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ABSTRACT

Exopolysaccharides fulfil protective functions and allow bacteria live in the
communities, single or mixed, by facilitating adhesion to surfaces and to each other.
Microbes prefer to exist in the form of a biofilm. The term biofilm was introdu-
ced in 1978 and is the group of microorganisms surrounded by extracellular, highly
hydrated mucus, which allows adhesion on various surfaces and adhesion of cells to
each other [1]. The extracellular slime owes its character mainly due to the presence
of exopolysaccharides. Bacteria living in biofilms, have a high resistance to exter-
nal factors, such as changes in temperature, pH, humidity, oxygenation, presence of
bacteriocins, antibodies or antibiotics. They may be up to 1,000 times more resistant
to antibiotics than planktonic forms. They can be synthesized inside and outside
bacteria cell. The structure of the bacterial exopolysaccharide is very diverse, but
very often, due to the presence of uronic acid residues, or non-sugar organic acids as
pyruvic acid, succinic acid, as well as residues of inorganic acids such as phosphoric
acid or sulfuric acid, they are negatively charged particles. In addition, a characte-
ristic of most of the exopolysaccharides (EPS) is their enormous molecular mass of
up to several million g/mol [11]. Thanks to its rheological properties, ease of isola-
tion, and often biodegradable antioxidant activity extracellular polysaccharides are
increasingly used in industry as a gelling agents, hardening and thickening agents,
emulsifiers, food coatings and pharmaceutical products. In addition, they can be
used as bandages, anti-cancer agents, cholesterol-lowering, antiulcer or immuno-
modulators [20-27]. This article discusses in details the selected exopolysaccharides
such as xanthan, gellan, exopolysaccharides of lactic acid bacteria, dextran, bacterial
cellulose, alginic acid, hyaluronic acid, mannans.

Keywords: exopolysaccharide, hyaluronic acid, bacterial cellulose, dextran, gellan,
xanthan

Stowa Kkluczowe: egzopolisacharydy, kwas hialuronowy, celuloza bakteryjna, dek-
stran, zelan, ksantan
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BC
EPS
Fucp
Gal
GDP
Glc
Glcp
GlcA
GlcpA
GPC

HA
LAB
Lac
L-Gl
LPS
Man
Manp
Pyr
Rha
SEC

Xp
UDP

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

acyl

celuloza bakteryjna (ang. bacterial cellulose)
egzopolisacharyd (ang. exopolysaccharide)
fukopiranoza

galaktoza

guanozynodifosforan (ang. guanosine diphosphate)
glukoza

glukopiranoza

kwas glukouronowy

kwas glukopiranouronowy

zelowa chromatografia filtracyjna (ang. gel permea-
tion chromatography)

kwas hialuronowy (ang. hyaluronic acid)

bakterie kwasu mlekowego (ang. lactic acid bacteria)
mleczan

L-glicerynian

lipopolisacharyd (ang. lipopolysaccharide)

mannoza

mannopiranoza

pirogronian

ramnoza

chromatografia wykluczenia (ang. size exclusion chro-
matography)

ksylopiranoza

urydynodifosforan (ang. uridindiphosphat)
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WPROWADZENIE

Spora czes¢ bakterii, zaréwno Gram-dodatnich, ujemnych jak i mykobakterii
posiada zdolno$¢ syntezy pozakomdrkowych polisacharydéw, ktdre ze wzgledu na
stopien zwiazania z powierzchnig komorki dzieli si¢ na polisacharydy otoczkowe
(CPS), §cisle zwigzane ze $ciang komorkowq oraz egzopolisacharydy (EPS), $luzowe
polisacharydy luzno zwigzane z powierzchnig mikroorganizmu. Pozakomodrkowe
polisacharydy przede wszystkim chronig mikroorganizmy przed dzialaniem czyn-
nikéw zewnetrznych oraz umozliwiajg im zycie w skupiskach.

1. EGZOPOLISACHARYDY

Egzopolisacharydy, zwane réwniez polisacharydami $luzowymi (ang. slime)
w odrdznieniu do polisacharydéw otoczkowych luzno przywieraja do komoérki
mikroorganizmu. Polisacharydy sluzowe pelnia funkcje ochronne oraz umozliwiaja
zycie w spolecznosciach, jedno czy wielogatunkowych, poprzez utatwienie przy-
legania do powierzchni oraz do siebie wzajemnie. Ponizej przedstawiono zdjecie
komorek Staphylococcus aureus otoczonych pozakomdrkowym $luzem.

-
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Rysunek 1. Biofilm Staphylococcus aureus, zdjecie ze skaningowego mikroskopu elektronowego [Janice Carr,
Centers for Disease Control and Prevention, Antlanta, GA USA]

Figure 1. Staphylococcus aureus biofilm, image from a scanning electron microscope [Janice Carr, Centers
for Disease Control and Prevention, Antlanta, GA USA]

Przywyklismy mysle¢ o bakteriach jako o pojedynczych, planktonowych for-
mach. Jednakze obserwacje mikroorganizméw w réznych $rodowiskach pozwa-
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laja wysnu¢ wniosek, iz planktonowe formy bardzo rzadko wystepuja w naturze.
Mikroby preferujg funkcjonowanie w formie biofilmu. Termin biofilm zostal
wprowadzony juz w 1978 roku i oznacza grupe mikroorganizméw, otoczonych
zewnatrzkomérkowym, wysoce uwodnionym $luzem, umozliwiajacym adhezj¢ do
martwych badz zywych powierzchni oraz przyleganie komdrek wzajemnie do siebie
[1]. Pozakomdrkowy §luz zawdzigcza swoja posta¢ obecnosci egzopolisacharyddw,
niejednokrotnie réwniez bialek, syntezowanych przez mikroorganizmy. Mikroorga-
nizmy w biofilmie posiadajg zdolno$¢ porozumiewania si¢ za pomocg chemicznych
sygnaldw, proces ten nazywany jest quorum sensing (QS) [2-6].

Bakterie Zyjace w postaci biofilmu, wykazuja duza opornos¢ na czynniki
zewnetrzne, takie jak zmiany temperatury, pH, wilgotnosci, natlenienie, obecnos¢
bakteriocyn, przeciwcial czy antybiotykéw. Moga by¢ nawet do 1000 razy bardziej
oporne na dzialanie antybiotykéw w poréwnaniu z formami planktonowymi. Naj-
nowsze badania pokazuja, ze wiekszos¢ infekeji bakteryjnych jest spowodowana
z udzialem biofilmu [7, 8]. Bakterie tworzg biofilmy na rozmaitych powierzchniach
od skal, poprzez tkanki organizméw zywych, narzedzia i implanty medyczne, po
instalacje wodne czy klimatyzacyjne [9, 10].

Dodatkowo wyrzucanie $luzu przez pory na zewnatrz komorki jest jednym ze
sposobow poruszania si¢ bakterii. U Myxococcus xanthus pory rozmieszczone sg na
przeciwnych biegunach komoérki. Podczas wyrzucania polimeru weglowodanowego
zaobserwowano ruch bakterii w przeciwnym kierunku.

Struktura egzopolisacharydéw bakteryjnych jest ogromnie zréznicowana, acz-
kolwiek bardzo czgsto, za sprawa obecnosci reszt kwaséw uronowych, lub niecu-
krowych kwasoéw organicznych jak pirogronowego, bursztynowego, a takze reszt
nieorganicznych kwasow, jak na przyklad fosforowego czy siarkowego, s3 to ujem-
nie natadowane czasteczki. Dodatkowo cechg charakterystyczna wigkszosci EPS-6w
jest ich ogromna masa czgsteczkowa siegajaca kilku milionéw g/mol [11].

1.1. BIOSYNTEZA EGZOPOLISACHARYDOW

Obecnie w wielu osrodkach naukowych prowadzi si¢ badania nad technolo-
gia otrzymywania mikrobiologicznych polimeréw, poprzez optymalizacje warun-
kéw hodowli, tak aby mikroorganizmy syntetyzowaly polisacharydy o zadanych
cechach i z wysoka wydajno$cig. Proces biosyntezy mozna regulowaé poprzez
zmiany temperatury, odczynu $rodowiska hodowli, skladu pozywki czy natlenie-
nia. Aktywnos¢ drobnoustrojow w produkcji egzopolisacharydow jest coraz cze$ciej
stymulowana przy uzyciu metod inZynierii genetycznej. W celu ingerencji w szlak
biosyntezy egzopolisacharydéw konieczna jest znajomos¢ jego przebiegu. Obecnie
wiadomo, ze wigkszo§¢ EPS-6w syntetyzowana jest wewnatrz komorki, wedlug
bardzo zblizonego mechanizmu do syntezy polisacharydow $ciany komorkowej —
LPS-6w czy peptydoglikanu. Jednakze, znany jest réwniez mechanizm biosyntezy
egzopolisacharydéw zachodzacej pozakomodrkowo. Wyjatkami egzopolisachary-
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dow syntezowanych poza komérka mikroorganizmu sa: dekstran, alternan i lewan
[12, 13]. Dodatkowo znajomos¢ szlaku biosyntezy jest bardzo istotna w projekto-
waniu lekow przeciwbakteryjnych. Jak wcze$niej wspominano mikroorganizmy
otoczone EPS moga by¢ do 1000 razy bardziej oporne na dzialanie antybiotykow
w poréwnaniu z formami planktonowymi, stad tez celowe jest hamowanie biosyn-
tezy EPS-6w u szczepdw patogennych.

1.1.1. Wewnatrzkomoérkowa biosynteza egzopolisacharydow

Wigkszo$¢ egzopolisacharydéw powstaje w wyniku wewnatrzkomoérkowego
szlaku biosyntezy, w ktérym wyr6zni¢ mozna cztery gléwne etapy: transport cukrow
do wnetrza cytoplazmy, syntez¢ cukrowych nukleotydéw, polimeryzacje jednostek
cukrowych oraz eksport polimeru na zewnatrz komoérki. W proces syntezy i trans-
portu egzopolisacharydéw zaangazowanych jest wiele enzymodw, regulowanych
przez klaster genow, odpowiedzialnych za aktywacje monosacharydéw poprzez
tworzenie pochodnych nukleotydowych, modyfikacje ich struktury w wyniku epi-
meryzacji, dekarboksylacji oraz dehydrogenacji, tworzenie oligosacharydowych
jednostek, ich polimeryzacje i transport na zewnatrz komorki bakteryjne;.

Na uwage zastuguje fakt, iz pewna cze$¢ bakterii, przyktadowo Lactobacillus
casei podgat. cremoris, posiada geny kontrolujace biosynteze egzopolisacharydow
zlokalizowane na plazmidzie, a nie jak u wiekszosci dotad poznanych bakterii na
chromosomie [14]. Wiele pozakomoérkowych polisacharydéw jest czesciowo pod-
stawiona grupami acetylowymi, pirogronianowymi, bursztynianowymi, fosforano-
wymi, sulfonowymi czy metylowymi. W badaniach nad szlakiem biosyntezy egzo-
polisacharydu Klebsiella pneumoniae wykazano, ze grupa acetylowa wywodzi si¢
z acetylokoenzymu A, natomiast prekursorem grupy pirogronianowe;j jest fosfoeno-
lopirogronian. W O-metylowanych polisacharydach donorem funkcji metylowej
jest metionina lub S-adenozylometionina. Obecno$¢ reszt kwasu fosforowego(V),
wystepujacych w niektérych polisacharydach, jest wynikiem przeniesienia grupy
fosforanowej z ATP na grupe hydroksylowa cukru [15].

Zrozumienie szlaku biosyntezy EPS moze ulatwi¢ przyklad ksantanu. Jest to
proces niezwykle zlozony, w ktéry zaangazowane sg nosniki energetyczne. Jego
szczegOtowa prezentacje mozna znalez¢ w literaturze [15].

Biosynteza ksantanu przez Xanthomonas campestris pv. campestris B100 jest
wieloetapowym procesem i ma miejsce w réznych regionach komorki, od cytopla-
zmy po btone biatkowo-lipidows, przestrzen peryplazmatyczna i zewnetrzng blone
komorkowg. Rozpoczyna si¢ od syntezy prekursorowych cukrowych nukleotydow.
Do syntezy prekursoréow UDP-glukozy i GDP-mannozy wykorzystywane sg geny
xanA i xanB zlokalizowane w innym miejscu chromosomu. Geny te odpowiadaja
za synteze cukrowych prekursoréw wykorzystywanych réwniez do syntezy LPS-u.
Trzeci prekursor UDP-glukouronian powstaje w wyniku utlenienia UDP-glukozy,
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regulowanego przez gen ugd [15-18]. Proces syntezy ksantanu jest regulowany przez
klaster 12 gendw, od gumB do gumM.

Po syntezie cukrowych nukleotydéw ma miejsce przeniesienie glukozo-1-fos-
foranu z UGP-glukozy na nosnikowg jednostke fosforanu undekaprenylu (C-55-P),
gdzie kolejno sa dostarczane pozostale substraty w celu syntezy powtarzajacej sie
pentasacharydowej jednostki budulcowej ksantanu. Po utworzeniu pentasacharydu
nastepuje przylaczenie grup niecukrowych, pirogronianowej i acetylowej. Powyz-
sze etapy zachodza na wewnetrznej stronie blony cytoplazmatycznej. Nastepnie
ma miejsce przeniesienie pentasacharydowego fragmentu polgczonego z noéni-
kiem lipidowym do przestrzeni peryplazmatycznej przez blone cytoplazmatyczna,
gdzie nastepuje polimeryzacja fragmentéw pentasacharydowych, poprzez
redukujacy koniec. Finalnym etapem jest transport polisacharydu z przestrzeni
peryplazmatycznej na zewnatrz komorki. Proces polimeryzaciji i transportu ksan-
tanu na zewnatrz komorki nie jest do konica poznany, aczkolwiek wydaje sie by¢ bar-
dzo zblizony do mechanizmu Wzy-zaleznego [Wzy - bialko membranowe (polime-
raza O-antygenowa), ktéra kontroluje polimeryzacje tanncuchéw polisacharydowych
przez dodawanie kolejnych podjednostek do redukujacego konca powstajacego
polimeru] majacego miejsce podczas syntezy fragmentu O-swoistego lipopolisacha-
rydow Enterobacteriaceae.

1.1.2. Zewnatrzkomorkowa biosynteza egzopolisacharydow

Zdecydowanie mniejsza czg$¢ egzopolisacharydéw syntezowana jest poza
komorka mikroorganizmu i tak opisanymi w literaturze przykladami sa: dekstran,
alternan i lewan. Dekstran jest homopolisacharydem, zbudowanym z reszt p-glu-
kopiranozy, polaczonych wigzaniem glikozydowym a(156), czesto rozgalezionym
w pozycji 3, rzadziej w 2 i 4. Dekstran jest syntezowany przez Gram-dodatnie
bakterie Leuconostoc mesenteroides, przy uzyciu dekstranosacharazy (glukozylo-
transferazy), katalizujacej rozpad wigzania glikozydowego w czasteczce sacharozy,
a nastepnie przenoszacej glukoze na redukujacy koniec powstajacego dekstranu.
Energia potrzebna do procesu syntezy polimeru powstaje z rozpadu wigzania gliko-
zydowego w czasteczce sacharozy.

sacharoza > dekstran + p-fruktoza

Alternan jest egzopolisacharydem produkowanym rdéwniez przez bakterie
z gatunku Leuconostoc mesenteroides. Podobnie do dekstranu zbudowany jest z reszt
D-glukopiranozy, aczkolwiek polaczone sa one na przemian wigzaniami a(1->6)
i a(1>3). Formowanie alternanu zachodzi w obecnosci alternanosacharazy, ana-
logicznie jak w przypadku dekstranu. Przypuszcza sig, Ze alteranosacharaza jest
wynikiem translacji zmutowanej sekwencji genu oryginalnie kodujacego dekstra-
nosacharaze.
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Kolejnym przykltadem pozakomodrkowo wytwarzanego z sacharozy egzopoli-
sacharydu jest lewan - f-2,6-fruktan syntezowany miedzy innymi przez bakterie
Gram-dodatnie z rodzaju Bacillus, Steptococcus oraz Gram-ujemne z rodzaju Erwi-
nia i Gluconobacter. Enzymem umozliwiajacym przemiane sacharozy w lewan jest
lewanosacharaza, katalizujaca hydrolize sacharozy oraz przeniesienie b-fruktozy na
powstajacy lancuch lewanu i jej przylaczenie poprzez wigzanie f-2,6-glikozydowe
(12, 19].

sacharoza - levan + p-glukoza

2. BUDOWA I ZASTOSOWANIA EGZOPOLISACHARYDOW
BAKTERYJNYCH

Egzopolisacharydy bakteryjne spetniajg wiele funkcji, od ochrony mikroorga-
nizméw przed czynnikami zewnetrznymi takimi jak: zmiany temperatury, wilgot-
nosci, odczynu czy obecnosci substancji toksycznych, poprzez umozliwianie adhezji
i formowania biofilmu, stabilizowanie enzymdéw oraz magazynowanie sktadnikow
pokarmowych. Dzieki swym wlasciwos$ciom reologicznym, tatwosci izolowania,
biodegradowalno$ci oraz czesto aktywnosci przeciwutleniajacych pozakomodrkowe
polisacharydy znajdujg coraz szersze zastosowanie w przemysle jako substancje
zelujace, utwardzajace i zageszczajace, emulgatory, powloki produktéw spozyw-
czych i farmaceutycznych. Dodatkowo prébuje si¢ je wykorzystywac jako opatrunki,
srodki przeciwnowotworowe, obnizajagce poziom cholesterolu, przeciwwrzodowe
czy immunomodulatory [20-27]. Przykladami bakteryjnych egzopolisacharydow
o szerokim zastosowaniu przez czlowieka sg: bakteryjna celuloza, ksantan, zelan,
dekstran, kwas alginowy, kwas hialuronowy czy egzopolisacharydy bakterii fermen-
tacji mlekowej (LAB). Przyktady zastosowan zestawiono w Tabeli 1.

Tabela 1. Zastosowania wybranych egzopolisacharydéw bakteryjnych [12, 28, 29]
Table 1. Applications of selected bacterial exopolysaccharides [12, 28, 29]

Egzopolisacharyd Zastosowanie Bakterie

Material opatrunkowy, tzw. sztuczna skora,
membrana akustyczna w sprzetach audio, do- | Acetobacter xylinum

Celuloza datek do zywnosci (bakteryjny btonnik), mem- | (Gluconacetobacter xylinum)
brana w technikach separacyjnych
Srodek stabilizujacy, zageszczajacy, zelujacy

Ksantan (w olgczeniu z gluko-mannanem) w przemysle Xanthomonas campestris

spozywczym, kosmetycznym, farmaceutycznym,
w drukarstwie
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medycznym, substytut agaru w hodowlach bakte-
rii termofilnych, no$nik lekéw

Egzopolisacharyd Zastosowanie Bakterie
Srodek zelujacy, stabilizujacy w przemysle spo-
, Z , f: , bio- .
Jelan zywczym, kosmetycznym farmaceutycznym, bio Sphingomonas elodea

EPS-y bakterii kwasu
mlekowego

Srodki poprawiajgce reologie i teksture oraz
zapobiegajace synerezie produktéw mlecznych

Lactococcus lactis,
Streptococcus thermophilus

Preparat krwiozastepczy, poprawiajacy krazenie,

Leuconostoc mesenteroides,

kosmetykow

Dekstran obnizajacy poziom cholesterolu, lubrykant, sito .
. . Leuconostoc dextranicum
molekularne i wzorzec masy w chromatografii
Skladniki hipoalergicznych preparatéw opatrun-
. kowych, powloka ochronna sadzonek, powtloki | Pseudomonas aeruginosa,
Alginian , B} [ . .
nawozow, pestycydéw, matryca stabilizujaca do | Azotobacter vinelandii
przechowywania zywych komoérek i enzymoéw
Kurdlan Srodek wiazacy, zelujacy, stabilizujacy, zageszcza- | Agrobacterium radiobacter,
jacy, usztywniajacy Agrobacterium biobar
Kwas Srodek nav'v¥lza‘] acyoczy oraz‘stawy, V\{ypelma] qc.y Streptococcus zooepidemicus,
. zmarszczki i blizny, powloka implantéw, sktadnik .
hialuronowy Pasturella multocida

Struktury oraz zastosowanie wybranych egzopolisacharydéw bakteryjnych
przedstawiono w dalszych podrozdziatach.

2.1. KSANTAN

Ksantan jest gléwnym, komercyjnie dostepnym egzopolisacharydem. Od 1969
roku jest zarejestrowany przez FDA (ang. Food and Drug Administration) jako bez-
pieczny dodatek do Zzywnosci — E415. Pod wzgledem budowy chemicznej jest roz-
galezionym heteropolisacharydem syntezowanym przez wiekszos$¢ szczepow Xan-
thomonas campestris. Sklada sie z reszt D-glukopiranozy polaczonych wigzaniem
B(1>4), z ktérych co druga podstawiona jest reszty trisacharydows, zbudowana
z dwoch reszt b-mannopiranozy i jednej reszty kwasu p-glukouronowego. Konicowa
reszta mannozy podstawiona jest, w pozycji 4 i 6, reszta kwasu pirogronowego. Masa
molowa ksantanu jest rzedu okoto 0,9-2,0 x 10° g/mol [30-32].
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Rysunek 2. Struktura jednostki powtarzalnej ksantanu
Figure 2. Structure of repeting unit of xanthan

Ksantan jest wykorzystywany gtéwnie w przemysle spozywczym, farmaceu-
tycznym i kosmetycznym. Tworzy pseudoplastyczne roztwory juz w bardzo niskich
stezeniach, rzedu 0,05-1%, ktorych wlasciwosci zaleza gtéwnie od masy czastecz-
kowej polimeru, stopnia acetylowania i pirogronowania. Im mniejsza masa molowa
i mniejszy stopien podstawienia obiema grupami tym mniejsza jest lepkos$¢. Lep-
kos¢ wodnych roztworéw ksantanu jest w malym stopniu zalezna od pH, tempera-
tury, oraz czynnikéw mechanicznych (mieszanie). Wytrzymuje zaréwno ogrzewa-
nie jak i zamrazanie oraz ponowne rozmrazanie. Obecno$¢ elektrolitow zwigksza
lepkos¢ roztworu ksantanu. Dzigki chemicznej i fizycznej stabilnosci polimer ten
jest szczegdlnie przydatny do zageszczania i stabilizacji silnie kwasnych lub zasado-
wych roztwordw. Co ciekawe, ksantan nie tworzy zeli, a w polaczeniu z roslinnym
gluko- badz galaktomannanem obserwuje sie ich synergistyczne dzialanie na proces
zelowania, w wyniku czego powstaja zele o réznym stopniu twardosci [31, 33-37].

2.2. ZELAN

Zelan (nazwa handlowa - guma gellan), jest liniowym, anionowym egzopolisa-
charydem, syntezowanym na skale przemystowg przez niepatogenny szczep bakterii
Sphingomonas elodea ATCC 31461. Zbudowany jest z powtarzajacych si¢ jednostek
tetrasacharydowych zlozonych z dwoch reszt p-glukopiranozy, reszty L-ramnozy
i kwasu D-glukopiranouronowego. Jedna z reszt glukozy czgéciowo podstawiona
jest reszty L-glicerynianu w pozycji 2 i acetylowa w pozycji 6. Masa czasteczkowa
zelanu wynosi okolo 0,5 x 10° g/mol. Wykazano, ze w roztworze tworzy on strukture
podwdjnej helisy [38].
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Rysunek 3. Struktura jednostki powtarzalnej zelanu
Figure 3. Structure of repeating uit of gellan

Zelan, dzieki unikalnym wlasciwosciom reologicznym znalazt zastosowanie
w przemysle spozywczym, kosmetycznym, farmaceutycznym oraz biomedycznym
jako $rodek zelujacy, zageszczajacy i stabilizujacy — E418. Wykorzystywany jest,
miedzy innymi, jako nosnik lekdéw, umozliwiajacy powolne uwalnianie substancji
czynnych. Wiasciwosci zelujace zelanu zaleza od stezenia, temperatury, obecnosci
jedno- i dwuwartosciowych kationdw, jednak gtéwnie od stopnia O-acetylowania.
Wysoce acetylowany polimer tworzy delikatne, elastyczne, termoodwracalne zZele,
natomiast forma odacetylowana daje zele twarde, kruche i nieelastyczne [34, 39, 40].

2.3. EGZOPOLISACHARYDY BAKTERII KWASU MLEKOWEGO

Wiele bakterii kwasu mlekowego (LAB) wykorzystywana jest w przetwdrstwie
mleczarskim w celu otrzymania danego produktu, poprawienia konsystencji czy
konserwacji poprzez zakwaszenie. Jedng z bakterii kwasu mlekowego jest Strepto-
coccus thermophilus THS, szeroko stosowana w mleczarstwie w procesie fermenta-
cji. Dla przyktadu razem z Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus jest uzywana do
produkcji jogurtéw oraz niektérych twardych serow.

Przydatno$¢ S. thermophilus nie wynika tylko z mozliwosci zakwaszania pro-
duktéw mlecznych, ale réwniez mozliwosci syntezowania egzopolisacharydow.
Pozakomoérkowe polisacharydy poprawiaja wlasciwoéci reologiczne produktow
fermentacji (konsystencje) i zmniejszaja podatno$¢ na synereze (wydzielania sie
oé$rodka dyspersyjnego z zelu, przykladowo wydzielanie si¢ serwatki z kwasnego
mleka). Wplyw na wlasciwosci reologiczne egzopolisacharydéw ma: sklad che-
miczny, sposob polaczenia reszt cukrowych (pozycja wiazania glikozydowego),
obecnos¢ fancuchdw bocznych i podstawnikéw niecukrowych oraz diugos¢ polisa-
charydu. Cechg charakterystyczng egzopolisacharydéw bakterii kwasu mlekowego,
jest to, ze w wiekszoséci zbudowane sa z reszt p-galaktopiranozy, p-glukopiranozy
i L-ramnopiranozy. Kilka przyktadowych struktur powtarzajacych si¢ jednostek
EPS-6w zamieszczono na Rysunku 4. I tak egzopolisacharyd syntezowany przez
S. thermophilus Sfil2, zawierajacy wigzania glikozydowe o konfiguracji « jest bar-
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dziej elastyczny, gietki niz §luzowaty polisacharyd Lactococcus lactis spp. cremoris
B40, gdzie reszty cukrowe polaczone sg wigzaniami f glikozydowymi. Czg$ciowe
usuniecie tannicuchéw bocznych z egzopolisacharyddéw Lactococcus lactis spp. cremo-
ris B39 1 B891 zmniejszylo wlasciwosci zageszczajace tych polimeréw. Poréwnanie
pozakomorkowych polisacharydéw o identycznej strukturze pierwszorzgedowej
wykazalo, ze egzopolisacharyd S. thermophilus Sts o masie czasteczkowej okolo
3,7 x 10° g/mol jest zdecydowanie bardziej lepki od syntezowanego przez S. ther-
mophilus Rs polisacharydu o mniejszej masie czgsteczkowej rzedu 2,6 x 10° g/mol
[41-43].

Poza wlasciwo$ciami glownie teksturotworczymi obserwuje sie jeszcze inny
rodzaj korzysci z wytwarzania egzopolisacharydéw przez LAB, a mianowicie EPS-y
pozostaja dluzej w przewodzie pokarmowym, przez co umozliwiaja kolonizacje
bakteriom probiotycznym. Dodatkowo wykazano dziatanie przeciwnowotworowe,
immunostymulujgce oraz obnizajace poziom cholesterolu EPS-6w bakterii kwasu
mlekowego.

p-D-Gal
1

I
4
—2)-a-L-Rha-(1—2)-a-D-Gal-{ 1 =3 }Fa-D-Gle-(1—+3 -o-D-Gal-{ 1 >3 }a-L-Rha-{ 1—
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o-D-Gal-1-fosforan
|

-

3
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i
c-L-Rha
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Rysunek 4. Struktury wybranych egzopolisacharydow bakterii kwasu mlekowego [41-43]
Figure 4. Structures of selected exopolysaccharides of lactic acid bacteria [41-43]
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Figure 4. Continuation
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Figure 4. Continuation

2.4. DEKSTRAN

Stosowanym na szeroka skale egzopolisacharydem, produkowanym réwniez
przez bakterie kwasu mlekowego nalezace do gatunku Leuconostoc mesenteroides
oraz Leuconostoc dextranicum, jest dekstran. Ze wzgledu na specyficzne zastoso-
wania zasluguje na oddzielne omoéwienie. Jak wspomniano wczesniej, dekstran
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jest a-D-glukanem, w ktérym reszty cukrowe polgczone sa wigzaniem glikozy-
dowym a(1-6), czesto rozgalezionym w pozycji 3, rzadziej w 2 i 4 wigzaniami
a-glikozydowymi.

--0-CH-»
QO
n
=16 OH
+ OH

=13 OH

- -m

ci-1.6

Rysunek 5. Przykladowa struktura dekstranu
Figure 5. Structural model of dextran

Gléwne zastosowanie znalazl w medycynie jako preparat krwiozastepczy,
no$nik w szczepionkach, sktadnik roztworu do przechowywania organdéw w trans-
plantologii oraz szeroko stosowany lubrykant. W przemysle laboratoryjnym dek-
stran wykorzystuje si¢ jako wypelnienie w chromatografii wykluczania, nazywanej
réwniez saczeniem molekularnym (ang. Size Exclusion Chromatography, SEC, ang.
Gel Permeation Chromatography, GPC) oraz jako wzorzec masy czasteczkowej [34].

2.5. BAKTERYJNA CELULOZA

Celuloza, czyli f(1>4)-D-glukan jest najpowszechniej wystepujacym polime-
rem na ziemi. Stanowi gtéwny sktadnik roslinnej biomasy, aczkolwiek jest rowniez
syntezowana przez bakterie (ang. bacterial cellulose, BC), gléwnie Gram-ujemne
z rodzaju Acetobacter, Rhizobium, Agrobacterium i Sarcina. Najbardziej wydajnym i
najszerzej wykorzystywanym producentem bakteryjnej celulozy jest Acetobacter xyli-
num (w 1998 roku zostal zaklasyfikowany do odrebnego rodzaju Gluconacetobacter,
przyjmujac nazwe Gluconacetobacter xylinum). Lancuchy bakteryjnego 3-b-glukanu
taczg si¢ w procesie krystalizacji w mikrofibryle o szerokosci 40-120 nm, grubosci
rzedu 3-4 nm i dlugosci 1-9 um. Mikrofibryle BC sa co najmniej sto razy ciensze
niz w celulozie rodlinnej. Dodatkowo BC posiada wysoki wskaznik krystaliczno-
$ci (60%), natomiast stopien polimeryzacji wynosi zazwyczaj 2000-6000. Ponizej
zamieszczono fotografie, na ktorej wyraznie widoczne sg wtdkna celulozy otaczajace
komorki Gluconacetobacter xylinum.
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Komorki Gluconacetobacter xylinum otoczone celulozg, zdjecie ze skaningowego mikroskopu elektronowego [44]
Gluconacetobacter xylinum cells surrounded by cellulose, image from a scanning electron microscope [44]

W zaleznosci od zastosowanej metody hodowli bakterii, produkt celulozowy
moze by¢ wytwarzany w formie plata o dowolnej powierzchni, rurek o zréznico-
wanej $rednicy, kulek czy pulpy. Silne uwodnienie (do 97%) ptatow celulozowych
sprawia, Ze przypominaja one napecznialg skore o bardzo gladkiej powierzchni, stad
tez czgsto nazywa si¢ je sztuczng skora. Bakteryjna celuloza cechuje sie wyjatkowa
czystoscig, nie towarzyszg jej inne substancje, jak ligniny czy hemicelulozy, charak-
terystyczne dla celulozy roslinnej, co znacznie upraszcza proces produkcji. W przy-
padku celulozy roslinnej produkcja wiaze si¢ z wytwarzaniem przez fabryki bar-
dzo duzej ilosci produktéw skazajacych srodowisko naturalne. Charakterystyczne
cechy celulozy bakteryjnej to wysoka elastyczno$¢, krystaliczno$¢ oraz ogromna
wytrzymato§¢ mechaniczna. W ostatnich latach obserwuje si¢ intensywny wzrost
zainteresowania bakteryjng celulozg. Dotychczas znalazta ona zastosowanie gtéwnie
jako material opatrunkowy, szczegélnie przydatny w leczeniu trudno gojacych sie
ran. Opatrunek z bakteryjnej celulozy cechuje si¢ wysoka czystoscia, elastycznoscia,
wytrzymato$cia, porowatoscia, a takze przepuszczalnoscia dla gazéw, co uniemozli-
wia rozwdj bakterii beztlenowych w miejscach nim zabezpieczonych. Jednoczesnie
material ten jest nieprzepuszczalny dla drobnoustrojow z zewnatrz i chroni rang
przed wtérng infekcjg. Blony BC chronig réwniez organizm przed utrata ptynow
ustrojowych poprzez zabezpieczenie pozbawionych skéry powierzchni ciata, co ma
ogromne znaczenie dla chorych leczonych z powodu rozlegtych oparzen. BC znaj-
duje réwniez zastosowania w mikrochirurgii jako sztuczne naczynia krwionosne
[45-49].

2.6. KWAS ALGINOWY

Kwas alginowy jest liniowym egzopolisacharydem syntezowanym przez brunat-
nice (Macrocystis, Laminaria) oraz bakterie: Azotobacter vinelandii i Pseudomonas
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aeruginosa. Jego masa molowa jest rzedu 10-1000 3 g/mol. Zbudowany jest z reszt
kwas6w uronowych: f-p-mannopiranouronowego (M) i a-L-gulopiranouronowego
(G) polaczonych wigzaniem f(1>4). Reszta kwasu mannopiranouronowego moze
by¢ czesciowo O-acetylowana w pozycji 2 i 3 (Rys. 6). Przypuszcza sie, ze grupy
acetylowe podstawiajace reszte kwasu mannopiranouronowego zapobiegaja epi-
meryzacji do kwasu gulopiranouronowego [50]. W zaleznosci od mikroorganizmu
syntezujacego ten egzopolisacharyd i warunkéw zewnetrznych stosunek iloéci reszt
obu kwasow jak i ich sekwencja sg zmienne.

COO OR OH
RO O—u HO O—
oo

R =-H lub -{C=0)CH;

Rysunek 6. Struktura reszt kwaséw manno- i gulopiranouronowego
Figure 6. Structure of manno- and gulopyranuronic acids

Wiasciwosci kwasu alginowego $cisle zaleza od stosunku M/G i tak im wigcej
reszt G tym tworzy sie sztywniejszy zel. Wykazano réwniez, ze reszty G silniej wigza
sie z kationami magnezu niz reszty M.

Dzigki wlasciwosciom reologicznym kwas alginowy oraz jego sole —alginiany
stosuje si¢ jako: zageszczacze zywnosci, leki w chorobach ukladu pokarmowego,
impregnaty tkanin, skfadniki opatrunkéw do ran oraz w drukarstwie. W produk-
tach spozywczych oznaczane sg symbolami od E-400 do E-404 [33, 51-53].

2.7. KWAS HIALURONOWY

Kwas hialuronowy (HA) jest liniowym, wysokoczgsteczkowym polisachary-
dem zbudowanym z reszt 2-acetamido-2-deoksy-Dp-glukopiranozy i kwasu p-gluko-
piranouronowego, pofaczonych odpowiednio wigzaniami (1>4) i f(1>3), (Rys. 7).
HA posiada bardzo dobre wlasciwosci hydrokoloidalne, podaje sie¢, ze 1 g moze
zwigzac okolo 6 litrow wody [28, 54].
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COO™ OR OH
RO O— HO O—
oo

R =-H lub -{C=0)CH;

Rysunek 7. Powtarzajjca si¢ jednostka budulcowa kwasu hialuronowego
Figure 7. Repeating unit of hyaluronic acid

Kwas hialuronowy jest jednym z gtéwnych skladnikéw miedzykomoérkowego
plynu maziowego skory, przestrzeni stawowych, pepowiny, ciata szklistego oka.
W najwiekszej ilo$ci wystepuje w mazi stawowej i skorze. Jest rowniez polisachary-
dem o najwyzszej masie czasteczkowej, rzedu kilku milionéw g/mol, syntezowanym
przez kregowce.

Kwas hialuronowy znalazl szerokie zastosowanie w medycynie, kosmetyce,
jak réowniez w przemysle spozywczym. Przykladowo stosowany jest w ortopedii
w chorobach zwyrodnieniowych stawdw, w okulistyce do produkeji soczewek oraz
jako sktadnik kropli nawilzajacych, w ginekologii i urologii do wzmacniania $ciany
pecherza moczowego, w medycynie estetycznej do redukcji blizn i zmarszczek.
Coraz czesciej stanowi réwniez material pokrywajacy protezy [55].

HA do celéw komercyjnych do niedawna byl gléwnie otrzymywany z grze-
bieni kogucich, aczkolwiek jest to metoda czasochlonna, trudna w oczyszczaniu
i odpadotworcza. W ostatnich latach odchodzi si¢ od substancji pochodzenia zwie-
rzecego i w tym wypadku probuje sig, z powodzeniem, izolowaé kwas hialuronowy
z hodowli bakteryjnych [56]. Miedzy innymi szczepy bakterii z gatunku Streptococ-
cus zooepidemicus, Streptococcus thermophilus oraz Pasturella multocida w warun-
kach naturalnych wytwarzaja pozakomdrkowo kwas hialuronowy o identycznej
strukturze jak wystepujacy w organizmach wyzszych. Jest to egzopolisacharyd
bezpieczny dla organizmu ludzkiego, praktycznie niewywolujacy reakcji immuno-
logicznej [57, 58]. Ponizsze zdjecie przedstawia kolonie Streptococcus zooepidemicus
otoczong kwasem hialuronowym.
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Komorki Streptococcus zooepidemicus otoczone kwasem hialuronowym [59]
Streptococcus zooepidemicus cells surrounded by hyaluronic acid [59]

2.8. MANNANY

Mannany s3 wielkoczasteczkowymi cukrami zbudowanymi z reszt mannozy,
polaczonych wigzaniem glikozydowym. Mogg zawiera¢ reszty innych cukréw, naj-
czg$ciej p-glukozy, 2-acetamido-2-deoksy-p-glukozy, p-galaktozy, p-ksylozy czy
tez skfadniki niecukrowe takie jak grupy fosforanowe, siarczanowe, pirogronianowe
oraz biatka. Zidentyfikowano zaréwno mannany liniowe, jak i rozgatezione, o regu-
larnej i nieregularnej budowie, o konfiguracji wigzan glikozydowych a i 8.

Zr6dta mannozowych polimeréw w przyrodzie sg caly czas intensywnie badane.
Zidentyfikowano mannany syntezowane zaréwno przez organizmy prokariotyczne
jak i eukariotyczne, stad tez ze wzgledu na pochodzenie mozna wyrdzni¢ mannany
bakteryjne, grzybowe, czy roélinne.

Mannany sg istotnym czynnikiem stymulujgcymi uktad odpornosciowy gospo-
darza, wykazuja bardzo szerokie spectrum wlasciwosci immuno- i chemioterapeu-
tycznych. Stwierdzono réwniez ich dzialanie fitotoksyczne. Dodatkowo, dzigki
swym wlasnos$ciom reologicznym znajdujg zastosowanie jako substancje zelujace,
stabilizujgce, filmotworcze, gléwnie w przemysle spozywczym i farmaceutycznym.

Mannany bakteryjne nie sg tak popularne jak grzybowe czy roslinne, acz-
kolwiek réwniez wérdd tych prokariotycznych mikroorganizméw znajduje sie
przedstawicieli syntetyzujacych mannozowe polimery. Najbardziej powszechne
jest wystepowanie mannanéw w strukturach powierzchniowych bakterii z rodziny
Mycobacteriaceae. Jak wspominano wczesnie mykobakterie charakteryzuja sie
unikatowa strukturg oston komodrkowych. Mykobakterie (pratki) wywotuja jedne
z najpowazniejszych schorzen — gruzlice (Mycobacterium tuberculosis) i trgd (Myco-
bacterium leprae). W sklad $ciany komorkowej mykobakterii wchodzi miedzy
innymi lipoarabinomannan, lipomannan. Natomiast arabinomannan i mannan sg
gtéwnymi antygenami polisacharydowymi otoczki mykobakterii. Mannany myko-
bakterii zbudowane sg gléwnie ze szkieletu mannozowego polaczonego wigzaniami
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glikozydowymi «(1->6) rozgalezionego resztami mannozylowymi pofaczonymi
poprzez wigzania a(1->2) [60-62].

Fragmenty mannanowe zostaly takze zidentyfikowane w lipopolisacharydach,
i tak antygen O szczepu bakterii Hafnia alvei PCM 1223 jest liniowym mannanem
zbudowanym z powtarzajacej si¢ pentasacharydowej jednostki z wigzaniami pomie-
dzy resztami p-mannozylowymi a(152) i a(1>3) (Rys. 8). Identyczne struktury
antygenow O posiadaja bakterie szczepdw Escherichia coli O9 i Klebsiella pneumo-
niae O3, jednakze czasteczki lipopolisacharydéw tych bakterii nie sg takie same,
réznig sie strukturg regionu rdzeniowego [63].

—3)-a-D-Man-(1—3)-a-D-Man-(1—2)-0-D-Man-(1—2)-a-D-Man-(1—2)-0-D-Man-(1—

Rysunek 8. Struktura powtarzajacej si¢ jednostki antygenu O Hafnia alvei PCM 1223
Figure 8. Structure of repeating unit of O Hafnia alvei PCM 1223 antigen

Interesujagcym mannanem, wczesniej nie zidentyfikowanym, jest egzopolisacha-
ryd bakterii Inquilinus limosus szczep LMG 20952T, patogenu niedawno wykrytego
u pacjentow chorych na mukowiscydoze. Okreslenie struktury egzopolisachary-
déw mikroorganizméw zwigzanych z uporczywymi infekcjami drég oddechowych
jest jednym z pierwszych etapdw zrozumienia ich roli w patogenezie. Egzopolimer
Inquilinus limosus szczepu LMG 20952T zbudowany jest z reszt b-mannopiranozy
polaczonych wigzaniem a(1-2), calkowicie podstawionych w pozycji 4 i 6 grupami
pirogronianowymi z utworzeniem ketali (Rys. 9) [64].

—3)-0-D-Man-(1—3)-a-D-Man-(1—2)-a-D-Man-(1—2)-a-D-Man-(1—2)-a-D-Man-(1—

Rysunek 9.  Struktura pozakomérkowego mannanu Inquilinus limosus
Figure 9. Structure of extracellular mannn of Inquilinus limosus

Jeden z gtéwnych sprawcow choréb przyzebia, Porphyromonas gingivalis W50,
oprocz LPS-u i CPS-u syntetyzuje pozakomorkowy fosfomannan o strukturze bar-
dzo zblizonej do mannandw grzybowych. Lancuch gléwny zbudowany jest z powta-
rzajacych sie jednostek >6)-a-p-Man-(1-, natomiast rozgalezienia zbudowane sa
z fragmentéw mono- i disacharydowych o jednostce budulcowej a(1>2)-p-Man,
pomiedzy jednym z disacharydowych rozgalezien a fancuchem gléwnym wystepuje
wigzanie fosfodiestrowe (Rys. 10) [65].

—6)-a-D-Man-(1—6)-a-D-Man-(1—6)-a-D-Man-(1—
o-D-Man-(1-P  a-D-Man o-D-Man

a-D-Man a-D-Man

Rysunek 10.  Struktura pozakomérkowego mannanu Porphyromonas gingivalis W50
Figure 10.  Structure of extracellular mannn of Porphyromonas gingivalis W50
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UWAGI KONCOWE

Prowadzone wspolcze$nie badania struktury egzopolisacharydéw bakteryj-
nych pozwolily na ich wprowadzenie do wielu galezi gospodarki. Za jedng z naj-
wazniejszych na pewno nalezy uzna¢ przemyst spozywczy. Poprawa jakosci, w tym
i tekstury produktéw spozywczych, a takze produkcja nowych rodzajéow zywnosci
nie bylaby mozliwa bez zastosowania polisacharydow. Przy wysokich kosztach izo-
lowania weglowodandw z masy roélinnej i ich przetwarzania do formy uzytecznej,
na szczego6lng uwage zastuguje otrzymywanie tych zwigzkéw na drodze mikrobio-
logicznej. Dlatego tak wazne i uzyteczne wydaje si¢ poznawanie budowy i wlasnosci
bakteryjnych egzopolisacharydéw. Coraz czeéciej jako ich zrédlo zaczyna si¢ row-
niez upatrywa¢ mikroglony.
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