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Uvod

V modernich krytech ran se pouzivaji rozmanité kom-
binace biologicky aktivnich latek, které plni Casto i funkci
kozni nahrady'. Zakladni soudasti tdchto modernich kryti
ran jsou obvykle polysacharidy — alginat®, chitin nebo chi-
tosan>*, modifikovana celulosa’, dextran®’, kyselina hya-
louronova™ a dalsi. Jednou z vyznamnych slozek t&chto
modernich krytli ran je (1-3),(1—>6)-B-D-glukan (dale: B-
glukan), pouzivany bud samotny nebo v kombinaci
s zelatinou'® ¢ kolagenem'', nebo Zelatinou a kyselinou
hyalouronovou'.

B-Glukan podporuje hojeni ran tim, Ze stimuluje pre-
devsim makrofagy' ™', které zajistuji fagocytézu a sekreci
cytokinii'® a produkuji faktory, které napoméhaji hojeni
ran, napt. epidermalni ristovy faktor (EGF) a angiogenéz-
ni faktor. B-Glukan rovnéz stimuluje tvorbu kolagenu,
ktery je hlavni funkéni slozkou pojivovych tkani a ma
zasadni Glohu pfi tvorb& nové kozni tkang'®"”.

Biologicky efekt B-glukanu pfti uvazované aplikaci
jako aktivni kryt rany pfedstavuje ov§em pouze jednu, byt’

chemické a mechanické vlastnosti krytu, které vyrazné
ovliviiuji nejen jeho biologické, ale i aplikacni vlastnosti,
manipulovatelnost a stabilitu in situ. V této  praci  jsme
zaméfili pozornost na tyto vlastnosti filmi z B-glukanu,
izolovaného z kvasinek Saccharomyces cerevisiae.
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Laboratorni pfistroje a postupy

B-Glukan z kvasinek je mozné izolovat dvéma zasad-
nimi postupy, pfi nichZ se vychazi bud’ z intaktnich bun¢k
nebo z bunécného homogenatu. Oba produkty se urcitym
zpusobem odliSuji a také se li§i i fyzikalné-chemické
a mechanické vlastnosti z nich pfipravenych filmu.
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Experimentalni ¢ast
Izolaéni postupy

B-Glukan byl v pripadé ptipravy z intaktnich bunék
izolovan zptisobem podle Mannerse a spol.'® z komeréniho
pekaiského drozdi (Saccharomyces cerevisiae, Lessafre
Cesko, a.s.), které se v 5% suspensi v 6% NaOH digerova-
lo za chladu a poté za varu a pelet ziskany odstiedénim se
postupné Cistil promyvanim. V ptipadé ptipravy B-gluka-
nu z desintegrovanych bunék byl postup doplnén desinte-
graci v balotinovém nerezovém laboratornim homogeniza-
toru s teflonovym rota¢nim diskem, v 1% NaOH pfi kon-
centraci kvasinek 2,5 hm.%. K desintegraci se pouzivaly
keramické balotiny (ZY Premium, Sigmund Lindner
GmbH; slozeni 94,7 % ZrO, + HfO,, 5,1 % Y,0;, prumeér
0,6-0,8 mm), které nepodléhaji otéru v alkalickém prostie-
di, jak bylo potvrzeno XRF analyzou. Postup desintegrace
byl sledovan spektrofotometricky pii A 260 nm
(uvolnovani nukleovych kyselin). Jako konec desintegrace
byl bran okamzik, kdy se absorbance odstfedéného vzorku
homogenizované suspense jiz dale nezvySovala; tato doba
byla 150 s.

B-Glukan ziskany v obou piipadech neni zcela cisty,
obsahuje urcity podil a-glukanti a malé mnozstvi proteind
¢i chitinu (viz obr. 1), ale svou kvalitou odpovidd komerc-
né¢ dodavanym f-glukaniim. Izolace Cistsiho B-glukanu je
samoziejmé mozna, ale vzhledem k tomu, Ze cilem této
prace je porovnani filmi ze stejného vychoziho materialu
lisicich se pouze zplUsobem izolace, jevi se ndm pouzity
zpusob jako adekvatni.

Ptiprava B-glukanovych filmi

Suspense p-glukanu, pripraveného jednim nebo dru-
hym postupem uvedenym vySe, odpovidajici poZzadované
plosné koncentraci filmu (2,5-10 mg cm™2), obsahujici
glycerol jakoZzto plastifikator (25 % hmotnosti pouzitého
B-glukanu), byla vylita na hlinikové misky s dokonale
rovaym dnem se separacni vrstvou silikonového tuku.
Filmy byly vysouseny 3-5 hodin (podle plosné koncentra-
ce filmu) pfi 65 °C.

Analytické metody

Obsah monosacharidi v hydrolyzatu vzorku (1h
v 3 mol I"! kyseling trifluoroctové, 100 °C; po hydrolyze
TFA odpafena pod N, pii 40 °C) byl stanoven aniontovou
chromatografii (HPAEC-PAD) na stavebnici Dionex BIO
LC (Dionex, USA) s pulsnim amperometrickym detekto-
rem, s analytickou kolonou 2 x 250 mm CarboPac PAI.
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Obr. 1. FTIR spektra homogenatu kvasni¢nych bunék (—) a vychozich B-glukanu piipravenych digesci nedesintegrovanych ()

a desintegrovanych (") bunék

Priitok mobilni faze (16 mmol I"' NaOH) pfi teploté 25 °C
byl 0,25 ml min™".

Obsah vody ve filmech byl stanoven metodou Karla
Fischera na pfistroji ThermoOrion AFS8 v prostiedi smési
methanol:formamid (2:1 obj.), realizovanou podle navodu
k pouzitému pfistroji.

Celkové glukany, a-glukan a B-glukan byly stanove-
ny na komeréni soupravé Megazyme K-YBGL 04/08.

FTIR spektroskopie
FTIR spektra praskovych vzorki a filmi byla méfena
vKBr tabletich na  pfistroji ~ Nicolet 6700

(ThermoScientific, USA) v oblasti 4000-650 cm™ s rozli-
Senim 2,0 cm™' a poltem skentl 64. Zékladni linie byla
vyhlazena a korigovdna programem Omnic 8.8
(ThermoScientific, USA).

Mikroskopicka analyza

Rastrovacim elektronovym mikroskopem (SEM)
s autoemisni tryskou (FEG-SEM, Hitachi S-4700) byl
snimkovan povrch vzorki a lomové hrany ziskané v kapal-
ném dusiku. Vzorky byly pokoveny 10 nm vrstvou slitiny
Au/Pd ve vakuové naprasovacce Bal-Tec SCD-500. SEM
obrazy byly zachyceny pomoci sekundarnich elektront se
superpozici topografického a fazového kontrastu. Hodnoty
urychlovaciho napéti, pracovni vzdalenosti a puvodniho
zvétSeni jsou uvedeny na jednotlivych snimcich.

Profil povrchu a morfologie filmi byly méfeny mi-
kroskopii atomarnich sil (AFM) v kontaktnim modu son-
dou na mikroskopu Digital Instruments CP II se sondou
Veeco Silicon P-doped CONT20A-CP (konstanta pruznos-
ti 0,9 N/m).
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Rentgenova spektrometrie

Pti rentgenové difraktometrii (XRD) byly filmy méfe-
ny pii laboratorni teploté na difraktometru X Pert PRO 0-0
(PANanalytical), s geometrii Bragg-Brentano a CuKa
lampou (A = 1,5418 A, U =40 kV, I = 30 mA), s detekto-
rem X'Celerator nebo scintilanim detektorem s rozsahem
uhlt 5-60° (20), thlovym rozlisenim 0,02° (26) a interva-
lem pulst 0,3 s. Data byla zpracovana programem HighS-
core Plus (PANanalytical). Relativni krystalinita v rozsahu
uhld 8 az 60° (20) byla spocétena jako pomér intenzity pii-
slugné krystalickému stavu a celkové intenzity'.

Analyza kovovych prvkil rentgenovou fluorescenéni
analyzou (XRF) ve filmech probihala na sekvenénim spek-
trometru ARL 9400 XP. Data byla vyhodnocena softwa-
rem Winxrf.

Termicka analyza

Tepelna stabilita filmi byla méfena diferenéni skeno-
vaci kalorimetrii (DSC) v pfistroji Setaram DSC 131. Pti
sledovani fazovych prechodul se teplota v atmosfére N,
zvySovala od —40°C do 200°C rychlosti 5°C min™
a tepelna stabilita filmi byla sledovana béhem ohfevu od
20 °C do 600 °C, opé&t rychlosti 5 °C min~' v atmosféie N,.
Zaznamy byly zpracovany v programu Origin 8.

Mechanické testy

Pro mechanické testy byly folie kondiciovany 5 dni
pfi pokojové teploté a relativni vlhkosti 43 %; stejné po-
méry byly udrzovany v méfici komote. Tahové testy do
pretrzeni byly provedeny na univerzalnim testovacim pfi-
stroji Instron™ (typ 33R 4464) s komorou 3119-506, se
softwarem Bluehill (Instron Bluehill™ Material Testing
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Software, 2004). Naméhand oblast vzorku byla 35 x 8 mm,
rychlost pfi¢niku 1 mm min™". Praim&rné hodnoty tloustky
a Sitky vzorku (méfeny mikrometrem a stereomikrosko-
pem) slouzily k vypoctu prifezu a napéti. Z deformacni
kiivky, tj. zavislosti napéti na pomérné deformaci, byl
vypocten Youngiuv modul pruznosti, urCena mez kluzu
jako napéti zpusobujici nepruznou deformaci 0,2 %, pev-
nost jako napéti pii ptretrzeni a taznost jako pomérna defor-

mace pii pretrzeni®®?' .
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Vysledky a diskuse

Hydrolyzou pB-glukanu jak z nedesintegrovanych tak
desintegrovanych bun¢k kyselinou trifluoroctovou vznika
pouze glukosa, coz potvrzuje homogenitu jeho monosacha-
ridového slozeni”.  Skuteny obsah o- a B-glukani zjis-
tény enzymovou metodou byl u nedesintegrovanych bunék
4,6 a 35,7%, u desintegrovanych bun¢k 3,0 a 69,0 %
(primér ze tii stanoveni). Je patrné, ze po desintegraci

0
50.0um

Obr. 2. Elektronoptické snimky povrchu a lomi filmi; pB-glukan z nedesintegrovanych bunék: a — povrch filmu, b — lom; p-glukan

z desintegrovanych bun¢k: ¢ — povrch filmu, d — lom

Opm

a

Opm

b

Obr. 3. AFM snimky povrchu filmu (shading ¢ 250°, 0 50°); a — B-glukan z nedesintegrovanych buné¢k, b — B-glukan z desintegrova-

nych bun¢k
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Obr. 4. Rentgenova difraktometrie filmi p-glukanu priprave-
nych digesci nedesintegrovanych (— a) a desintegrovanych
( ) bunék
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Obr. 5. DSC filmii B-glukanu pi¥ipravenych digesci intaktnich
(—) a desintegrovanych (- - -) bunék; a — ohiev —40 °C az 200 °C,
b — ohtev 20 °C az 600 °C

kles4 obsah o-glukanu, coz je vysvétlitelné rozvolnénim
struktury bunécnych stén pred naslednou alkalickou diges-
ci. Vlhkost pfipravenych filmt se pohybovala kolem 6,4 %
pfi teploté 25 °C a relativni vlhkosti vzduchu 33 %.

FTIR spektra vychozich B-glukanti pfipravenych di-
gesci intaktnich a desintegrovanych buné¢k jsou ukazana ve
srovnani se spektrem kvasni¢nych bun¢k po desintegraci
na obr. 1. Ve spektru desintegrovanych bungk™ > jsou
patrné piky bilkovin (1652, 1539 a 1342 cm™"), nukleovych
kyselin (1240 cm™") a mannanii (971, 915 a 811 cm™). Pasy
kolem 2961, 2873, 1454 a 1370 cm™ (vibrace methylo-
vych skupin bilkovin) mizi nebo se vyrazné€ snizuji po
alkalické digesci, naopak vibra¢ni pasy polysacharidl
v oblasti 1200-1000 cm™ (pasy B-glukant kolem 1109,
1077, 1043, 995, 963 a 891 cm™', cit.***’) vykazuji vyraz-
ny narust. Vychozi B-glukan z nedesintegrovanych bunék
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Obr. 6. PFiklady deformacnich krivek pro filmy vyrobené
z desintegrovanych (— 0,046 mm, —- — - — 0,025 mm) a in-
taktnich (----- glucan: glycerol 5, glucan: glycerol 3) bu-
nék;zgata pro filmy vyrobené zintaktnich bunék prevzata
Z cit.

obsahoval vyrazné pasy a-glukant kolem 1022, 932, 850,
760 a 708 cm™" (cit.**"). Dublet vibraci amid I pii 1660
a 1630 cm™ a pas vibraci amid IT kolem 1560 cm™ jsou
typické pro o-chitin®®, ktery je souéasti polysacharidového
komplexu bunécnych stén kvasinek.

Ze SEM snimki (obr. 2) horni plochy filmi a lomové
hrany je zfejmé, ze povrch filmu z intaktnich bun¢k je
vice heterogenni, s vlaknitou strukturou, povrch filmu
z desintegrovanych bunék je vice homogenni, s jemnou
granularni strukturou. Na snimcich lomovych hran je ho-
mogenita filmu z desintegrovanych bunek jesteé patrnéjsi.

Profil povrchu B-glukanovych filmd na AFM snim-
cich vrchni strany filmt (obr. 3) je zna¢né nerovny, s patr-
nymi zbytky bunéénych stén. Film z B-glukanu z desinte-
grovanych bunék (obr. 3b) obsahuje vétsi pocet rozmérove
mensich fragmentl a vétsi podil amorfni matrix, vznikajici
dal§i fragmentaci bunécéné stény pii alkalické digesci.
Osttejsi vrcholy jsou patrné disledkem vys$siho stupné
rozvolnéni bunécnych stén: mensi fragmenty jsou vice
ovlivnény kontrakei pfi vysouseni filmi. Na zakladé vel-
kého poctu proméfenych mist je rozmezi vysky fragmentl
na filmech z nedesintegrovanych bunék 160-220 nm
a §itky 3200-3600 nm, u fragmentd z desintegrovanych
bun€k je rozmezi vySky 300-320 nm a Sitky 3250 az
3400 nm.

Vysledky méteni XRD odpovidaji latkdm s nevyraz-
nou krystalickou a spiSe vyraznou amorfni strukturou.
Relativni krystalinita B-glukanu ve filmu z intaktnich bu-
nek byla 27,4 % a B-glukanu ve filmu z desintegrovanych
bunék byla 39,4 % (obr. 4). Filmy z obou typt B-glukanu
maji hlavni pik kolem 19,5° (20), ktery odpovidd meziro-
vinné vzdalenosti d = 4,49 nm; u filmi z obou typu (-
glukanu jsou nevyrazné dalsi piky.

Na DSC kiivkach ptislusnych filmim z obou typu f3-
glukanu jsou dva skelné prechody kolem 29 °C a 35 °C
(obr. 52)**" a iroky endotermni pik mezi 40 °C a 140 °C
dany Stépenim intra- a intermolekularnich vodikovych



Chem. Listy 105, 955-960 (2011)

Tabulka I
Mechanické vlastnosti filma

Laboratorni pfistroje a postupy

Glukan B-Glukan B-Glukan/ #* Tloustka Modul pruznosti Mez kluzu Pevnost Taznost
z bun¢k glycerol [mm)] [MPa] [MPa] [MPa] [%]

[mg/cm’] [g/g] MV® SD® MV® SD® MV® SD°® MV®° SD°

Desint. ¢ 5 4 11 0,046 2163 65 32 2,9 40 2,1 32 0,18

2,5 4 8 0,025 2317 77 ns ns 31 24 1,6 021

Nedesint.® 10 5 15 0,09 1508 37 23 1,9 28 2,8 39 131

10 3 21 0,09 712 31 9 1,7 17 57 142 43

“n pocet vzorkd, "MV primérna hodnota,  SD smérodatna odchylka, ¢ ns nestanoveno, © data prevzata z cit.”’

vazeb a postupnym odpatovanim vody. Pfi teplote 277 °C
je na DSC ktivce filmu z intaktnich bunék (obr. 5b) endo-
termni pik a pii teplot€ 297 °C exotermni pik, na kiivce
filmu z desintegrovanych bunék endotermni piky pti 250 °C
a 355 °C a exotermni piky pii 282 °C a 381 °C (obr. 5b),
které odpovidaji teplotdm rozkladu polysacharidu®; poly-
sacharid z desintegrovanych bun€¢k ma mirn€ sniZenou
teplotu rozkladu.

Mechanické vlastnosti filmi z desintegrovanych bu-
nék byly testovany vzdy na dvou jinak stejnych filmech
s riznymi ploSnymi hustotami, tedy i tlouStkami (tab. I,
obr. 6). Vyznamnost rozdilt mezi mechanickymi parame-
try byla posuzovana t-testem na hladiné o = 0,05. Pro sil-
ngj§i  filmy byla patrnd vyznamné vys§i pevnost
(P=0,0104) a vyssi taznost (P =0,00013) nezli u tencich
filmi. Naproti tomu Younglv modul pruznosti nebyl
ovlivnén riznou tloustkou (P = 0,18). Na tencich filmech
vétsinou nebyla métitelna mez kluzu, ptip. splyvala s pie-
trzenim. Pevnost a taznost tencich filmi se prakticky neli-
Sila od meze kluzu a odpovidajici pomérné deformace
silngjsich filma (P = 0,85, resp. 0,78), rizna tloustka filmi
tedy neovlivnila vyznamné prvni ¢ast deformacnich kii-
vek. K pfetrzeni tencich filml pfitom dochdzelo vyrazné
diive nezli silngjsich filmu.

Vysledky pro filmy vyrobené z nedesintegrovanych
bunék®, které byly skladovany a testovany za analogic-
kych teplotnich a vlhkostnich podminek jsou rovnéz
v tab. I a na obr. 6. Modul pruznosti, mez kluzu a pevnost
zjisténé pro filmy z desintegrovanych bunék byly vyrazné
vyssi, filmy jsou tedy i pii niz§i plosné hustoté vyrazné
pevnéjsi a méné tazné nezli filmy pripravené z nedesinte-
grovanych bunék.

Zavér

B-Glukany z desintegrovanych bunék mély nizsi ob-
sah a-glukant a filmy z nich pfipravené byly ve srovnani
s filmy pfipravenymi z intaktnich bun¢k vice homogenni,
sjemnou granularni strukturou. Amorfni stav filmi
s mirnou relativni krystalinitou je spiSe vyssi u filma pfi-
pravenych  zintaktnich bun€k; to je vsouladu
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s mikroskopii atomarnich sil. Teplota skelnych pfechodii
se u jednotlivych typi filma nelisi, avSak filmy pfipravené
z B-glukanu z desintegrovanych bun€k maji niz8i teplotu
rozkladu, rozklad ovSem nastava vzdy az pfi teplotach nad
250 °C. Z hlediska uzitnych vlastnosti filmil je podstatné,
ze filmy z desintegrovanych bunék jsou pevnéjsi a méné
tazné nezli filmy pfipravené z nedesintegrovanych bunck.

Autori dékuji Dr. Jané Ederové za mereni DSC kri-
vek, Ing. Jaroslavu Némeckovi za pripravu filmii a doc.
Ing. Miroslavu Miillerovi za méreni rozmeéri vzorkil
k mechanickym testiim.

Tato prdce vznikla za podpory projektii GA CR
525/09/1133 a MSMT 6046137305.
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Insoluble polysaccharide fractions containing f-
glucans as the main component were isolated from intact
and disintegrated cells of yeast Saccharomyces cerevisiae.
Films prepared from both these crude glucans as well as
raw materials themselves were analysed by FTIR spectros-
copy and structure, thermal and mechanical properties of
the films were investigated using SEM, AFM, XRD, XRF,
DSC and tensile tests. P-Glucan preparations
from disintegrated cells had less amount of a-glucans than
those obtained from intact cells. Films originated from
disintegrated cells were more homogeneous, while crystal-
linity was more pronounced at films from intact cells.
Glass transition of the both types of films underwent at the
same temperature. Films from disintegrated cells were less
thermo stable, stronger and less elastic than those prepared
from intact cells.



