various nitrogen sources used, peptone wss

suitable itrogen sourcefor mazimal endopolysaccharides production by L. edodes 2541. The medium had the fol-

Iowing composition/I ellobiose -30; KH,PO,1; K.HPO, 1; MgSO,-025; peptone- 3.; yeat extract-20ml.

Selection of carbon and itrogen sources llowed increas polysaccharides production by Lentinus clodes.
Keywords: Lentinus edodes, olysaccharides,Selection.
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DETERMINATION OF THE PROTEINS, LIPIDS
AND FATTY ACIDS IN LENTINUS EDODES MYCELIA BIOMASS

Abstract. Higher Basidiomycete mushrooms are currently of interest because they are a rich source of various
bioactive natural products. Lentinus edodes s one of the most promising species of xylotrophic fungi. In this paper
crude proteins, lipids and fatty acids in the deep mycelium of L. edodes 2541 have been determined. It was shown
that the total protein content in the fungal biomass was 23.0%, and lipids - 7%. Analysis of the fatty acid
composition of the deep mycelium of L. edodes 2541 showed that it is dominated by polyunsaturated diene linoleic
(C18: 2) acid - 69% of the total fatty acids. Polyunsaturated fatty acids are indispensable components of nutrition,
because, like essential amino acids, they cannot be synthesized in the human body. Tt was demonstrated that i the
composition of the lipids of the strain L. edodes 2541 the amount of unsaturated fatty acids (75%) significantly
exceeds the amount of saturated fatty acids (24%). In this regard, the degree of lipids unsaturation was 1.46.
‘Key words: Lentinus edodes. proteins, lipids, faty acids.

Introduction

Currently, there is increased attention to the creation of food additives and therapeutic and
prophylactic drugs that can be used to regulate physiological fimctions in the human body. Promising
objects in this direction are higher basidial mushrooms, as they contain a unique complex of biologically
active substances of carbohydrate, lipid and phenolic namure, vitamins, trace elements and other vital
compounds for the human body [I, 2]. These fungi have pronounced immunomodulatory.
hepatoprotective, antidiabetic, antiviral and antimicrobial properties [3, 4. In partieular, they are a source
of new polysaccharides with antitumor and immunomodulatory properties. One of the most widely
cultivated species of edible xylotrophic fungi is Lentinus edodes (shiitake), which has been widely used in
Chinese medicine for more than two millennia.

‘The fruit bodies of this fungus are grown on an industrial scale in many countries of the world [5]. In
addition to excellent taste, shiitake mushrooms are widely used in Chinese medicine for more than two
millennia. Fruit bodies of L. edodes contain proteins (26% of dry weight), lipids, including fatty acids
(mainly linolenic acid); carbohydrates: minerals; vitamins By, B; and C: ergosterols [6, 7]. It is known that
the most scarce component in the diet of people is a complete protein. Proteins of L. edodes fruit bodies
contain 18 amino acids included in the fonmula of a balanced diet, of which the essential ones are of
particular value: lysine, threonine, valine, tryptophan, tyrosine. etc. The content of essential amino acids in
the fruit bodies of various species of edible mushrooms cultivated on plantations can be quite high,
reaching and even exceeding 40% of the total amount of amino acids.
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In addition to protein, it is now well known that some microorganisms, including basidiomycetes, are
able to synthesize lipids and highly active lipid components in sufficiently large quantities. Fungal lipids
are represented by mono-di- and triglycerides, sterols and phospholipids (8. 9]. Due to high nutritional
values, the majority of research programs had been focused on extract from the fuiting body and there
have been fewer studies on extract from the cultivated fungi. In spite of many researchers” efforts for the
production of bioactive metabolites by mushrooms, the physiological and engineering aspects of
submerged cultures (production kinetics, structural features, biological activity and biosynthesis control
‘methods of some bioactive compounds) are still far from being thoroughly studied [10, 1]

‘The aim of this study was determination of the content of crude protein, lipids and fatty acids in the
mycelia biomass of Lentinus edodes

Materials and methods

The object of research was L. edodes 2541. For detemmination of the protein and lipids optimized
nutrient medium has been used. The composition of the medium was as a follow (g/): cellobiose - 30:
KH2PO; - 1; K2HPO: - 1; MgSOs -0.25; peptone - 3.5: yeast extract - 20ml: pH-6. The experiments were
carried out on laboratory shaker (180 rpm) in 250 ml Erlenmeyer flasks with 50 ml of medium for 7 days.
‘The aeration intensity was 0.55g O/Vh. Sterile nutrient media were inoculated with homogenized biomass
of L. edodes 2541 strain (10% by volume). Cultivation temperature - 25°C. After cultivation, the fungal
mycelium of was separated from the culture fluid through a nylon cloth, repeatedly washed with water,
dried at 60°C to a constant weight, crushed and used for chemical analyses.

Total nitrogen content (N) in the mycelium was determined by Kieldahl, the content of crude protein
(total protein) was calculated as Nowai6.25. Amino acid composition of proteins was studied on the
analyzer of amino acids "AAA-881" ("Miasrotechna", Czech Republic).

Lipids were extracted by the Folch method [12], the fatty acid composition of lipids was analyzed as
methyl esters of fatty acids on a gas-liquid chromatograph "Chrom-5" (Czech Republic) with a flame
fonization detector, using a stainless steel column 3.7 m long, filled with n-AW chromaton with 15%
polyethylene glycol succinate in the isothermal mode at an evaporator temperature of 210°C and a column
temperature of 160°C. Identification of fatty acids was carried out by relative retention volumes, as well as
in comparison with the indicators of control methyl esters of fatty acids [13, 14].All the analyses were
performed in triplicate, and the results were expressed as mean SD values of the three sets of observations.
‘The mean values and standard deviation was calculated using STATISTICA 6 [15].

Results and discussion

In order to more accurately characterize the objects of research at the first stage, we conducted
experiments to study the level of accumulation of crude protein and lipids in the conditions of deep
cultivation. The efficiency of synthesis in this case was estimated by the amount of these substances per
unit of synthesized biomass. The test strains were grown on an optimized liquid medium. as indicated in
the above. The results are presented in Table 1

‘The protein content of 20 strains ranges from § to 19%. At the same time, the protein content of 11
strains reached 20-23%. The maximum protein content of 23% was observed in strains 2541, 65, 2022 and
2267.

Comparative characteristics of lipid accumulation revealed variability from 3% to 7% to absolute dry
weight. The main part of the strains contained 6-77% lipids. Comparative analysis of the studied properties
of these strains, including previously obtained data on biomass syntesis, allowed to select sirain L.
edodes 2541 as the most promising producer. It was found that in the fruit bodies of L. edodes, as in a
mumber of other basidial fungi, lipids do not exceed 5-6% by weight, and, as a rule, their content is higher
in the cap than in the leg. This is because the basidiospores in the cap are very rich in lipids. Comparison
of lipid composition of fruit bodies of L. edodes with fruit bodies of widely cultivated edible fungi A
bisporus (champignon) and P. ostreatus (oyster mushroom) showed that the main features peculiar to
lipids of fungi of the Basidiomycetes class (prevalence of C18:2, high values of the degree of unsaturation
(CH) of lipids (1.4-1,5) were found in shiltake. However, this fungus has a number of differences, for
example, a high level of palmitic (C16:0). the presence of palmitoleic (C16:1) acid.
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‘Table 1 - Crude protein and lipids content n different strains of L edodes. %

The mumber of the sirain Crude protein Tipids
1 2 3
55 17 5
2541 5 7
57 20 s
65 3 7
503 3 )
S04 20 5
1712 19 s
2082 19 s
71 21 5
712 2 7
713 19 s
1500 17 s
1501 18 s
1628 16 s
1658 7] s
1659 ) 3
1973 is 6
1992 18 3
202 23 7
2023 21 s
2056 is s
1709 15 s
1711 s 2
2059 7 2
1710 i 3
1 2 3
2180 16 s
267 ) 7
2084 12 £l
2085 12 P}
14 10 3
507 17 s

The results of determination of fatty acid composition of fungal biomass Z. edodes 2541 are presented
in Table 2.

‘Table 2 - Fatty acid composition of deep mycelium of Z. edodes 2541

Indicators
Trivial e of the faty acid Systematic mame (TUPAC) of fatty acid Hortbemont oL My ikt
Saturated faty acids
Lawric (Ciz0) Dodecanese -
Myristic (C1a 0) Tetadecane 0735001
Pentadecyl (Ciz0) Pentadecane 1584004
Paimitic (Cre.0) Hexadecane 19232050
Margarine (C70) Hexadecane 0452001
Stearie(Cis o) Octadecane 2302005
Unsaturated ftty acids
Palmitoleic (C1s 1) Ciso-hexadecene 0852001
Heptadecene(C17 1) Cis-9-heptadecene 0452001
Oléic(Cus 1) Ciso-octadecene 3792003
Polyusaturated ftty acid
Oleic (Cis 2) Gis Cis-9,12-octadecadiene 422120
a-Linolenic(Cis ) Cis Cis Cis-9.12,1 -octadecatrienoic 090:030
CH (degree of lipid unsaturation) 1.46:001
Sun of saturated faty acids 24,29:0.61
‘Sun of unsatumted ftty acids 75.4122.00
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The data presented in Table 2 demonstrate that polyunsaturated linoleic acid (C18:2) prevails in the
composition of lipids of the studied L. edodes strain — 69% of the total fatty acids. It should be noted that
the main fatty acid of many vegetable oils (sunflower. soybean. com. cotton) is also linoleic acid. the
content of which is 50-70%

In the biomass lipids of the studied strain, 3 types of unsaturated fatty acids are present in small
quantities. 1t was found that among the saturated fatty acids in the lipids of the strain L. edodes 2541.
‘monoenic palmitic (C16:0) acid content was 19%. It was found that the mumber of unsaturated fatty acids
(75%) in the lipids of the strain L. edodes 2541 significantly exceeds the number of saturated fatty acids
(249%). In this regard. the degree of lipid unsaturation was 1.46.

In the fiuit bodies of shiitake mushroom, fatty acids make up 3-3. 4% of the lipid content. Their
composition includes following acids: linoleic (C18:2) — 72.8%, palmitic (C16:0) — 14.7%, oleic (C18:1) —
3.0%, tetradecene (C14:1) — 1.6%, stearic (C18:0) — 0.9% and myristic (C14:0) - 0.1%.

Thus, the obtained data indicate a high nutritional value of the deep mycelium of L. edodes 2541

K. Mycragun!, H.A. Bucko’, AK. Kaanesa’, ILE. Tanencaes

A TMaTH DHepreTika AdHe GailIaHBIC YHUBEPCHTETi, ATMATH,
? Botasika mHcTHTYThittbin Mitwotorma kadezpacst, Kiies, Vipaita;
*K, JKYGaNOB aTHITArH AKTOGe OMpTIK MeUIeKeTTix Yrmnepereri:
“KIIIC «Amiren FOK», Amvatst, KasaxeTan

LENTINUS EDODES CAHBIPAVKY.JIAFbl BHOMACCACBIH/IAFBI IIPOTEHH/IEP,
JIHITHITEP MEH MAH KBIIIKBLIAPBIHBIH KYPAMBIH AHBIKTAY

AmmOTAHs. FKoFAPSI GASHLIHATS TH CARHIDAYKYIAKTAp Ka3ipIi GHOTEXHOTOTHAHHIH GOTAINaFs! Gap oGbexTinepi
GOSN TaGEUTATSL. OHTKeH KYDANHITA KOMIpCYTap, THITHITI AoHe BeHOTTH TAOHFATTHIH GHOTOTHATHIK GencerT
SATTAPHINBN Gipereli Kemmetfi, BHTAMMIEp, MIKPOMIEMEHTTep oHe GACKATA A1aM ATsacHl I MAMBIE
KOCBUTHCTAp Gap. BY1 CANMPAYKYIAKTAD HMMYHITET KATHITTACTHDYIIS, TeNATONpOTEKTOPTSIK, UaGeTKe Kapest,
BHDYCKA KADCH AQH AHTIMUKDOOTHK KacHerrepre me. Lentiniis edodes KCHIOTPOYTE! CAHBPAYKYTAKTapISH
imituteri meperexTHBTi Typepinis Gipi GoTAIN TaGkATSY. By sepTey Tepertetinres | edodes caRpayKyTar BRI
32 ITAMBIBIR MIe THHifTEri MITKi MPOTEHH, THITHTEP Mett Mall KHIIKEUTIAPHITAN KYPAMH JEPTTEYTE apHATIax,
Opraima eceriert 20 WTANMAAr b MPOTEHHHIH MoTIEPi 8-k 19 %-ra Aciis, a1 11 UITaMM.A IPOTeHHIiH MoIICPi
20-23 %-Fa AETTi. 4 UITAMIA MDOTEHHHIN €H Konl Memmepi 23 %-T KypaHTHHS Gafikantst. KacymanapIs
Tipminiri GapeICHIEAFH GipKaTap yepicTeple AKYHIMIAH GACKA THIUTIED fe MARSTH (AKIAPAT Gepy.
METAGOTHTTEp CEKPEIICH QHE T.G) epeKime poT aTKapamsi. OCHTal GAMTASICTH SPTTETETIN NITaNTAPTHI
‘TepervIETi e MiHTILIEr ] THTTEpIiR MOTIIepilt aHAKTaY HE 013D I KYPAMBIAATH Mafl KNIIKbUTpHII
SCPTICY CPKIE KBUFYWIMTHK TYAMPAM. JHIUTTCDUN MHAKTATYHNH CATHCTHPMATH  KOPCeTKiai,
WNTAMAApTSIE Heriari GeTiriIK KYpAMBITa 6-7 % THIHTIEp Gap eKERIrH KopCeTi. JepTTeTren HITAMIADTH
KACHETTEpiR CATHCTHPMATS TaT1ay . edodes 2541 ITaMBIT ei IEPCTIEKTHBTI MPO/VIEHT PETiRte TARIAN ATyra
ywinziK Gepri. Comsneen, cammpaykyax Ledodes 2541 MITaMGIHI GHOMACCACHIUTATI KATIH AKYBIHI
Neepi 23,0 %, THIHTED — 7 % eKeHAIr Genrini G, CaHMPAYKYTAK MHIETHHiF TaFa I KYHITHFHH
HEFYDIMM JOTIpEK Ko3 KETKIZy YINH Mali KSIIKSUUWDHES, SCipece, TAFAMHHN ATMACTHDHUTMANTHH
KOMIOHEHTTepi GOTHI TaGHUATHH MOTHKAHSINNAFAH Maii KMIIKHUTIODHHRI KYPAMBHA TATIQY AYPrisimi
OifTReHi, 07ap ATMACTHPHTMANTHN AVIIKBIIKELAAPSE CHAKTH ATaM arsacia cimeyzene amaitm, Illimmaxe
‘CARBIDAYKYIQTBIHBIA ACMICTI JeHeIepiie Nail KIIKBULIAP ITLATE KYPAMBIHBIK 3-3,4 % KypaliThiit Gerrizi.
‘Onap st Kypansisa: g0 (Cis2) — 72.8 %, maTsMiTHe (Cioo) — 14.7 %, omemss (Cis1) — 3.0%, Terpazertest (Ciar)
— 1,6%, creapum (Cis) — 0.9% xane suprcTit (Cieo) — 0.1 % KIIKEL1ApH Kipezi. Tepenteriaren L. edodes 2541
e T THITHTEpif MAfIKHIKEUL TS KYPAMBI TATIAY OFAA MOTHKANBIIAFAH Diei 0T (C1s2) KAMIIKELTS —
Mali 1 KNUIKBULADISI MOTIHEpiHers 69% Gack eKerist KepeerTi. TIOMHKAMBKIAFaH vafl KHIIKBULIAPH TaFaMIBt
AMMACTHPEUTNANTHIE KOMITOHERTTEp] GOTHIT TaGHUIATS!. OFTKEHi, 018D ATMACTHPHITMANTHH AMHHKBIIKULADH
CHAKTH Q1M QFACHITA CHETEIETe QTMANTHL 3epITENCTiH NITAMHHR OHOMACCICHHBN THIEITEpiRIE a3
MOTIEpTe KAMMKTATaR Mall KHIIKHUTIAHUSI 3 TYpi Gap. 3eprremren [edodes 2541 mTasimmm mmITep
KYPAMBIIA TOTHKABIKIArar e o (Cis2) KBIKBLTH! — MATLTH KUIKBUTIAD IR MOTIIEpitett 69 % Gackint
exein aHMKTATTAL Ledodes 2541 IITAMBIHIH THIITTCpiseri KAHBIKKAH Mafi KBIIKBUUIGPHIHAIH APACHIIA KYPAMB!
Mall KSUKSUTTAPTS MeTepine 19%-Tsl XypalTHH MOHOEH MATSMNTHE KSIIKHUTS (Cisc) GACHM GOTTEL
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L. edodes 254 NITaMMHSH THIITEDi KYDAMMIEIA KAHBKNGFQH Mali KHIIKSUTIQHEHAEH Memmepi (75 %)
KAMBKKOH Maft KHUIKSUTIAHERE MoTmepiner (24 %) eXayip acamst OCHFaH GaiiTaHMCTH THIHITEpIi
KAMBKTAYILTHK 70peRec 1 46-1t Kypaiist,

“Tylis cotep: Lentinus edodes, NpOTeMILIeD, THIHTIEp, Mall KIKALIGpH.

K. Mycradun', H.A. Bucxo’, AK. Knmesa’, ILE. Tanentaesa’

*AmvaTsmcxani VimeperTeT JepreTinkt it CBASH, ATMATHL

*Kagepa sixonorsm HscTuryTa Goramis, Knes, Yipana:

3 AKTioGmHCKItH perHORAT A TOCY1ApCTBHHEH yHHBEpCHTeT myerm K. JKyGamosa:
“T0O HIIIT «Asaresy, Amvarss, Kasakeran

ONPE/IEEHHE COJIEP/KAHHSI IIPOTEHHOB, JTHITHJIOB H KHPHBIX KHCIOT
B BHOMACCE TPHBA LENTINUS EDODES

AmmoTamus. BHCIMe GAMMATHHSE TDHOS ABWHOTCA TCpCCKTHBHBMH OOBEKTAMH COBDEMEHHON
‘GHOTEXHOTIOTHH, TIOGKOTEKY COTEPAAT YHHKATSHBH KOMITEKC GHOTOTHYECKS AKTHBHMX BEMIECTS YTTEBOTHOM,
RO 1 heROTHHOM MPHPOTS, BHTAMIHS, MIKPOYTEMENTH! it APYTHe AUSHENHO BAKIHE 1A e T0BETECKOr0
OPFNIIMA COETMHENILA T TPHOH OGTATAIOT BHPARHHHINIS HMMYHOMOTYTHPYIOUIIN, FEMATOPOTEKTOPHHMH,
QHTHIAGETHICCKIM, AHTHBMYCHSIMH  AHTHMMKDOGHBH CBORCTBAMMH. Lenfinus edodes SBIACTCA OXHID 33
HauGOTee NMEPCTIEKTHBHBIX BIOB KCHTOTPODHSIX TpHGOB. HACTORINee HCCTETOBAHHE TIOCBAIIEHO M3YTEHITO
COTEPANKA CHIPOTO TDOTENHA, THITIOB T APHAIX KICTOT B ITYGHHHOM MHIETIE 32 IITaMoB TprGa L. edodes
B cpeame cofepaite MpoTeia y 20 NITAMMOB KO7EGATOCh O 8 20 19%, y 11 IITaMMOB KoT1ecTs0 mporera
A0cTHrA10 20-23%. MAKCHMATBHOE Ke COJlepANHE NPOTEHHa, CoCTaBgiowlee 23% HAGTIONXIOCh Y 4 ITAMMOB.
TloMiMo GeTKOB THIHIS HIPAIOT 0cOGYI0 POTH B P AIHEHHO BAAHHX NOLECCOB B KIETKaX (epetave
MHOPMAIIHH, CeKpEITHIH NETAGOTHTOB H T.L). B CBAM C YTIDM, 0cOBHi HATEpeC MPEACTABTATO OTpETeTemHE
KOTIECTSA JMMHI0B FIYGHAORO MIIETIA HCCTEAYEMHX ITaMMOB H 3YTelie X ANPHOKHCIOTHOTO COCTaBa,
(CpaBHHTE/IbHAA XAPAKTEPHCTHKA HAKOIVICHHA THIILIOB NOKA341a, UTO OCHOBHAX YACTh MITAMMOB COjepAata 6-7%
THHOB. CpABHHTE THHEL AHATIS H3YIEHRHIX CBOHICTB HCCTETYEMBIX IITAMMOB IOIBOTILT OTOOATS KK HaHGOTeE
MeperteK THBHBH MpoTyen mrTanew L. edodes 2541. Takin 06pasoss, GO YCTAHOBTERO, 0 cOTepaHe 0GmErD
Geka B TpHOHOf Gowacce mravya L. edodes 2541 cocTaniaer 23,0%, mimiton — 7%. Juk Goree Tommoft
‘XAPAKTEPHCTHKIH TANIEBOt LEHHOCTI TPHOHOTO MILETIA GhLT MPOBECH AHATH COTCPANNIA AUDHNX KICIOT, 1t
0COBCHHO, TOTHHEHACHIIICHHHX AHDHEIX KHCTOT, KOTOPHE ABTAIOTCH HEXAMEHHMBIMH KOMIIOHEHTAMI THTAHMA,
MOCKOTEKY, KK H HE3aMEHIMBte aMHHOKICTOTI, He MOTYT GHITh CHETESHOBAHS B OPFAHME e T0BEKa. 1138eCTHO,
0 B TIOZOBLIX TeTAX TPHGA MIMHTAKe AUPHHE KHCTOTH COCTABTAIOT 3-3 4% OT COTEpAGHIA M08, B mx
COCTaB BXOAT KHCTOTH: mHoTeBas (Ci2) — 72,8%, MamwirmiHoBa (Ciso) — 14,7%, onerosan (Cis1) — 3.0%,
Terpateuciiona (Ciar) — 1.6%, creapuuosas (Ciso) — 0.9% H MprcTuosas (Cieo) — 0,1%. Asmamms
MPHOKHCTOTHOTO COCTABA THIIIOB TTYGHHHOTO Mimemns L. edodes 2541 IOKAT, 9ro B He mpeoGTamer
MOTHHENACHIENTAR THen0Bax ToneBax (Cis2) KHCTIOTa — 69% OT CYMMS! AHPHHIX KtcToT, TloTmerachmerie
AUPHHE KHCTOTH ABVOTCA HESIMEHIMEDI! KOMTIONEHTAMI NHTAHWA, TOCKOTSKY, KAK 1f HESQMEHHMHE
AMHHOKHCIOTSI, OHH He MOTYT GBiTh CHHTESHDOBAKHI B OPTAHH3Me enoBeka. B THILIAX GHOMACCH H3YTIENOro
ITAMMA B HEGOTHIIIX KOTHIECTBAX IPHCYTCTBYIOT 3 BHIA HEHACHIIEHHBIX AMPHHIX KHCTOT. VCTAHOBTERO, 710 B
COCTABE THIILIOB HCCTe0BANHOTO MITaMA L. edodes 2541 MPE0GTAIET IO THHE HACHINIERHAR THEHOBAR THHOTEBIA
(Ci52) KHCTOTA — 69% OT CYMMB AUPHSIX KHCIOT. CPEIi HACHINCHHNX AUPHbX KICIOT B THTHIAX WITaMMA
L edodes 2541 npeoS1a1eT NOHOEHOBAR NATbMITHHOBAA (Cis0) KHCIOTa, COTEpRaHe KoTopolt cocTanAer 19% o1
CYMME AHPHBIX KHCTOT. B COCTaBe THIILIOB mTaxssa L. edodes 2541 KOTIIECTBO HEHACHINIEHHEIY AHPHEIX KHCTOT
(75%) SHOTETsHO MPEBMINAET KOTHIECTBO HACHUIEHHHIX KHDHSX KICTOT (24%). B CBAWI C ITInM cTemems
HEHACHIENHOCTH M0 CocTaBTAeT 1,46,
Kamotenbie c10pa: Lentinus edodes, TpOTHHS, IS, AUDHBLE KHCIOTH
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Chemical Composition of Depth Lentinus edodes Mycelia Biomass
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ABSTRACT

The amino acid composition of the proteins of the deep mycelium Lentinus edodes strain 2541 was
studied and it was found that the protein contained 17 types of various amino acids, nine of which (47%)
were essential amino acids. Among the essential amino acids, the predominant ones were leucine, lysine,
valine and tyrosine. These data indicated the high nutritional value of the mushroom protein. It was
revealed that a significant (75%) part of lipids in the cells was represented by unsaturated fatty acids,

the degree of unsaturation of which was 1.46. The
linoleic acid (C18 : 2)-69% of the total fatty acids.

main component was the polyunsaturated diene
Polyunsaturated fatty acids were indispensable

components of nutrition, because, like essential amino acids, they cannot be synthesized in the human

body.

Key words : Lentinus edodes, amino acids, lipids, fatty acids

INTRODUCTION

Higher basidiomycetes are promising objects
of modern biotechnology because they contain
a unique complex of biologically active
substances of carbohydrate, lipid and phenolic
nature, vitamins, trace elements and other
compounds vital for the human body (Xin et
al, 2016; Filipa et al., 2017). One of the most
widely cultivated species of edible xylotrophic
fungi is currently Lentinus edodes (Shiitake).
‘The fruiting bodiies of L. edodes contain proteins
(26% of dry weight), lipids, including fatty acids
(mainly linolenic acid); carbohydrates;
minerals; vitamins B1, B2 and C; ergosterols
(Sandrina et al, 2015; Rahore and Shalinee,
2017; Badalyan et al, 2019).

Currently, the study of the biological properties
of the biomass of L. edodes fungi (Shiitake)
obtained under deep cultivation is attracting
increasing interest. The results of these works
can contribute to the development of new
biotechnology for the production of biologically
active additives with a wide range of therapeutic
properties.

‘The scarcest component in human nutrition is
complete protein. The nutritional value of
proteins is determined mainly by the
composition of amino acids. Great importance

‘wherein s the content of essential amino acids.
The proteins of the fruit bodies of L. edodes
contain 18 amino acids that are part of the
balanced nutrition formula, of which the
irreplaceable are of particular value : lysine,
threonine, valine, tryptophan, tyrosine, etc. In
addition to proteins, these fungi are able to
synthesize lipids and highly active lipid
components in fairly large quantities. Lipids
in fungi are represented by mono- and
triglycerides, sterols and phospholipids (Bozena
etal, 2018; Wen et al, 2019). Information on
the  physiological and biochemical
characteristics, nutritional needs and
conditions conducive to increased synthesis of
the bioactive lipid components of most
basidiomycetes grown by the deep method were
very limited and sometimes contradictory. The
purpose of this study was determination of the
amino and fatty acid composition of the deep
mycelium L. edodes.

MATERIALS AND METHODS

Pure culture of L. edodes 2541 was collected
from the hat mushroom cultures of the Institute
of Botany named after N. G. Holodny of NAS of
Ukraine (Kiev). For the cultivation of biomass,
anutrient medium of the following composition

'Department of Mycology, D. K. Zabolotny Institute of Botany, Kiev, Ukraine.
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g/l was used : cellobiose ~30; KH,PO,~1;
K,HPO,-1; MgSO,-0.25; peptone-3.5; yeast
extract-20 ml and pH was 6.

‘The experiments were performed on laboratory
shakers (180 rpm) in 250 ml Erlenmeyer flasks
with 50 ml of medium for seven days. The
intensity of aeration was 0.55 g O,/1/h. Sterile
media were inoculated with the homogenized
biomass of L. edodes 2541 strain (10% volume).
Cultivation temperature was 25°C. After
growing, the mycelium of the fungi was
separated from the culture fluid through nylon
tissue, washed repeatedly with water, dried at
60°C to a constant weight, crushed and used
for chemical analyzes.

‘The amino acid composition of the proteins was
studied using an “AAA-881” amino acid
analyzer ("Mirotechna”, Czech Republic). Lipids
were extracted using the Folch method, the
fatty acid composition of lipids was analyzed
as methyl esters of fatty acids on a “Chrom-5"
gas-liquid chromatograph (Czech Republic)
with a flame ionization detector using a
stainless steel column 3,7 m in length, filled
with N-AW chromaton with 15%
polyethyleneglycol succinate in isothermal
mode at an evaporator temperature of 210°C
and a column temperature of 160°C. The
identification of fatty acids was carried out by
the relative volumes of retention, as well as in
comparison with the indicators of the control
methyl esters of fatty acids.

RESULTS AND DISCUSSION

it was found that the protein of the deep
Table 1. Analysis of the fatty acid content

Mustafin, Bysko, Saduyeva, Zhakipbekova, Tapenbayeva and Narmuratova

mycelium L. edodes 2541 contained all of the
essential amino acids that were included in the
formula of a balanced human diet. The high
nutritional value of the L. edodes 2541 deep
mycelium protein was evidenced by the
significant content of essential amino acids in
it, which made 47% of the sum of all amino
acids. Among the essential amino acids in the
biomass of the studied strain, the highest
content of the following amino acids was
detected : leucine, lysine, valine and tyrosine.
It should be noted that the composition of plant
proteins (cereals in particular) included a very
small amount of lysine and leucine. Among the
essential amino acids in the protein of the
studied strain of L. edodes 2541, the largest
proportion was glutamic acid.

Lipids play a special role in a number of vital
cell processes (information transfer, secretion
of metabolites, etc.). That is why it is of
particular interest to determine the amount of
lipids of the deep mycelium of the studied L.
edodes 2541 strain and to study their fatty acid
composition. In the initial experiments, it was
found that the lipid content in the biomass of
the studied strain was 7.0-0.2%. For more
accurate characteristic of the nutritional value,
an analysis of the fatty acid content was carried
out (Table 1).

Data presented in Table 1 demonstrate that
the polyunsaturated diene linoleic (C18 : 2) acid
prevailed in the lipids of the studied L. edodes
strain : 69% of the total fatty acids. It should
be noted that the main fatty acid of many
vegetable oils (sunflower, soybean, corn and
cotton) was also linoleic acid, the content of

Indicators

Total fatty acids
)

Trivial fatty acid name.

Systematic name (IUPAC) of

ey scid
Saturated fatty acids
Myisti (C, § Tetradecane 073:0.01
Pantadecyi (Cy Pentadecans 1581004
Palmiti (C,, § Hexadecans 1923050
Margarine (. Heptadecane 0451001
Stearic (€. Octadocane 2301005
Unsaturated fatty acids
Palmitolec (C,y ) Cin-hexadecens 085001
Heptadecene (¢, ) Cis-0-heptadecene 0.45+0.01
Olec (€, ) Gis-9-octadecens 379003
Polyunsaturated fatty acids
Linolei (C,, ) Cin, c-9,12-octadecadiene 69.42¢1.20
HF (degree of lipid unsaturation) 1.46:0.01
Suam of saturated ftty scide 2429:061
Sum of unsamrated farty acids 75:41:2.00
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which was 50-70%. It was found that among
saturated fatty acids in the lipids of the strain
L. edodes 2541, monoenic palmitic (C16 : 0)
acid prevailed, the content of which was 19%
of the total fatty acids. In the composition of
lipids of the strain L. edodes 2541, the amount
of unsaturated fatty acids (75%) significantly
exceeded the amount of saturated fatty acids
(24%). In this regard, the degree of unsaturation
of lipids was 1.46.

In Shiitake fruiting bodies, fatty acids
comprised 3-3.4% of the lipid content. They
included the following acids : linoleic (C18 :
2)-72.8%, palmitic (C16 : 0)-14.7%, oleic (C18
: 1)-3.0%, tetradecene (C14 : 1)-1, 6%, stearic
(C18 : 0)-0.9% and myristic (C14 : 0}-0.1%.

CONCLUSION

The deep mycelium L. edodes 2541 contained
all essential amino acids which were part of
the balanced human nutrition. Among the
essential amino acids in the biomass of the
studied strain, the highest content was found
for leucine, lysine, valine and tyrosine. Also it
was found that in the fruit bodies of L. edodes,
as in a number of other basidiomycetes, lipids
did not exceed 5-6% by weight, and, as a rule,
their content was higher in the cap than in the
stem. This was due to the fact that the
basidiospores in the hat were very rich in lipids.
Comparison of the lipid composition of the
fruiting bodies of L. edodes with the fruiting
bodies of the widely cultivated edible fungi A.
bisporus (champignon) and P. ostreatus (oyster
mushroom) showed that the main features
inherent in lipids of the fungi class
Basidiomycetes (predominance C18 : 2, high
values of the degree of unsaturation (CH) lipids
(1.4-1.5)) were also found in Shiitake. However,
this fungus also had a number of differences,
for example, a high level of palmitic acid (C16 :
0) and presence of palmitoleic acid (C16 : 1)
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Mykchaylova 0., Mytropolska N., Zhakipbekova A. (2020): Effects of cultivation
parameters on intracellular polysaccharide production in submerged culture of
the edible medicinal mushroom Lentinula edodes. - Czech Mycol. 72(1): 1-17.

The effect of different submerged culture conditions (medium composition, pH and tempera-
ture) on mycelium biomass and production of intracellular polysaccharides (IPS) by the valuable ed-
ible and medicinal mushroom Lentinula edodes was investigated. In total, 12 carbon and 7 nitrogen
sources in the nutrient medium were tested,

Glucose and peptone were determined to be the most suitable carbon and nitrogen sources, re-
spectively, both for IPS and biomass production. Generally, modified glucose-peptone medium, C/N
ratio of 18, pH adjusted to 6.0 and cultivation temperature of 25 °C were found to enhance the yield of
biomass and IPS by mycelium of L. edodes IBK 2541 in submerged culture. Selection of medium com-
position and physical cultivation parameters resulted in an IPS production of 940 mg/ on the modi-
fied glucose-peptone medium, which is three-fold higher than that from the basal medium (306 mg/)

Key words: endopolysaccharides, biomass, shiitake, submerged fermentation, medium composi-
tion, temperature, pH.
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Price piinasi vysledky studia viivu riznych podminek (slozeni média, pH a teploty) na tvorbu
mycelia a produkei intracelulémich polysacharidi (IPS) pii péstoviini Lentinula edodes v submersni
Kultufe. Celkem bylo testovano 12 rivnych zdrojit ubliku a 7 zdroji dusfku v Zivném médiu

Jako nejvhodn@jsi zdroj uhliku byla stanovena glukdza, jako nejvhodnési zdroj dusiku pepton,
a to jak pro produkci biomasy, tak IPS, V rami testovanych zdrojit a hodnot vychazi jako nejlepsi
pro zvysent tvorby biomasy a produkce IPS testovaného kmene L. edodes IBK 2541 modifikované
glukozo-peptonoveé medium s pomérem C/N 18 pii kultivaéni teploté 25 °C a pH 6. Pfi tomto slozen
média a zvolenych parametrech kultivace bylo dosazeno produkce IPS 940 mg/l, cof je tiikrit vice
nez bylo zjisténo pfi kultivaci v zakladnim médiu (306 mg1).

INTRODUCTION

Mycelium and fruitbodies of many mushrooms (Basidiomycota) have been re-
ported to possess a large number of biologically active substances, such as poly-
saccharides, triterpenes, phytohormones, etc. (Wasser 2002, Al-Maali et al. 2016,
Vedenicheva et al. 2018). Lentinula edodes (Berk.) Pegler, commonly known as
shiitake, is now the world’s leading cultivated edible mushroom with about 22%
of the world’s supply (Royse et al. 2017). Moreover, numerous bioactive com-
pounds have been isolated from fruitbodies, mycelium and liquid culture medium
of L. edodes (Wasser 2002, Xu et al. 2014, Ruthes et al. 2016, Gaitan-Hernandez et
al. 2019). The biological activity of most medicinal macrofungi is largely deter-
mined by compounds of a carbohydrate nature, which comprise up to 60% of the
dry biomass (Wasser 2002, Chen et al. 2012, Mizuno & Nishitani 2013). Carbohy-
drates are represented by free and bound sugars, mono- to polysaccharides. Poly-
saccharides are the best known mushroom-derived substances which perform
energy-reserving, regulatory, osmoregulatory and structural functions. The in-
tense research on bioactive carbohydrates produced by mushrooms and search
for their potential sources started in the late 1960s, after a group of Japanese sci-
entists discovered the oncostatic effect of polysaccharides isolated from the
fruitbodies of L. edodes (Chihara et al. 1969).

The most famous and best studied intracellular polysaccharide is a linear
B-(1,3)-glucan, which has the common name ‘lentinan’ and was isolated from
L. edodes (Dennert & Tucker 1973). Numerous researches have reported that this
compound has strong antitumour and immunomodulation properties (Chihara et
al. 1987, Ina et al. 2013, Zhang et al. 2018). Liu et al. (2019) showed that this IPS
promotes intestinal health, partly through altering intestinal microbiota composi-
tion and increasing the short-chain fatty acid synthesis, which subsequently leads
to a reduction in inflammation. Also in this work it was demonstrated that IPS
inhibited inflammatory signalling pathways (tolldike receptor 4 and nucleotide
binding oligomerisation domain protein) and pro-inflammatory cytokines (tu-
mour necrosis factor-a, interleukin-1B and interleukin-6) expression. Moreover,




[image: image28.jpg]BISKO N. ET AL: POLYSACCHARIDE PRODUCTION IN SUBMERGED CULTURE OF LENTINULA EDODES

the possibility of IPS to reduce the level of cytokines was noted by Zi et al. (2020).
Thus it was shown in this work that IPS significantly reduced interleukin-8 and
chemokine ligand-2 mRNA. In addition, these authors found that lentinan can
increase the activity of superoxide dismutase and glutathione peroxidase, being
approximately 18- and 2.7-fold higher, respectively, compared to the control. In
general, IPS isolated from mycelium and fruitbodies of L. edodes have numerous
properties such as antibacterial activity in vitro against gram-positive and gram-
negative bacteria (Ishikawa et al. 2001, Rasmy et al. 2010), antioxidant activity
(You et al. 2011, Huang et al. 2012), cardiovascular activity (Wasser & Weis 1999),
liver protective activity (Akamatsu et al. 2004), anti-inflammatory activity
(Lindequist et al. 2005), radioprotective activity (Pillai & Devi 2013), antidiabetic
activity (Dubey et al. 2019) and others.

Subsequently, more data about antitumour activity of polysaccharides from
L. edodes have been reported. Therefore, the research on their biological activity
has been extended (Maeda & Chihara 1973, Hamuro & Chihara 1985, Giavasis
2014, Wang et al. 2017). Thanks to this, it has been demonstrated that various
polysaccharides obtained from shiitake, including lentinan, exhibited an anti-
tumour effect against colon cancer cells (Wang et al. 2017), induced mitochon-
drial mediated apoptosis in human cervical carcinoma HeLa cells (Ya 2017), and
enhanced the effect of oxaliplatin under hepatocellular carcinoma therapy
(Zhang et al. 2016). Furthermore, shiitake extracts are reported to have immuno-
modulatory activity (Mizuno & Nishitani 2013). From the mycelium and liquid
culture extracts of this medicinal mushroom, several pharmaceutical prepara-
tions have been developed, containing lentinan and eritadenine, which are used
for the treatment of suppressed immune function, cancer, allergy, influenza,
common cold, heart disease, hyperlipidemia, hypertension, hepatitis and urinary
inconsistencies (Bisen et al. 2010).

Since recently, submerged cultivation has been used in the production of my-
celium and bioactive compounds from mycelium biomass and liquid culture me-
dium (Kim et al. 2002, Babitskaya et al. 2004, Elisashvili et al. 2004, Scherba &
Babitskaya 2008, Krasnopolskaya et al. 2012, Elisashvili 2012). The submerged
fermentation procedure is considered more advantageous for the production of
polysaccharides than obtaining these products from fruitbodies (Kim et al. 2002,
Bisko et al. 2018, Mykchaylova et al. 2019). This cultivation technology provides
the possibility to select operating parameters for the efficient production of
extracellular and intracellular polysaccharides. An analysis of literature data
about submerged fungus cultivation has provided information on different as-
pects of exopolysaccharide synthesis (Kim et al. 2002, Babitskaya et al. 2004,
Elisashvili et al. 2004, Scherba & Babitskaya 2008). Fewer works deal with
intracellular polysaccharides (Elisashvili 2012). Krasnopolskaya et al. (2012)
have reported on the optimisation of nutrient medium for submerged cultivation
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of the selected strain of L. edodes with a biomass yield and endopolysaccharide
content up to 21 @l and 4.8 g1 of culture liquid, respectively. Scherba &
Babitskaya (2008) have demonstrated that some strains of L. edodes and some
other fungi grown under submerged conditions synthesise up to 8 g/l exopoly-
saccharides and 8-10 g per 100 g biomass of endopolysaccharides, suggesting
their production potential.

The efficiency of the biotechnological process is determined mainly by the liq-
uid nutrient medium, as well as by the nuritional substances, and availability of
carbon and nitrogen sources. Furthermore, polysaccharide productivity depends
on the biological characteristics of the strain and on cultivation conditions
(Scherba et al. 1999, Elisashvili 2012, Krasnopolskaya et al. 2012).

The objective of our research was to evaluate the effects of the main nutrient
sources (carbon and nitrogen) and their ratio, temperature and pH on the pro-
duction of biomass and intracellular polysaccharide (IPS) content in the myce-
lium of L. edodes IBK 2541 during submerged cultivation.

MATERIAL AND METHODS

Strain and medium. The studied strain of Lentinula edodes IBK 2541 was
obtained from the IBK Mushroom Culture Collection of the M.G. Kholodny Insti-
tute of Botany NASU (Bisko et al. 2016a, 2016b). This strain was selected from the
IBK Collection after preliminary screening of 51 strains on the basis of maximum
IPS content in submerged conditions (Mustafin et al. 2018, and unpublished data).
The composition of the basal glucose-peptone nutrient medium was as follows
(&/1): glucose 10.0; peptone 2.0; KH,PO, 1.0; KHPO, 1.0; MgS0, 7H,0 0.25; com
steep liquor (Sigma-Aldrich) 20 ml; distilled water 1.0 1; pH 5.5 after sterilisation.

Inoculum preparation and cultivation conditions. The inocu-
lum was initially prepared by cultivating L. edodes IBK 2541 mycelium for 7 days
at 25 + 0.1 °C on a basal glucose-peptone medium containing 20 g/l agar-agar.
Using the obtained inoculum, the basal medium was inoculated (10% v/v) with
the mycelium homogenised for 3 x 30 seconds in a laboratory blender. Cultiva-
tion was conducted on a laboratory shaker under the following conditions: tem-
perature 25 + 0.1 °C, agitation speed 120 rpm, volume 50 ml of basic glucose-
peptone medium in 250 ml Erlenmeyer flasks for 4 days. For the fermentation
stage, the inoculum obtained as described above was used for inoculation of the
nutrient medium (10% vA) in a series of experiments on the effect of various
physical factors and conditions (temperature, pH, carbon and nitrogen sources,
their ratio) on the biomass production and IPS yield in mycelium of L. edodes IBK
2541. Cultivation was carried out on a laboratory shaker for 7 days (120 rpm) in
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250 ml Erlenmeyer flasks (for each trial 5 repetitions were made) containing
50 ml of nutrient medium.

Determination of biomass and IPS. Afterfiltration of the cultural liq-
uid, the mycelium was washed with distilled water and dried to absolutely dry bio-
mass (a.d.b.) at 105 °C. For IPS extraction, the whole mycelium obtained from one
flask was dried at 60 °C and homogenised in a laboratory blender, then supple-
mented with distilled water (1:10 by weight) and boiled in a water bath (100 = 1 °C)
for 18 hours. Cytoplasmic contents were removed by multiple centrifugations
(3,000 g for 15 minutes) of the homogenised mycelium suspended in distilled
water. The washing procedure was stopped only when optical density of the
supernatant at 280 nm did not exceed 0.1 (Goncharova et al. 1996).

The obtained extracts were concentrated two- or three-fold with a rotary
evaporator (60 °C), treated with 96% ethanol (volume ratio 1:1) at a temperature
of 4 + 0.1 °C and allowed to stand until complete precipitation. The precipitate
(IPS fractions) was separated by centrifugation and then dialysed against dis-
tilled water for 3 days. The dialysed IPS was precipitated with ethanol (volume
ratio 1:2), washed with ethanol, ether, acetone and dried at 37 °C. The IPS con-
tent was calculated in % of absolutely dry biomass.

The IPS production (mg/1) was calculated as the total amount of endopoly-
saccharides per litre of medium consumed for the cultivation of mycelium over
the entire period of cultivation.

Effects of carbon, nitrogen sources and their ratio. The eco-
nomic coefficient (EC) of using glucose as a carbon source for IPS content was
calculated with the following formula:

EC (%) = M/ (Cpy = C,) x 100

where M is IPS mass (¢/1); C,,,, and C, are glucose concentrations (g/1) in the
medium before cultivation and at time t, after cultivation, respectively. The
amount of glucose in the nutrient medium was determined by the phenol-
sulphuric acid method (Grushenko et al. 1978).

The effect of different glucose concentrations (10, 20, 30, 40, 50 g/) in the nu-
trient medium on biomass accumulation and IPS content in the mycelium was
estimated.

Various carbon sources equivalent to 10 g/l glucose were added to the basal
glucose-peptone medium. The following carbohydrates or sugar alcohols were
used as carbon sources: glucose, arabinose, xylose, galactose, mannose, fruc-
tose, lactose, maltose, sucrose, mannitol, sorbitol and cellobiose

Various nitrogen sources equivalent to the amount of nitrogen in 2 g/l peptone
were added to the basal glucose-peptone medium. Inorganic (sodium nitrate,
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ammonium nitrate, ammonium chloride, ammonium sulphate) and organic
(asparagine, urea, peptone) compounds were used as nitrogen sources.

The effect of the carbon to nitrogen (C/N) ratio in the nutrient medium on IPS
production by mycelium of the studied strain was investigated on a glucose-
peptone medium containing 30 ¢/l glucose, with peptone additions ranging from
2 gNto4.7 g/l. The CN ratio in the nutrient medium varied from 42 to 18.

Effect of medium pH. The effect of pH values on IPS production by my-
celium of L. edodes IBK 2541 was studied on a nutrient medium with selected
concentrations of carbon and nitrogen sources and C/N ratio. The medium pH
was adjusted to the required level (3.0-7.5) with 10% KOH and IM HCl. Measure-
ments of the initial medium pH values were carried out after steri i
autoclave (1 atm).

Effect of temperature. The effect of different cultivation temperatures
(20, 25, 30 + 0.1 °C) on biomass accumulation and IPS content in mycelium of
L. edodes IBK 2541 was studied on a nutrient medium with selected concentra-
tions of carbon and nitrogen sources, C/N ratio and pH.

Statistical analysis. All data were processed using statistical analysis
methods. Values of standard deviations, coefficients of variation, and confidence
intervals were calculated using standard statistical packages, Microsoft Office
Excel and StatSoft Statistica 6.0. Experimental data from quintuple measure-
ments was expressed as mean + SD. The Student’s (-test was applied for express-
ing the significance; values at P < 0.05 were considered significant. Results pro-
vided in tables and figures are presented as means + standard deviation (n = 5).

RESULTS AND DISCUSSION

Carbon sources

Medium composition is known to affect the yield of mycelium and polysac-
charides. In order to identify the best carbon sources for mycelial growth and IPS
production by Lentinula edodes IBK 2541, twelve carbohydrates were tested.
The data represented in Fig. 1 indicate that the mushroom was capable of using
all the tested carbon sources. Among the sources examined, glucose (6.8 /1) fol-
lowed by cellobiose (6.5 @/1), maltose (6.4 g1) and lactose (6.2 @/1) resulted in the
best mycelial growth, whereas the biomass yield reached 5.8 and 3.2 ¢/ in the
presence of sucrose and mannitol, respectively.

Analysing the data obtained, we noted that of all the tested compounds, IPS
content was higher in the cultures cultivated in the medium with glucose (4.5% of
the biomass), followed by cellobiose (3.5%) and lactose (3.2%), whereas sorbitol
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Fig. 1. Effect of various carbon sources in basal nutrient medium on biomass production (A) and
intracellular polysaccharide content (B) of Lentinula edodes TBK 2541 under submerged cultivation.
Different carbon sources were added to a basal medium equivalent to 10 ¢/ glucose.

*p < 0.05 in comparison with corresponding biomass production and IPS content in medium with
glucose. Values are given as mean « SD (n = 5).

and mannose rendered the lowest yield of IPS (2.0%). Thus, glucose was the pre-
ferred carbon source for IPS production by L. edodes IBK 2541. In this case, the
IPS production in the medium containing glucose was 306 31 mg/l (see Fig. 1:
biomass 6.8 ¢/l contained 4.5% IPS). Krasnopolskaya et al. (2012) reported that in
their study, glucose was also the best carbon source for IPS production. There-
fore, glucose was used as a carbon source in our further experiments.

The effect of different glucose concentrations ranging from 10 to 50 g1 was
tested. It was found that the highest IPS content occurred in the glucose-peptone
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Fig. 2. Effect of glucose concentration in ghicose-peptone medium on biomass production (A) and
intracellular polysaccharide content (B) of Lentinula edodes IBK 2541 under submerged cultivation.

* p < 0.05 in comparison with corresponding biomass production and IPS content in medium with
10 g/ glucose. Values are given as mean + SD (n = 5).

medium with a glucose concentration of 30 g/. It should be noted that an increase
in glucose concentration from 10 ¢/l to 40 g did not significantly affect the IPS
synthesis, but had an essential effect on biomass accumulation by L. edodes IBK
2541. In the medium containing 30 g/l of glucose, the amount of biomass was up
to 55% higher as compared to the biomass obtained with the initial glucose con-
centration of 10 g1. Moreover, higher biomass production under a glucose con-
centration of 30 g1 generally reflected growing IPS production, which increased
t0 494 + 45 mg/l (see Fig. 2: biomass 10.1 @/ contained 4.9% IPS). However, at
ahigher glucose concentration (40 g/1), the fermentation response was not in that
proportion. Although an increase in glucose concentration to 40 @1 had a positive
effect on biomass yield, there was no obvious correlation between biomass and
IPS content as compared to the glhicose concentration of 30 @1 (Fig. 2). At the same
time, this would raise the costs of the preparation of the nutrient medium.

The different authors assumed that different carbon sources might have differ-
ent effects. The information reported by Elisashvili et al. (2004) on the influence of
carbon and nitrogen sources in the nutrient media on the biomass of two strains of
L. edodes is in accordance with our results. In that study, seven carbon sources
were tested for their effect on mushroom growth and extracellular polysaccharide
formation. However, fungal growth and polysaccharide production greatly de-
pended on the compound used in the nutrition medium. Al the fungi showed their
highest mycelia dry weights when cultivated in a medium supplemented with
cellobiose, manitol or glucose. Thus, the biomass of L. edodes strains accounted
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for 5.0-5.8 g1 A much lower final biomass was found after fungi cultivation in the
presence of xylose or sucrose (Elisashvili et al. 2004). Krasnopolskaya et al. (2012)
reported that on the basic medium containing glicose (20 /1) and soy flous, the high-
est biomass yield for the selected strain of L. edodes was 8-12 g/l Krupodorova et
al. (2019) indicated that among the tested carbon sources, the highest mycelium
vield of L. edodes was observed for glucose, followed by cellulose. Glucose was
also reported as a best carbon source in an L. edodes cultivation with a biomass
accumulation of 2.75 g/l to 6.88 g/l (Feng et al. 2010).

Nitrogen sources

Another factor essential for efficient mushroom growth and polysaccharide
production is the nitrogen source used for fungi cultivation. The effect of differ-
ent investigated organic and inorganic nitrogen sources on biomass production
and IPS content by L. edodes IBK 2541 when grown on 30 g1 glucose was as-
sessed. The results of our study on seven nitrogen sources indicated that peptone,
asparagine and ammonium sulphate are the most favourable for maximum bio-
mass production by L. edodes IBK 2541, yielding 6.5, 6.2 and 6.0 g/, respectively
(Fig. 3).

In the study by Elisashvili et al. (2004) six nitrogen sources were tested. Of
these, com steep liquor yielded the highest mycelia growth with 8.4 g/, as well as
peptone with 7.7 g/l. Krupodorova et al. (2019) studied another strain of L. edodes,
IBK 502, showing that asparagine was the best source of nitrogen for biomass pro-
duction but ammonium sulphate and peptone were found to be the worst by them.

In the present study, the IPS production by various nitrogen sources ranged
from 2.4 to 4.5 g/l. Analysis of IPS contents in biomass demonstrated that
peptone was the best nitrogen source for IPS production by L. edodes IBK 2541
(Fig. 3). Adding asparagine as nitrogen source to a medium significantly de-
creased the IPS content in the biomass as compared to medium containing
peptone. The least IPS was recorded in urea-containing medium. Our data dem-
onstrated that the biomass growth and IPS content were not much higher on me-
dia with other nitrogen sources in the basal nutrient medium (sodium nitrate, am-
monium nitrate, ammonium chloride and urea), as shown in Fig. 3.

Since C/N ratio is crucial for mushroom growth in submerged cultivation
(Elisashvili 2012), we set different C/N ratios by changing only nitrogen (peptone)
concentrations, with carbon concentrations (glucose) fixed at 30 ¢/l in the media.

In order to increase biomass production and IPS content, the C/N ratio was
manipulated from 18 to 42. The results of biomass production, IPS content, resid-
ual content of glucose and economic coefficient (EC) at different C/N ratios are
provided in Tab. 1.
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Fig. 3. Effect of various nitrogen sources in basal nutrient medium on biomass production and
intracellular polysaccharide content of Lentinula edodes TBK 2541 under submerged cultivation. Var-
ious nitrogen sources were added to a basal medium equivalent to 2 g/l peptone.

*p < 0.05 in comparison with corresponding biomass production and IPS content in medium with
peptone. Values are given as mean  SD (n = 5).

Asseen from Tab. 1, with a gradual increase in peptone content in the medium
from 2 g/ (C/N = 42) to 4.7/l (ON = 18), an increase in biomass and IPS content
was observed. Among the C/N ratios tested, the (/N ratio of 18:1 yielded the high-
est IPS production, up to 724 + 37 mg/l. As for carbon consumption by mycelium
L. edodes IBK 2541, at O/N ratio of 18:1 it was the most complete.
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Tab. 1. Effect of C/N ratio in glicose-peptone medium on biomass production and IPS content of
Lentinula edodes IBK 2541 under submerged cultivation.

Biomass | Residual content of s Production | Economic coeflicient
glucose in the medium | (% absolutely | of IPS of IPS production

(¥ initial content) | dry biomass) (% used glucose)
105204 7 69+04 24+ 37

98204 2%+ 62203 607 + 25
83203 5 5004 415 + 26
6504 45208 205 + 17+

Effect of pH

The pH of fermentation media can greatly affect membrane function and cell
growth, which may subsequently influence physiological activity and metabolite
production. The results of our experiments demonstrate that L. edodes IBK 2541
in submerged culture is able to grow in a wide range of initial pH values of the nu-
trient medium (Tab. 2). In the medium with selected carbon (glucose) and nitro-
gen (peptone) sources and C/N ratio, a high pH was beneficial for biomass pro-
duction and IPS content. As shown in Tab. 2, the optimum pH value for biomass
vield was found to be in the range of 5.0-7.0. The maximum IPS production (829
+ 55 mgl) was achieved at pH 6.0.

The differences between the strains were expressed in their relation to the pH
of the nutrient medium. For strain L. edodes IBK 502, the maximum biomass was
accumulated at the initial pH of the nutrient medium, 3.5 (Krupodorova et al.
2019). Among L. edodes strains IBK 57, 704, 711, 712, 717, the optimum pH for
growth appeared to be between 4.5 and 5.2. The yield of dry biomass was up to
6.1 @/ after 7-10 days of submerged cultivation (Lomberh et al. 2002). During
mycelial growth, pH dropped to 3.5, which limited further growth. Solomko &
Mitropolskaja (1994) studied the conditions of submerged cultivation of other
strains of L. edodes, IBK 55, 57 and 65, and proposed to use liquid nutritional me-
dia with an optimum pH of 4.5-5.0. Also, these authors showed that IBK 57 accu-
mulated a maximum of 4.5 g of biomass per litre on the 14" day of cultivation
on a medium with glucose and asparagine. After replacing the nitrogen source
(ammonium sulphate instead of asparagine), all the studied strains grew better.
On the 9" day of cultivation, the biomass concentration was 8-9 g/1. They also
reported that the factor limiting the rate of biomass production is the pH of the
medium, which in the process of cultivation decreased to 3.0-3.05 and inhibited
further L. edodes growth.
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In experiments by other authors, the optimum pH of liquid medium for maxi-
mum biomass production of L. edodes under submerged cultivation was indi-
cated to be 5.5-6.0 (Lomberg & Solomko 2012), 6.0 (Elisashvili et al. 2004) or 6.2
(Krasnopolskaya et al. 2012).

Tab. 2. Effect of medium pH on biomass and IPS production of Lentinula edodes TBK 2541 under
submerged cultivation.

Tnitial pH | FinalpH |  Biomass Production of IPS 1Ps
@) (mg/) (% absolutely dry biomass)
32 15202 1407 31202
33 T1s 03 161216 2
34 100205 690+ 34 69204
35 105+ 04 829 + 55 79+02¢
3.6 9905 643+ 28
3.7 488 + 18
374 =+ 16*

#p < 0.05in comparison with corresponding parameters at medium pH 5. Values are given as mean = SD
(n=5).

Effect of temperature

Another important factor for efficient mushroom growth and polysaccharide
production is the incubation temperature. It is reported that the differences be-
tween the L. edodes strains are expressed in their relation to the temperature of
mycelium cultivation (Lomberh et al. 2002, Lomberg & Solomko 2012, Krupo-
dorova et al. 2019).

The influence of temperature on the growth of L. edodes 2541 in the nutrient
medium with selected composition (see above) and pH 6.0 is shown in Fig. 4. The
obtained results indicate that the highest mycelial growth and IPS yield by
L. edodes IBK 2541 was recorded at a temperature of 25 0.1 °C. The IPS produc-
tion at this temperature was 940 + 0.61 mg/I (see Fig. 4: biomass 11.6 ¢/l contain-
ing 8.1% IPS). Analysing the data obtained, we recorded that temperatures of
20 °C and 30 °C were less effective for its biomass and IPS production. But the
scale with 5-degree intervals, which used in our experiment, is probably too wide,
as Krupodorova et al. (2019) reported that in their research indicated 26-28 °C
was found to be the optimal temperature for other strains of L. edodes.

Thus, as an output of our research, nutrient medium composition and condi-
tions for submerged cultivation to enhance biomass production and IPS content
by mycelium of L. edodes IBK 2541 were selected. The composition of the modi-
fied glucose-peptone medium contains the following components (g/): glucose
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Fig. 4. Effect of temperature on biomass production (A) and intracellular polysaccharide content
(B) of Lentinula edodes IBK 2541 under submerged cultivation.

*p <0.05 in comparison with corresponding biomass production and IPS content at 20 °C. Values are
given as mean = SD (n =

30.0; KH,PO, 1.0; K,HPO, 1.0; MgSO, 0.25; peptone 4.7; com steep liquor 20 mL.
The pH value of the nutrient medium is 6.0, cultivation temperature is 25 + 0.1 °C.

CONCLUSION

An analysis of the literature and our data presented here indicates a signifi-
cant effect of the biological properties of the valuable edible medicinal mush-
room Lentinula edodes strains and conditions (medium composition, pH, tem-
perature) on the processes of growth and IPS yield in biomass accumulation
Based on the above, to obtain the desired product, IPS, it is advisable to choose
the basic parameters of the cultivation of a certain strain of L. edodes. Our results
indicate that the proposed consistent selection of carbon sources, nitrogen, and
their ratio in the nutrient medium, the pH of the nutrient medium and the temper-
ature of cultivation result in a three-fold increase in IPS production by the myce-
lium of L. edodes IBK 2541, specifically from 306 mg/l to 940 mg/.
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ABSTRACT

“The amino acid composition of the proteins of the deep mycelium Lentinus edodes strain 2541 was studied
and it was found that the protein contains 17 types of various amino acids, 9 of which (477%) e essential
amino acids. Among the essential aminoacids, the predominant ones are leucine, ysine, valine and tyrosine.
‘These data indicate the high nutritional value of the mushroom protein. The content of lipids and fatty
acids in the cells of the deep mycelium was studied. It was revealed that a significant (75%) partof lipids in
the cell is represented by unsaturated fatty acids, the degree of unsaturation of which is 146, The main
componentis the polyunsaturated diene linoleic (C18:2) acid - 69% of the tota faty acids. Polyunsaturated
fatty acids are indispensable companents of nutrition, because, like essential amino acids, they cannot be

synthesized in the human body.

Key words : Lentinus edodes, Anino acids, Lipids, Fatty acids

Introduction

Higher basidiomycetes are promising objects of
modern biotechnology because they contain a
unique complex of biologically active substances of
carbohydrate, lipid and phenolic nature, vitamins,
trace elements and other compounds vital for the
human body (Xin e al., 2016; Filipa . Reis et al.,
2017). One of the most widely cultivated species of
edible xylotrophic fungi is currently Lentinus
edodes (shiitake). The fruiting bodies of L. edodes
contain proteins (26% of dry weight), lipids, includ-
ing fatty acids (mainly linolenic acid); carbohy-
drates; minerals; vitamins B1, B2 and C; ergosterols
(Badalyan et al,, 2019; Himanshi et al, 2017).
Currently, the study of the biological properties
of the biomass of Lentinus edodes fung (shiitake) ob-
tained under deep cultivation is attracting increas-

ing interest. The results of these works can contrib-
ute to the development of new biotechnology for the
production of biologically active additives with a
wide range of therapeutic properties.

‘The scarcest component in human nutrition is
complete protein. The nutritional value of proteins
is determined mainly by the composition of amino
acids. Great importance wherein is the content of
essential amino acids. The proteins of the fruit bod-
ies of L. edodes contain 18 amino acids that are part
of the balanced nutrition formula, of which the irre-
placeable are of particular value: lysine, threonine,
valine, tryptophan, tyrosine, etc. In addition to pro-
teins, these fungi are able to synthesize lipids and
highly active lipid components in fairly large quan-
tities. Lipids in fungi are represented by mono-and
triglycerides, sterols and phospholipids (Bozena
Muszyiiska e al, 2018; Wen Li et a, 2019). Informa-
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tion on the physiological and biochemical character-
itics, nutritional needs and conditions conducive to
increased synthesis of the bioactive lipid compo-
nents of most basidiomycetes grown by the deep
‘method are very limited and sometimes contradic-
tory. The purpose of this study was determination
of the amino acid and fatty acid composition of the
deep mycelium L. edodes

Materials and Methods

‘The object of research was the pure culture of L.
edodes 2541 from the collection of hat mushroom
cultures of the Institute of Botany named ater NG.
Holodny of NAS of Ukraine (Kiev). For the cultiva-
tion of biomass, a nutrient medium of the following
composition /L was used: cellobiose -30; KHLPO,"
1; K;HPO,-1; MgS0, 0.25; peptone - 3.5; yeast ex-
tract - 20 mL; pH is 6.

‘The experiments were performed on laboratory
shakers (180 rpm) in 250 mL Erlenmeyer flasks with
50 mL of medium for 7 days. The intensity of acra-
tionis 0.55 g O,/1/h. Sterile media were inoculated
with the homogenized biomass of L. edodes 2541
strain (10% volume). Cultivation temperature was
25°C. After growing, the mycelium of the fungi was
separated from the culture fluid through nylon tis-
sue, washed repeatedly with water, dried at 60 °C to
a constant weight, crushed and used for chemical
analyzes.

‘The amino acid composition of the proteins was
studied using an “AAA-881” amino acid analyzer
(“Mirotechna”, Czech Republic). Lipids were ex-
tracted using the Folch method (Folch et al, 1957),
the fatty acid composition of lipids was analyzed as
‘methy esters of fatty acids on a “Chrom-5" gas-liq-
uid chromatograph (Czech Republic) with a flame
ionization detector using a stainless steel column 3,7
min length, filled with N-AW chromaton with 15%
polyethyleneglycol succinate in isothermal mode at
an evaporator temperature of 210 °C and a column
temperature of 160 °C. The identification of fatty ac-
ids was carried out by the relative volumes of reten-
tion, as well as in comparison with the indicators of
the control methyl esters of fatty acids
(Vereshchagin et al, 1963; Cates M., 1975)

Results and Discussion

Determination of the amino acid composition of
the proteins of the deep mycelium L. edodes 2541

As a result of the experiments, it was found that the

Eco. Env. & Cons. 26 (3) : 2020

protein of the deep mycelium L. edodes 2541 contains
all of the essential amino acids that are included in
the formula of a balanced human diet. The high
nutritional value of the L. edodes 2541 deep myce-
lium protein is evidenced by the significant content
of essential amino acids in it, which make 47% of the
sum of all amino acids (Table 1)

Table 1. Amino acid composition of the proteins of the
deep mycelium L adodes 2541

Amino acid

Amino acid,% in protein

752018
69202
692015

Leucine
Lysine

Valine

Tyrosine

Threonine

Cystine

Methionine

Isoleucine

Phenylalanine

Amount of Essential Amino Acids
Glutamic acid

Among the essential amino acids in the biomass
of the studied strain, the highest content of the fol-
lowing amino acids was detected: leucine, lysine,
valine and tyrosine. It should be noted that the com-
position of plant proteins (cereals in particular) in-
cludes a very small amount of lysine and leucine.
Among the essential amino acids in the protein of
the studied strain of L. edodes 2541, the largest pro-
portion is glutamic acid.

Determination of the fatty acid composition of the
lipids of the deep mycelium L. edodes 2541

Lipids play a special role in a number of vital cell
processes (information transfer, secretion of me-
tabolites, etc.). That is why it s of particular interest
to determine the amount of lipids of the deep myce-
lium of the studied L. edodes 2541 strain and to
study their fatty acid composition. In the initial ex-
periments it was found that the lipid content in the
biomass of the studied strain is 7.0-0.2%. For more
accurate characteristic of the nutritional value, an
analysis of the fatty acid content was carried out
(Table2)

Data presented in Table 2 demonstrate that the
polyunsaturated diene linoleic (C18: 2) acid prevails
in the lipids of the studied L. edodes strain - 69% of
the total fatty acids. It should be noted that the main
fatty acid of many vegetable oils (sunflower, soy-
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Table 2. Analysis of the fatty acid content
Indicators Total Fatty Acids, %
“Trivial Fatty Acid Name Systematic Name (IUPAC) of Fatty Adid
Saturated Fatty Acids
Myristic (C,, ) Tetradecane 073001
Pentadecyl (C..) Pentadecane 158 004
Palmitic (C,, | Hexadecane 19232050
Margarine (C.,,) Heptadecane 0452001
Stearic (C,,.) Octadecane 230005
Unsaturated Fatty Acids
Palmitoleic(C,, ) Cis9-hexadecene 0852001
Heptadecene(C., ) Cis-9-heptadecene 0452001
Oleic(C,y ) is9-octadecene 379003
Polyunsaturated Fatty Acids
Linoleic (C,, Cis, cis9,12-octadecadiene ©42:120
HF (degree of lipid unsaturation) 1462001
Sum of Saturated Fatty Acids 24292061
Sum of Unsaturated Fatty Acids 75412200

bean, com, cotton) is lso linoleic acid, the content of
which is 50-70%

Tt was found that among saturated fatty acids in
the lipids of the strain L. edodes 2541, monoenic
palmitic (C16:0) acid prevails, the content of which
s 19% of the total fatty acids. In the composition of
lipids of the strain L. edodes 2541, the amount of
unsaturated fatty acids (75%) significantly exceeds
the amount of saturated fatty acids (24%). In this
regard, the degree of unsaturation of lipids s 1.46,

Tn Shiitake fruiting bodies, fatty acids comprise 3-
3.4% of the lipid content. They include the following
acids: linoleic (C18:2) - 72.8%, palmitic (C16:0) -
14.7%, oleic (C18: 1) - 30% tetradecene (C14: 1) - 1,
6%, stearic (C18: 0) - 0.9% and myristic (C14:0) -
0.1%.

Conclusion

The deep mycelium L. edodes 2541 contains all the
essential amino acids that are part of the balanced
"human nutritional formula. Among the essential
amino acids in the biomass of the studied strain, the
highest content was found for leucine, lysine, valine
and tyrosine. Also it was found that in the fruit bod-
ies of L. edodes, as in a number of other basidi-
omycetes, lipids do not exceed 5-6% by weight, and,
asa rule, their content is higher in the cap than in
the stem. This is due to the fact that the basid-
iospores in the hat are very rich in lipids.
Comparison of the lipid composition of the fruit-
ing bodies of L. edodes with the fruiting bodies of

the widely cultivated edible fungi A. bisporus
(champigrion) and P. ostreatus (oyster mushroom)
showed that the main features inherent in liids of
the fungi class Basidiomycetes (predominance C18:
2, high values of the degree of unsaturation (CH)
lipids (1.4-15)) are also found in shiitake. However,
this fungus also has a number of differences, for
example, a high level of palmitic acid (C16: 0) and
presence of palmitoleic acid (C16: 1)
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TAVAKTANY AL KOPPEKILISLTAY MEN COSBLIMAILL AYPYIAPALIN LLILIH L1Y VUM AeYTE Kapasibi
AOPLIK IIMHTAKE CAMLIDAYKY:IAF b1 HETi3iAE AANA By HKINONALI ONIMACPI A1VAI
TexHOAOrHCLIN AeTIAIIPY

133 Kyrinerin momwkencp.

| Koraput noacaxapiake we Lentinus edodes UITav b CXPHHHHT] AYIere acHPUATOIN Gonais Kot
01apAbI MOANCAXAPHATE GHOCHITESi Geacenenaipy Yilin AKbUIIRY KaFAaRAGpH ACTiAAIpiteA]
(KaMipTeri, 40T KO3AEP] MeH AAKLAAIAY I OHTATEIH KarAafiapsit (pH, ) Tawian any);

IpiKrenin ansinran Lentinus edodes poAYUEHTIHiH GATLDHIFaH GHOMACCACLIHIN XUMHATK KYPaMs
SepTIEACTIN 6021 (MK IPOTH, ANMHKSILIKGLTL, TMIHATED, Mail KLUIKWAPH, KOMIPCYap,
BHTANMHAE. MOANDEHONIAPLIH GOYLA);

Lentinus edodes ipixTenin anbiHFaH MpOIYUENT GHOMaCCACHHIIH GHOT

i seprrenei.
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5643 Tyinai cosnep
Lentinus edodes, GWOAOTHAAK GEACeN] 3aTTap, (yNKIVIONAAL TAFaMAGP, TEPEIVTIK ATKHILAY.
noawcaxapuarep
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