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Summary

Dextransucrase catalyses the synthesis of a-D-glucopyranosyl homopoly-
mers and oligomers from sucrose as a substrate. This paper is a review of reports
on the mechanism of dextran and oligosaccharides synthesis. The presence of
a low molecular acceptor dextran (3-20 kDa) or low molecular acceptor sugars
in reaction mixtures enables obtaining of dextran with molecular weight in a
range from 30 to 80 kDa or oligosaccharides with low d.p., which have gained
increased nutritional interest (prebiotics). In these reactions, the hydrolytic en-
zyme, i.e. dextranase, may be involved together with dextransucrase instead of
acceptors.
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1. Wprowadzenie

Biochemia dekstrandw jest przedmiotem licznych badan, po-
niewaz wodne roztwory tych polisacharydow o odpowiedniej
budowie i masie czgsteczkowej majg wtasciwosci fizyczne zbli-
zone do osocza krwi i moga byé uzywane jako ptyny krwioza-
stepcze. Dekstran nadajacy sie do uzytku klinicznego powinien
posiada¢ prawie liniowa strukture i mase z przedziatu 30-80 kDa.
W przemys$le wytwarzany jest on najczesciej w wieloetapowym



Dekstranosacharaza Leuconostoc mesenteroides - mechanizm biosyntezy dekstranu i oligosacharydéw

procesie, obejmujgcym: biosynteze dekstranu wysokomolekularnego w hodowlach
szczepOw Leuconostoc mesenteroides na podtozach zawierajgcych wysokie stezenia
sacharozy, jego izolacje z cieczy pohodowlanej oraz kontrolowang hydrolize (naj-
czesciej kwasowa), a nastepnie wydzielanie i oczyszczanie frakcji klinicznych (1).

Od lat w wielu osrodkach badawczych sa prowadzone prace nad skréceniem
technologicznego procesu otrzymywania dekstranu klinicznego, polegajace na ste-
rowaniu jego syntezg. W tym celu do mieszanin reakcyjnych z sacharozg i dekstra-
nosacharazg, katalizujgcg proces biosyntezy, dodawane sg niskoczgsteczkowe dek-
strany akceptorowe i ustalane sg warunki reakcji zapewniajgce wysoka wydajnos¢
frakcji klinicznych (2). Alternatywa tej metody moze by¢ synteza dekstranu prowa-
dzona przez dekstranosacharaze w obecnosci niewielkiej ilosci enzymu hydroli-
zujacego ten polimer, czyli dekstranazy.

Trzeba podkresli¢, ze dekstranosacharaza jest wykorzystywana nie tylko w syn-
tezie dekstranu, ale takze - coraz czesciej - w syntezie oligosacharydow, uwa-
zanych za prebiotyki stymulujgce wzrost bifidobakterii w jelicie grubym.

2. Mechanizm biosyntezy dekstranu

Dekstrany stanowig grupe pozakomérkowych polisacharydéw, wytwarzanych
przez liczne bakterie podczas ich wzrostu w Srodowisku zawierajgcym sacharoze jako
jedyne zrodio wegla. Bakterie przeksztalcajgce sacharoze w dekstran, to gramdodat-
nie ziarniaki z rodziny Lactobacillaceae, rodzaju Leuconostoc, Streptococcus i Lactobacillus.

Enzymem odpowiedzialnym za konwersje sacharozy do dekstranu jest dekstra-
nosacharaza (2-glukozylotransferaza a-1,6-glukan: D-fruktoza EC 2.4.1.5.), transgli-
kozylaza rozszczepiajgca wigzania glikozydowe w sacharozie i przenoszgca reszty
glukozy na tworzgcy sie faricuch polimeru. Jednostki a-D-glukopiranozy w dekstra-
nie sg potaczone wigzaniami a-1,6 w tancuchu gtéwnym oraz a-1,3, a-1,4 lub a-1,2
W miejscach rozgatezien. Galezie moga zawiera¢ zaréwno pojedyncze reszty gluko-
zy, jak réwniez dtugie tancuchy. Stopien i rodzaj rozgatezienia oraz dtugos¢ tancu-
chéw bocznych w dekstranie zaleza od szczepu uzytego do jego wytwarzania oraz
od warunkéw biosyntezy (3).

Do wyjasnienia mechanizmu konwersji sacharozy do dekstranu przyczynity sie
gtéwnie prace takich autoréw jak: Boveya (4-6), Tsuchiya i in. (7), Eberta i in. (8) oraz
Robyta i in. (9-13), ktérzy stosowali w eksperymentach znakowang sacharoze. Me-
chanizm tej reakcji jest inny niz syntezy wiekszosci polisacharydéw, wymagajacych
w charakterze prekursorow pochodnych nukleotydéw i monocukréw (UDPG, ADPG)
lub ufosforylowanych cukréw. W konwersji sacharozy do dekstranu i fruktozy, ener-
gia potrzebna do wytworzenia wigzan glikozydowych w polimerze pochodzi z roz-
ktadu wigzania glukoza-fruktoza w sacharozie.

W latach pieédziesigtych dla biosyntezy dekstranu proponowano mechanizm zale-
zny od primera, czyli wczesniej uformowanego taricucha polimeru, ktérego nieredu-
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- dwie reszty glukozy potaczone wigzaniem a-l,6

X - nukleofilcwe aktywne miejsce enzymu.

Rys. 1. Hipoteza mechanizmu syntezy dekstranu przez dekstranosacharaze Leuconostoc mesenteroides
B-512F, zaleznego od primera (wg 3 - za zgoda).

kujgce konce sg niezbedne dla dodania nowej jednostki monomeru (rys. 1). Kabayashi
i in. (14) zaktadali istnienie w centrum aktywnym dekstranosacharazy dwoch rodzajow
miejsc przylgczania SLibstratu, jednego - dla sacharozy i drugiego - dla primerowe-
go dekstranu (rys. la). Wedlug tej hipotezy wydtuzanie primera ma miejsce, gdy nu-
kleofil enzymu (prawdopodobnie grupa karboksylanowa) atakuje (rys. Ib) C-1 reszty
glukozy w sacharozie dajac kowalencyjne pofaczenie posrednie glukozyl-enzym (rys. Ic).
C-6-OH nieredukujgcego konca primera kieruje atak na C-1 glukozy w zwigzku posred-
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- dwie reszty glukozy potaczone wigzaniem a-1,6

X- nukleofilowe aktywne miejsce enzymu, ktére taczac sie z glukopiranoza tak ja orientuje, ze C-6-OH jest
w pozycji atakujacej C-1 innej reszty glukopiranozy i moze utworzy¢ wigzanie a-1,6.

Rys. 2. Proponowany mechanizm polimeryzacji dekstranu przez dekstranosacharaze Leuconostoc me-
senteroides B-512F (wg 3 - za zgoda).

nim (rys. 1d), tworzac wigzanie a-1,6 (rys. le). Czasteczka primera wydiuza sie wtedy
0 jedng reszte glukozy. Aby synteza mogta by¢é kontynuowana, taricuch z nowo wpro-
wadzonym glukozylem musi oddysocjowaé z miejsca przylgczenia primera (rys. If),
I musi dotaczy¢ sie kolejna czgsteczka primera (rys. 1h). Synteza wg tego mechanizmu
jest zatem procesem nieskonczonym. Problemy wynikajace z przyjecia tej hipotezy
pojawity sie, gdy opisano synteze glukanu przez dekstranosacharazy konstytutywnych
szczepOw Leuconostoc i Streptoccocus w nieobecnosci polisacharydu jako primera. Trud-
nosci wynikaly tez z koniecznosci wyjasnienia mechanizmu tworzenia wigzan roz-
gateziajacych. Bovey (4) postulowat co prawda istnienie enzymu rozgateziajacego, jed-
nak nie zostat on nigdy wyodrebniony. W dalszych badaniach wykazano, ze dodany
dekstran nie stymuluje reakcji przez dziatanie jako primer (11).

Druga hipoteze mechanizmu syntezy dekstranu, zakladajaca kolejne dodawanie
jednostek glukozy do redukujacego konca, zaproponowat Ebert i Patat (15), a dane
eksperymentalne potwierdzajgce te hipoteze zaprezentowat Robyt i in. (9). Na ry-
sunku 2 przedstawiono mechanizm syntezy kolejnych wigzan 1,6-a-glikozydowych
dekstranu przez dekstranosacharaze Leuconostoc mesenteroides B-5J2F. Polega on na
istnieniu dwoch aktywnych miejsc nukleofilowych, ktére atakujac czasteczke sacha-
rozy usuwajg z niej fruktoze, a wigza glukoze. C-6-OH jednej reszty glukozy kieruje
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Rys. 3. Mechanizm rozszczepienia sacharozy i tworzenia wigzania a-1,6 przez dekstranosacharaze (wg
3 - za zgoda). Reakcja | - nukleofilowa wymiana i protonacja czastki fruktozy w celu utworzenia zwigzku
posredniego glukozyl-enzym. Reakcja 2 - tworzenie wigzania a-1,6 przez atak C-6-OH na C-1 kompleksu
enzym-glukoza, wspomagany usunieciem protonu z grupy hydroksylowej przez grupe imidazolowa.

atak na C-1 drugiej i tworzy sie wigzanie a-1,6. Uwolniony nukleofil atakuje kolejng
czasteczke sacharozy, tworzgc posrednie potgczenie enzym-glukozyl. C-6-OH tego
nowego intermediatu atakuje C-1 izomaltozylowej jednostki, tworzac izomaltotrio-
zylo-enzym. Przebiega zatem proces, w ktérym glukozyl i rosngcy tancuch dekstra-
nozylu sg przenoszone naprzemiennie miedzy dwoma miejscami nukleofilowymi
dekstranosacharazy (mechanizm ping-pong).

Robyt i Eklund (13) rozwazajgc stereochemie tej reakcji stwierdzili, ze wigzania
jednostek glukozylowych i dekstranozylowych z enzymem muszg mie¢ (3-konfigu-
racje, aby nastgpita przemiana sacharozy do dekstranu, a hydroksylowa grupa przy
C-6 jest wOwczas stereochemicznie wtasciwie utozona w stosunku do grupy C-1 jed-
nostki dekstranu. Zatozenia te zostaly przedstawione na rysunku 3.
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Rys. 4. Mechanizm reakcji akceptorowej dekstranosacharazy Leuconostoc mesenteroides B-512F (wg
3 - za zgoda).

Akceptor przytacza sie do miejsca wigzania akceptora w taki sposob, ze C-6-OH z nieredukujgcego
konca atakuje C-1 glukozylu (A) lub dekstranozyiu (B), uwalniajac odpowiednio trisacharyd (A) lub
taricuch dekstranu (B).

Fu i Robyt (16) wykazali, ze dla zajScia reakcji niezbedna jest obecnos¢ dwoch
imidazolowych grup histydyny. Te dwie grupy sg donorami protondw koniecznych
do odszczepienia wolnej fruktozy. Imidazolowa grupa w drugim etapie jest reproto-
nowana, przyjmujgc proton z grupy 6-hydroksylowej intermediatu enzym-glukozyl,
co utatwia nukleofilowy atak i utworzenie wigzania a-l,6.

Zakonczenie wzrostu fancucha dekstranu nastepuje w tzw. reakcji akceptorowej
(rys. 4).

Mechanizm reakcji akceptorowej polega na przytaczeniu akceptora do aktywne-
go miejsca w taki sposéb, ze jedna z jego grup hydroksylowych jest tak zorientowa-
na, aby mogt nastgpi¢ atak nukleofilowy na C-1 potaczenia reszty glukozylowej lub
dekstranozylowej z enzymem.
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Rys. 5. Mechanizm syntezy wigzan rozgaleziajacych przez dekstranosacharaze Leuconostoc mesente-
roides B-512F z udziatem dekstranu wprowadzonego z zewnatrz (wg 3 - za zgoda).

C-3-OH akceptorowego dekstranu kieruje atak na C-1 glukozylu (A) lub dekstranozylu (B) tworzac
rozgatezienie z pojedyncza jednostka glukozy (A) lub dtugimi gateziami (B).

Akceptorem moze by¢ fruktoza, sacharoza lub inny cukier, jak réwniez czastecz-
ka dekstranu. Mate czasteczki akceptorowe koricza wzrost liniowego polimeru, na-
tomiast w przypadku dekstranu jako akceptora moga tworzy¢ sie wigzania roz-
gateziajace (rys. 5). jest to uzaleznione od masy czasteczkowej akceptorowego dek-
stranu, jezeli jest ona niska, C-6-OH z nieredukujgcego konca akceptorowego dek-
stranu kieruje atak na C-1 glukozy z redukujacego konca tancucha dekstranu pozo-
stajgcego w kompleksie z enzymem i odrywa dekstranozyl. Tworzy sie wigzanie
a-1,6 i fancuch dekstranu wydtuza sie. Wraz ze wzrostem masy czasteczkowej ak-
ceptorowego dekstranu dostepnosc¢ grupy C-6-OH jest coraz bardziej ograniczona
i wtedy czesciej C-3-OH kieruje atak na C-1 tworzac wigzanie a-l,3. W ten sposéb
moze by¢ wytwarzany dekstran z pojedyncza jednostka glukozy w faricuchu bocz-
nym, jak i diugimi galeziami (17).
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Rys. 6. Model inhibicji dekstranosacharazy Leuconostoc mesenteroides B-512 FM przy wysokich steze-
niach sacharozy (wg 18 - za zgoda).

A - centrum aktywne dekstranosacharazy: dwa miejsca wigzace sacharoze (b i b’), allosteryczne
miejsce wigzania sacharozy (c) i miejsce wigzania akceptora (a);

B - allosteryczna inhibicja dekstranosacharazy przy wysokim stezeniu sacharozy;

C - reakcja akceptorowa allosterycznie inhibowanej dekstranosacharazy z metylo-a-D-glukopira-
nozydem.

3. Kontrolowana synteza dekstranu i produktéw akceptorowych

3.1. Model inhibicji dekstranosacharazy wysokim stezeniem sacharozy

Podczas typowej reakcji dekstranosacharazy z sacharozg tworzy sie dekstran
i fruktoza. Wyjsciowe stezenie sacharozy ma istotny wplyw na ilos¢ i mase syntety-
zowanego dekstranu. Przy 2% stezeniu sacharozy w mieszaninie reakcyjnej powstaje
prawie wytacznie wysokomolekularny polimer, a ze wzrostem jej stezenia maleje
ilos¢ i masa czasteczkowa dekstranu. Sacharoza w stezeniu ponad \4% staje sie inhi-
bitorem syntezy. Tworzg sie woéwczas znaczne ilosci oligosacharydow, a takze wzra-
sta stezenie glukozy, bedacej produktem reakcji akceptorowej z woda. Na podsta-
wie dotychczasowej wiedzy o mechanizmie syntezy dekstranu i reakcji akceptoro-
wych, Tanriseven i Robyt (18) zaproponowali model wyjasniajacy inhibujace dzia-
tanie wysokich stezen sacharozy na dekstranosacharaze (rys. 6). Wedtug niego
w centrum aktywnym enzymu znajdujg sie dwa miejsca o duzym powinowactwie do
sacharozy (b, b’) i jedno wigzgce akceptor (a). Akceptor zwigzany z miejscem akcep-
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torowym reaguje z glukozylem lub dekstranozylem, ktére sg kowalencyjnie do-
taczone do X-nukleofilowych grup w aktywnym centrum enzymu. Przy stezeniach
sacharozy powyzej 1% przylgcza sie ona do trzeciego miejsca wigzania sacharozy (c)
i allosterycznie zmienia konformacje centrum aktywnego enzymu w taki sposob, ze
przeciwdziata to interakcji miedzy dwiema glukozylowymi grupami i synteza dek-
stranu nie rozpoczyna sie. W nieobecnosci akceptora, jednostki glukozylowe moga
by¢ uwalniane w reakcji akceptorowej z woda, co wyjasnia zwiekszong ilos¢ gluko-
zy, w przypadku gdy stezenie sacharozy jest wieksze od 1%. Glukoza ta, jak i po-
wstajgca fruktoza, dzialajac jako akceptory powodujg uwolnienie kolejnych gluko-
zyli z wytworzeniem oligocukréw. Allosterycznie inhibowany enzym réwniez moze
wigzac akceptor w jego miejscu wigzacym i reagowac z glukozg z kompleksu gluko-
zyl-enzym, dajgc produkty akceptorowe.

3.2. Bezposrednia synteza dekstranu o pozadanej masie czasteczkowej

Dekstran o stosunkowo niskiej masie czgsteczkowej (do kilkudziesieciu tysiecy
daltonéw) moze by¢ otrzymywany w spos6b bezposredni, gdy do mieszaniny reak-
cyjnej dodawany jest niskomolekularny dekstran, petnigcy role akceptora tancucha
polimeru.

Opatentowany przez Tomczak (19) sposéb wytwarzania dekstranu o masie
40"-80 kDa polegat na hodowli bakterii Leuconostoc mesenteroides w podtozu zawie-
rajgcym obok wymaganych sktadnikow sacharoze {2%) oraz dekstran o niskiej masie
(3-i-20 kDa) w ilosci 0,5-"2%, przy pH 5,5--6,5. W takich warunkach podczas etapu
biosyntezy dekstranosacharazy nie powstawat dekstran wysokoczasteczkowy. W dru-
gim etapie wykorzystywano oddzielony od biomasy bakteryjnej enzym, ktéry doda-
wano do roztworu zawierajagcego 20-*30% catkowitej iloSci stosowanej w procesie
sacharozy i dekstranu akceptorowego (w proporcji 10:1). Nastepnie dozowano stop-
niowo pozostalg ilos¢ tych sktadnikow do koncowego stezenia sacharozy 30-"50%.
Dodawanie w trakcie trwania procesu roztworu sacharozy i dekstranu akceptorowe-
go pozwolito unikna¢ tworzenia sie oligosacharydéw. Wydajnos¢ frakcji klinicznych
wynosita od 35,5 do 39,5%.

W celu otrzymania dekstranu o kontrolowanej masie molekularnej Paul i in. (20)
prowadzili wielostopniowg synteze enzymatyczng z udziatem oczyszczonej dekstra-
nosacharazy B-512F, w obecnosci maltozy (M). Dwustopniowa synteza umozliwita
uzyskanie dekstranu o masie czgsteczkowej 20 kDa. W pierwszym stopniu procesu,
w ktérym akceptorem reszt glukozylowych byta maltoza, utrzymywanie niskiego
stosunku S/IM (2,1-6,5), przy 12% stezeniu sacharozy (S), pozwolito na uzyskanie oli-
gosacharydéw z wydajnoscia ok. 90%. Ich masa czasteczkowa byta liniowo zalezna
od stosunku S/M. Otrzymane oligosacharydy autorzy stosowali jako akceptory (A)
w drugim stopniu syntezy. Na tym etapie masa czgsteczkowa powstajgcego produk-
tu zalezata nie tylko od stosunku S/A, ale i od masy akceptorowego oligosacharydu.
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Woprowadzajac kolejne stopnie syntezy, w ktorych jako akceptory stosowane byty
niskomolekularne dekstrany otrzymywane po kazdym etapie procesu, uzyskiwano
dekstrany o masie czgsteczkowej ok. 100 kDa.

W latach dziewieédziesigtych Kim i Day (21-24) jako bezposrednia metode pro-
dukcji dekstranu o okreslonej masie czasteczkowej zaproponowali fermentacje mie-
szanych kultur z wykorzystaniem szczepOw Leuconostoc mesenteroides B-512F i Lipo-
myces starkeyi ATCC 74054. W celu przygotowania inokulum do fermentacji, prowa-
dzili oddzielne hodowle obu szczepdéw na odpowiednich podiozach i w ustalonych
warunkach, az do osiggniecia fazy stacjonarnej. Nastepnie oba inokula mieszali
w odpowiednich proporcjach (3:1) i dodawali do podioza produkcyjnego zawie-
rajacego sacharoze, ekstrakt drozdzowy i sole mineralne. Dekstranosacharaza wy-
twarzana przez szczep bakteryjny przemieniata obecng w podtozu sacharoze w dek-
stran i fruktoze, jednoczes$nie dekstranaza produkowana przez drozdze, dziatajgc
na dekstran, redukowata rozmiary polimeru podczas jego wytwarzania. Prowadzgc
fermentacje mieszanych kultur Kim i Day uzyskali catkowitg wydajnos¢ dekstranu
w granicach 35-41% w stosunku do uzytej sacharozy, czyli 73-85% wydajnosci teore-
tycznej. W optymalnych warunkach, tj. w pH 5,2, temperaturze 28°C, przy 0,85% ste-
zeniu ekstraktu drozdzowego i 30% sacharozy (dodawanej stopniowo w trakcie fer-
mentacji) dekstran kliniczny stanowit 93% catkowitej ilosci wytworzonego polisa-
charydu.

Proces fermentacji kultur mieszanych posiada wiele zalet. Przede wszystkim eli-
minuje sie w nim etapy hydrolizy kwasowej i frakcjonowania (niski wspotczynnik
polidyspersji dekstranu). Lepko$¢ brzeczki hodowlanej jest ok. 10-krotnie nizsza niz
w procesie tradycyjnym, co umozliwia fatwiejsze oddzielenie komérek. Rozmiar
dekstranu moze by¢ regulowany przez zatrzymanie fermentacji w momencie osiggnie-
cia zgdanej wielkosci polisacharydu.

Doniesienia o wykorzystaniu dekstranazy przy produkcji dekstranu Klinicznego
pojawity sie w literaturze znacznie wczesniej, juz w latach szesédziesigtych Novak
i Witt (25) opatentowali metode produkcji dekstranu klinicznego z zastosowaniem
dekstranazy z Aspergillus wentii. Wprowadzajgc do podioza z sacharozg filtrat po ho-
dowli Aspergillus wentii i zaszczepiajgc je bakteriami Leuconostoc mesenteroides, po 18
godzinach hodowli otrzymywali z 30% wydajnoscig dekstran o masie 50-*100 kDa.

3.3. Oligosacharydy jako produkty reakcji akceptorowych

Oligosacharydy tworzg sie obok dekstranu, wtedy gdy w mieszaninie reakcyjnej
oprocz sacharozy znajdujg sie inne cukry, wykorzystywane jako akceptory. Reszta
glukozy z sacharozy przenoszona jest wowczas przez dekstranosacharaze na wolng
grupe hydroksylowg sacharydu akceptorowego. Najczesciej jest to wigzanie przez
grupe OH przy C-6 z nieredukujacego konca akceptora. Wyréznia sie dwie klasy ak-
ceptoréw. Do pierwszej z nich zalicza sie akceptory dajgce homologiczne serie oli-
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gosacharydéw, roznigcych sie od siebie o jednostke glukozy. Takimi akceptorami sg
np. maltoza, glukoza i izomaltoza. Druga klase stanowig akceptory, ktére tworzg
pojedyncze produkty, zawierajace o jedng jednostke glukozy wiecej niz wyjsciowy
cukier. Zalicza sie do nich m.in. fruktoze, laktoze, rafinoze. W tabeli | przedstawio-
no gtéwne akceptory i pierwsze produkty transglikozylacji (3).

Tabela 1

Produkty akceptorowe tworzone przez dekstranosacharaze Leuconostoc mesenteroides B-512F (wg 3 - za

zgoda)

Akceptor Pierwszy produkt akceptorowy
maltoza panoza*
izomaltoza izomaltotrioza*
nigeroza 6”-0-a-D-glukopiranozylonigeroza*
D-glukoza izomaltoza*
laktoza 27'7-0-a-D-glukopiranozylolaktoza
celobioza 2*-0-a-D-glukopiranozylocelobioza*
D-fruktoza leukroza (5-0-a-D-glukopiranozylo-D-fruktoza)
rafinoza 2/""A-0-a-D-glukopiranozylorafinoza
melibioza ** —
D-glucitol ** —
D-mannoza a-D-glukopiranozylo-p-D-mannopiranozyd
D-galaktoza a-D-glukopiranozylo-P-D-galaktofuranozyd
a,P-trehaloza P-izomaltozylo-a-D-glukopiranozyd

a-izomaltozylo-P-D-glukopiranozyd
P,P-trehaloza P-izomaltozylo-P-D-glukopiranozyd
a,a-trehaloza *** —
maltotrioza 67-0-a-D-glukopiranozylomaltotrioza*

6'-0-a-D-glukopiranozylomaltotrioza*

produkty akceptorowe dzialajac jako akceptory tworza serie homologicznych izomaltooligosacha-
rydow;

struktura produktu akceptorowego nie zostata okreslona;

produkt akceptorowy nie tworzy sie.

Istnieje mozliwos¢ regulacji kierunku przenoszenia reszt glukozylowych z sacha-
rozy, dzieki czemu synteze dekstranu i produktow akceptorowych mozna prowa-
dzi¢ w sposéb kontrolowany. Stwierdzono, ze na ilos¢ syntetyzowanego dekstranu
oraz na ilos¢ i r6znorodnos¢ tworzonych produktow akceptorowych wplywajg: sto-
sunek stezen akceptora do sacharozy, stezenie akceptora i sacharozy oraz stezenie
enzymu. Wedtug badan Su i Robyta (26), gdy stezenie sacharozy jest stale i stosunek
akceptora do sacharozy wzrasta, wowczas rosnie stezenie, ale maleje réznorodnosc¢

108 PRACE PRZEGLADOWE



Dekstranosacharaza Leuconostoc mesenteroides - mechanizm biosyntezy dekstranu i oligosacharydéw

produktow akceptorowych i spada ilos¢ syntetyzowanego dekstranu. Natomiast,
gdy stosunek akceptora do sacharozy jest staly (1:1) i stezenie ich wzrasta, obniza
sie ilos¢ produkowanego dekstranu, ale nie maleje ilos¢ i r6znorodnos¢ wytwarza-
nych produktéw akceptorowych. Na dystrybucje produktow reakcji wptywa réwniez
stezenie enzymu w mieszaninie reakcyjnej. Przy wzroscie ilosci enzymu zawarto$¢
syntetyzowanego dekstranu maleje, natomiast wzrasta ilo$¢ i r6znorodnos¢ produk-
tow akceptorowych.

Rodzaj tworzacych sie produktow akceptorowych zalezy réwniez od pochodze-
nia dekstranosacharazy. Niektére z nich, np. dekstranosacharaza z Leuconostoc me-
senteroides NRRL B-1299 obok a-l,6 tworzy znaczng liczbe wigzan a-l,2-glikozy-
dowych, obecnych réwniez w produktach akceptorowych otrzymywanych z udzia-
tem tego enzymu (27).

W ostatnich latach zainteresowanie oligosacharydami ro$nie ze wzgledu na pre-
biotyczne dziatanie wielu z nich. Do prebiotykéw zaliczane sg m.in. izomaltooligo-
sacharydy (IMOg). jedng z metod ich otrzymywania jest opisane dziatanie dekstrano-
sacharazy w roztworach sacharozy, w obecnosci cukrow akceptorowych (tab. 1).

Interesujgca alternatywg otrzymywania IMOg z sacharozy przy udziale dekstra-
nosacharazy jest prowadzenie procesu nie w obecnosci akceptoréw, ale enzymu hy-
drolizujgcego dekstran, tj. dekstranazy (EC 3.2.1.11). Dekstranosacharaza taczy
reszty glukozy wigzaniem a-l ,6-glikozydowym, dekstranaza za$ degradujac je uwal-
nia izomaltooligosacharydy, ktore mogg by¢ produktami koricowymi lub akceptora-
mi. W zaleznosci od warunkéw reakcji, np. stezenia sacharozy, mozna otrzymywac
rézny skltad produktéw reakcji: od przewagi gtukozy do wyzszych IMOg (28,29).

Izomaltooligosacharydy stanowiag réwniez kohncowe produkty reakcji hydrolizy
enzymatycznej dekstranu z udziatem dekstranazy (30).

W roztworach dekstranosacharazy z sacharozg i fruktozg jako akceptorem two-
rzy sie leukroza, w ktorej glukoza potaczona jest z fruktozg wigzaniem a-1,5
(tab. 1). Produktami ubocznymi reakcji tworzenia leukrozy sg izomattutoza i trehalu-
loza. Rodzaj tworzonego disacharydu zalezy od tautomerycznej formy przylaczanej
fruktozy. Boker i in. (31) sugeruja, ze leukroza tworzona jest z piranozowej formy
fruktozy, izomattutoza - tylko z furanozowej, za$ trehaluloza - z obu form. Fruk-
toza, bedaca gtéwnym produktem ubocznym przy syntezie dekstranu, dziatajgc jako
akceptor reszt glukozylowych obniza wydajnos¢ polimeru.

4. Podsumowanie

Dekstranosacharaza, ktérej funkcjg in vivo jest biosynteza dekstranu z sacharozy
w reakcji transglikozylacji, in vitro moze tez katalizowa¢ w obecnosci odpowiednich
akceptorow synteze dekstranu o niskiej masie czgsteczkowej z przedziatu wymaga-
nego dia preparatéw klinicznych oraz oligosacharydéw o r6znym stopniu polimery-
zacji. Znajomos$¢ mechanizmow tych reakcji daje mozliwos¢ ich sterowania. W pro-
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cesach sterowanej syntezy obok dekstranosacharazy mozna takze wykorzystywac
dekstranaze, ktéra dziatajgc w tej samej mieszaninie reakcyjnej degraduje tworzacy
sie tancuch potimeru z uwotnieniem produktéw o stopniu polimeryzacji zaleznym
od stezenia uzytego enzymu.
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