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1.Wstep

stale i ciggle rosnace zapotrzebowanie na wielocukry stymuluje poszuki-
wanie nowych zrédet ich otrzymywania. Polisacharydy pochodzenia drobno-
ustrojowego, takie jak pululan, kurdlan, skleroglukan czy ksantan posiadajg
wiele cech, ktorych nie majg sacharydy roslinne.

Wielorakie mozliwosci zastosowania tych zwigzkéw w réznych gateziach
przemystu powodujg dynamiczny rozwdj dziatu biotechnologii zajmujgcego
sie mikrobiologiczng biosynteza wielocukréw. Jednym z nich jest pululan
produkowany przez drozdze Pullularia pullulans. Z jego unikatowych wiasci-
wosci fizykochemicznych wynikajg liczne, mozliwe zastosowania.

Nazwe tego polimeru zaproponowali w 1959 r. Bender i wsp. (1) dla poza-
komérkowego polisacharydu wytwarzanego przez szeroko rozpowszechniony
drozdzopodobny grzyb Aureobasidium pullulans, ktory obecnie czesciej okre-
$la sie jako Pullularia pullulans. Poczgtkowo gatunek ten zaliczono do grzy-
boéw niedoskonatych {fungi imperfecti rodziny Moniliales), ostatnio jednak
przyjeto, ze grzyb ten nalezy do Ascomycetes rodziny Dothideales, mimo ze
jego forma doskonata nie jest dotagd znana (2).

Pullularia pullulans charakteryzuje sie duzym polimorfizmem. Zaleznie od
warunkéw i czasu wzrostu moze przyjmowac rdéznorodne postacie morfolo-
giczne, takie jak okrggte formy drozdzopodobne iyeast-like cells), wydtuzone
formy mycetlialne, czy tez chtamydospory i blastospory. Potoczng nazwe
»Czarne drozdze” grzyb ten zawdziecza produkcji ciemnych barwnikéw me-
laninowych. Pullularia pullulans jest najbardziej rozpowszechniony w strefie
umiarkowanej, gdzie wystepuje na powierzchni roslin i owocoéw, w glebie,
w wodach stodkich i stonych, sciekach, jak réwniez na zywych organizmach.
Drobnoustroj ten odpowiedzialny jest m.in. za patologiczne miekniecie tka-
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Rys. 1. Struktura pululanu, z ktérej wjmika obecno$é zaréwno dominujacych reszt malto-
triozowych jak i nielicznych reszt maltotetraozowych potaczonych wigzaniami (17°6)-a-D-glikozy-
dowymi.

nek roslinnych. Stwierdzono, ze niektore szczepy P. pullulans moga zasiedlac
skére i inne tkanki cztowieka, nie udowodniono jednak ich patogennosci (2).

Poza szczepami Pullularia pullulans, pululan produkowany jest réwniez
przez pokrewne gatunki P. fusca i P. fermentans (3).

2. Budowa chemiczna i wiasciwosci pululanu

Pululan (rys. 1) jest obojetnym poliglukanem zbudowanym z liniowych
tancuchéw, skladajacych sie z reszt D-glukopiranozy, potaczononych ze soba
rozmieszczonymi regularnie wigzaniami (I-"6)-a-D-glikozydowymi oraz
(1-44)-a-D-glikozydowymi. Po dwdéch kolejnych wigzaniach a-(1—>4) nastepuje
wigzanie a-(176) i ta sekwencja powtarza sie wielokrotnie. Innymi stowy
strukture pululanu mozna okresli¢ jako potaczone wigzaniami (1°6)-a-D-
glikozydowymi jednostki maltotriozowe. W przeprowadzonych bardziej szcze-
gétowo badaniach wykazano, ze sg one czasem zastepowane resztami mal-
totetraozy, przez co zostaje zaburzona regularnos¢ struktury pululanu. Za-
wartos¢ fragmentdéw maltotetraozowych moze siega¢ nawet 5-7% (4,5).
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Molekularna struktura pululanu zostata szczegétowo przedyskutowana
w pracy Catleya (6).

Wysuszony pululan jest bezbarwnym proszkiem bez smaku i zapachu.
W normalnych warunkach atmosferycznych nie wykazuje higroskopijnosci.
Polisacharyd ten dobrze rozpuszcza sie w wodzie tworzac lepkie, obojetne
roztwory trwale nawet przy wysokich stezeniach soti (7). Wodne roztwory
pululanu, podobnie jak roztwory dekstranu, moga tworzy¢ dwufazowe uktady
z glikolem polietylenowym (PEG) (8). Stwierdzono, ze wodne roztwory pulu-
lanu wykazujg nienewtonowskie wiasciwosci reologiczne, przy wyzszych ste-
zeniach roztworu obserwuje sie nawet jego pseudoplastycznosé (9).

Odparowujac wode z roztworéw putulanu mozna otrzymac¢ btony o do-
brych wiasciwosciach mechanicznych, odporne na oleje mineralne i tluszcze.
Btony takie cechuja sie dobrg przepuszczatnoscia tlenu. Stosujgc odparowa-
nie termiczne roztworu pululanu pod zwigkszonym cisnieniem uzyskuje sie
bardzo cienkie folie polimeru o grubosci rzedu nawet 10 pm. Z roztworu
putulanu mozna takze otrzymywaé widkna polisacharydu charakteryzujgce
sie dobrymi wilasciwosciami mechanicznymi.

Sproszkowany pululan potaczony z niewielka iloscig wody moze by¢ wy-
ttaczany, dajac materiat przypominajacy syntetyczne polimery. W ten sposéb
mozna na przykiad otrzyma¢ produkt przypominajacy polistyren swag twar-
doscia i wytrzymatoscig na rozcigganie, jednakze charakteryzujacy sie wie-
ksza elastycznoscia (3,10).

Pululan nie rozpuszcza sie w rozpuszczalnikach organicznych, w tym
w metanolu i acetonie. Rozpuszczalniki te sg zatem czesto stosowane do
wytracania polisacharydu z roztworéw wodnych. Roztwory pululanu skrecajg
ptaszczyzne Swiatta spolaryzowanego w prawo ([a] = +180° do 190°). Widmo
IR wykazuje silng absorpcje przy 750 cm ~ charakterystycznag dla reszt
a-D-glukopiranozylowych. Absorpcja przy 755 i 955 cm'* wynika z obecnosci
wigzan (1™)-a-D i (176)-a-D-glikozydowych (11,12). Widma i NMR
pululanu zostaty szczeg6towo opisane i zinterpretowane przez Amosti i Re-
peta (13).

Masa czasteczkowa pululanu zalezy zaréwno od indywidualnych cech
szczepu produkujgcego polisacharyd, jak i od warunkéw oraz czasu biosyn-
tezy (14). Waha sie ona w granicach 1,5 10" do 8,1 107, co odpowiada od
okoto 100 do 5000 jednostek glukopiranozy (3).

Stwierdzono, ze pululan jest odporny na dziatanie zasad oraz stabych
kwasow. Silne kwasy hydrolizujg polisacharyd rozrywajgc wigzania glikozy-
dowe. Koncowym produktem takiej reakcji jest glukoza. Pululan moze by¢
tez hydrolizowany enzymatycznie. Enzymem specyficznie dziatajacym na po-
lisacharyd jest pululanaza — pozakomdérkowy enzym wytwarzany przez
szczepy Aerobacter aerogenes [Klebsiella aerogenes), Streptomyces Jlavochro-
mogenes. Bacillus sp. i inne (15,16). Enzym ten hydrolizuje wylgcznie wig-
zania (1—6)-a-D-gtikozydowe, dajac jako ostateczny produkt maltotrioze oraz
niewielka ilos¢ matotetraozy. Inny enzym okreslany mianem izoputulanazy
tub (I->4)-a-D-pululanazy, produkowany m.in. przez Aspergillus niger
(17,18), hydrolizuje wyiacznie wig™ania (1°4)-a-D-glikozydowe taczace w pu-
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lulanie te reszte glukozy, ktéra w pozycji C-6 taczy sie wigzaniem (1°6)-a-
D-glikozydowym z reszta glukozy w kolejnej maltotriozie. Kohcowym produ-
ktem hydrolizy pululanu przez ten enzym jest izopanoza, a takze niewielkie
ilosci 6-a-maltotriozyloglukozy (4). Enzym neopululanaza rozrywa w pulula-
nie drugie z obecnych w reszcie maltotriozowej wigzan (1°4)-a-D-glikozydo-
wych (lagczace te reszte glukozy, ktéra w pozycji C-1 Hgczy sie wigzaniem
(1—6)-a-D-glikozydowym z inng jednostka maltotriozy) (19). Korficowym pro-
duktem hydrolizy pululanu z udziatem tego enzymu jest panoza. Mechanizm
degradacji pululanu przez wiele bakterii obecnych w glebie i wodzie nie jest
szczegbtowo poznany (15,16).

Pululan ulega wielu reakcjom chemicznym typowym dla polisacharyddw.
Wolne grupy hydroksylowe moga by¢ czesciowo lub catkowicie zestryfikowane
badz zeteryfikowane. Takie przeksztatcenia chemiczne modyfikuja wiasciwo-
$ci fizyczne pululanu, na przyktad zmniejszajg lub catkowicie znoszg rozpu-
szczalno$¢ polisacharydu w wodzie (3,10). Uwodornienie pululanu zwigksza
jego odpornos$¢ na wysokg temperature. Pululan cyjanoetylowany oprécz ter-
moodpornosci charakteryzuje sie takze wysoka stalg dielektryczng (20).

Pululan, jak inne polisacharydy, jest materiatem palnym. Jego ciepto spa-
lania wynosi okoto 16,7 kJ/g (4 kcal/g) (3). Utlenienie cze$ci grup hydro-
ksymetylowych pululanu rozpuszczonego w wodzie do grup karboksylowych
prowadzi do usieciowania czgsteczek i utworzenia jonowego hydrozelu (21,22).

Proporcje wigzan (176)-a-D i (1"4)-a-D-glikozydowych w polimerze moz-
na okre$li¢c w oparciu na reakcji utleniania pululanu nadjodanami, ozna-
czajac ilos¢ zuzytego nadjodanu i otrzymanego kwasu (23). Proporcje te moz-
na rowniez okresli¢ analizujgc produkt permetylowmia pululanu (24).

W badaniach serologicznych stwierdzono, ze pululan moze wywotywaé
odpowiedZz immunologiczng. Wykazano, ze chociaz serologicznie pululan i de-
kstran rdznig sie, to ludzka surowica antydekstranowa zawiera pewng ilos¢
przeciwciat reagujgcych réwniez z pululanem (7,25).

3. Produkcja pululanu

Pululan moze by otrzymywany zaréwno w skali laboratoryjnej, jak i prze-
mystowej na drodze fermentacji z zastosowaniem szczepow Pullularia pullu-
lans. Zrédtem wegla w podtozach hodowlanych sg najczesciej weglowodany.
Opisano otrzymywanie pululanu z D-glukozy, sacharozy, D-fruktozy, malto-
zy, D-ksylozy, laktozy, D-galaktozy, D-arabinozy, L-ramnozy i rafinozy, a tak-
ze ze zhydrolizowanego torfu (26,27). Stwierdzono, ze najwyzszg efektywnos¢
przeksztatcania zrodta wegla w pululan uzyskuje sie stosujgc sacharoze
0 stezeniu do 70%. Waznymi skladnikami pozywki sg sole mineralne — naj-
czesciej K2HPO4, KH2PO4, (NH4)2S04, NaNOs, MgS04, NaCl, KCI, FeS04,
FeCla. Zwykle stosuje sie takze dodatek ekstraktu drozdzowego oraz tiaminy
(7,24).

Optymalng temperaturg dla bios}nitezy polisacharydu jest 25-28°C. Dla
uzyskania wysokiej wydajnosci tego procesu wazne jest takze odpowiednie
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pH pozywki, zwykle zawierajgce sie w zakresie 4,5-7,5. Biosynteza pululanu
zachodzi w warunkach tlenowych, zatem podioze fermentacyjne wymaga sil-
nego napowietrzania i wydajnego mieszania (8,28,29). Maksymalne wydaj-
nosci polimeru uzyskuje sie najczesciej po 48-120 godzinach hodowli, w za-
leznosci od uzytego szczepu i warunkéw prowadzenia procesu.

Biosynteze pululanu mozna prowadzi¢ trzema zasadniczymi metodami:
wsadowag, wsadowa z dozywianiem oraz metoda ciggla. Pierwsza z wymie-
nionych metod jest najprostsza, polega bowiem na jednorazowym wprowa-
dzeniu do fermentora pozywki zawierajgcej komplet sktadnikdw odzywczych.
Druga, wymaga uzupetniania sktadnikow odzywczych w miare zuzywania ich
przez drobnoustréj: dotyczy to w szczegélnosci Zrédia wegla. Prowadzony
w ten sposOb proces pozwala uzyska¢ wieksza wydajnos¢ biosyntezy (wyra-
zang w g pululanu z 1 dem” pozywki), cho¢ nie zawsze towarzyszy jej wieksza
efektywnos$¢ procesu (wyrazana zwykle w % masy zrédia wegta przeksztat-
conego w polisacharyd). Trzecia metoda produkcji pululanu polega na cia-
glym odbieraniu czesci ptynu hodowlanego i jednoczesnym uzupetnianiu fer-
mentora $Swiezg pozywka. Ta ostatnia metoda jest najbardziej perspektywicz-
na dia proceséw prowadzonych w skali przemystowej.

Poréwnujac wydajnos¢ biosyntezy putulanu w pozywkach z réznymi we-
glowodanami Badr-Eldin i wsp. (30) stwierdzili, ze najlepszym Zrodtem wegta
jest sacharoza przed fruktoza i mattoza, natomiast najtepszym Zrodiem azotu
jest octan amonu, przed siarczanem i cytrynianem amonu. Autorzy ci wy-
kazali, ze wysoki stosunek zawartosci pierwiastkéw C/N w podtozu jest ko-
rzystny dla produkcji polisacharydu, poniewaz mata zawartos¢ azotu ogra-
nicza tworzenie biomasy, a duza zawarto$¢ wegla umozliwia efektywne prze-
tworzenie go na pululan.

Jednym z probleméw biosyntezy pululanu jest otrzymanie go w postaci
nie zanieczyszczonej melaninami. Problem ten prébowano rozwigzaé otrzy-
mujac mutanty P. pallulans nie syntetyzujace tych zwigzkéw lub produkujace
je w wyraznie nizszej ilosci, lub w p6zniejszym stadium rozwoju grzyba (31).
Innym rozwigzaniem moze by¢ zaproponowane przez Shabtai i Mukmeneva
(32) zatrz)miywanie przemian morfologicznych komorek szczepu P. pallulans,
nie dopuszczajgce do wytworzenia sie silnie zabarwionych chlamydospor.
Autorzy twierdzg, ze uzyskiwali zamierzony efekt prowadzac biosynteze pu-
lulanu w dwoch etapach. W pierwszym stadium uzyto jako zrédto wegla olej
sojowy, zas zrodtem azotu byt kwas glutaminowy. W tych warunkach na-
stepowato namnazanie sie szczepu w forrnie komorek drozdZzopodobnych.
Gdy drobnoustréj zuzyt niematze w catosci podstawowe skiadniki podioza,
do ukladu wprowadzano sacharoze. Przy deficycie zrédia azotu, dodawany
w drugim etapie cukier byt wykorzystywany gtdwnie do produkcji pulutanu
wotnego od barwnikéw melaninowych, bowiem w takich warunkach naste-
powato zahamowanie rozwoju form produkujacych pigment, czyli ciemno-
barwigcych sie chlamydospor.

Dufresne i wsp. (33) badali wptyw cisnienia na biosynteze pululanu.
Stwierdzili, ze zwiekszenie tego parametru od 0,5 do 0,75 MPa powodowato
wzrost wydajnosci produkcji zaréwno polisacharydu, jak i biomasy. Przy dal-
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szym zwiekszaniu cisnienia nastepowato jednak obnizenie ilosSci polimeru
i biomasy grzyba, a takze zmiana form morfologicznych komorek szczepu.
Autorzy ttumacza ten efekt dwojakim dziataniem podwyzszonego cisnienia.
Wraz z jego wzrostem zwigksza sie rozpuszczalno$¢ tlenu w pozywce, co jest
zjawiskiem korzystnym dla drobnoustroju, jednakze zbyt wysokie cisnienie
oddziatuje negatywne na wiele proceséw zyciowych komoérki, co daje efekt
inhibicyjny.

4. Mechanizm biosyntezy pululanu

Mechanizm biosyntezy pululanu nie jest w petni poznany. Stwierdzono
m.in., ze polisacharyd tylko wowczas powstaje, gdy roztwor sacharozy inku-
buje sie z zawiesing komérkowg lub z enzymami uzyskanymi z homogenatu
komdrkowego. Efektu takiego nie obserwowano podczas inkubacji sacharozy
z filtratem cieczy hodowlanej (34). Obecnie przyjmuje sie, ze biosynteza pu-
lulanu zachodzi wedlug schematu przedstawionego na rysunku 2 (35). Wia-
domo, ze glukoza zostaje najpierw przeksztatcona w kilku typowych re-
akcjach do UDPG, natomiast dalsze etapy biosyntezy nie sg do konca spre-
cyzowane.

W badaniach przeprowadzonych z uzyciem protoplastow P. pullulans wy-
kazano, ze polimeryzacja UDPG do pululanu zachodzi prawdopodobnie w pe-
riplazmie (36), czyli zewnetrznej czesci btony komorkowej. Oznacza to, ze
nie pululan, a prawdopodobnie jego prekursor, czyli UDPG jest transporto-
wany z cytoplazmy przez btone komdrkowa. Nie mozna jednak zupetnie wy-
kluczy¢ hipotezy, ze polisacharyd jest wytwarzany wewnatrz komorki i wy-
dzielany na jej powierzchnie w procesie egzocytozy (35).

Przyjmuje sie, ze UDPG reaguje z hydrofobowa czasteczka, bedaca pra-
wdopodobnie ufosfoiylowanym lipidem lub pirofosforanem lipidowo-cukro-
wym. W wyniku tej reakcji powstaje pirofosforan lipidowo-glukozowy. tan-
cuch polisacharydowy takiej pochodnej w wyniku reakcji z kolejnymi cza-
steczkami UDPG ulega stopniowemu wydtuzaniu, a w koncu powstaje piro-
fosforan lipidu zwigzany z pululanem jako resztg cukrowg. Uwaza sie, ze
hydrofobowe czasteczki, spetniajgce prawdopodobnie role przenosnikéw pu-
lulanu przez membrane komérkowa majg taricuchy lipidowe o strukturze
izoprenoidowej (rys. 2).

5. Zastosowanie pululanu

Wiasciwosci pululanu sprawity, ze znalazt on réznorodne zastosowania.
Dzieki mozliwosci tworzenia cienkich bton, ktore nie przepuszczajg tlenu, sg
nietoksyczne, bez zapachu i smaku, pululan znajduje zastosowanie do pa-
kowania lub pokrywania zywnosci (3,10,37). Ze wzgledu na odpornos¢ tego
polisacharydu na enzymy trawienne cztowieka, moze by¢ bezposrednio do-
dawany do zywnosci niskokalorycznej jako skiadnik zastepujacy skrobie. Do
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Rys. 2. Schemat biosyntezy pululanu i jego transportu przez membrane komoérkowa.

Zywnosci stosowany jest takze dodatek pululanu modyfikowanego chemicznie
poprzez kowalencyjne przytaczenie do tancuchow polisacharydu réznych po-
trzebnych organizmowi zwigzkéw chemicznych, np. tiaminy (38). W wyniku
hydrolizy pululanu przy uzyciu neopululanazy (39), mozna otrzymac nisko-
kaloryczny sSrodek stodzacy, zawierajagcy gtéwnie panoze.

Pululan znalazt takze zastosowanie w przemyste farmaceutycznym jako
materiat stuzacy do pokrywania i kapsutkowania lekéw. Stwierdzono, ze
w wielu przypadkach zastosowanie tego polisacharydu do takich celéw jest
korzystniejsze poniewaz nie wykazuje on wiasciwosci alergizujacych.

Pululan moze by¢ uzyty do otrzymywania ptynéw zastepujacych plazme
kr*wi. Do tych celéw stosuje sie wolny od pyrogendéw pululan o masie cza-
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steczkowej z zakresu 30-90 kDa, ktory rozpuszcza sie do stezenia 4-10%
w fizjologicznym roztworze chlorku sodu. Wykazano, ze zastosowany w takiej
formie polisacharyd jest po pewnym czasie metabolizowany i catkowicie usu-
wany z organizmu (krwiobiegu) (7,40).

Pululan moze by¢ tez stosowany jako nosnik antygendw i wiruséw w pro-
dukcji przeciwciat (41) i szczepionek przeciwwirusowych (42).

Zmniejszenie hydrofilowego charakteru czasteczki pululanu i uzyskanie
wiasciwosci hydrofobowych (hydrofobizacja) mozna osiggnaé, np. poprzez ko-
walencyjne potaczenie go z cholesterolem. Takie pochodne zostaty wykorzy-
stane jako przenosniki lekéw do okreslonych tkanek lub nawet komorek
(43). Jako czynniki kierujgce lek moga by¢ uzywane zaréwno hydrozelowe
czastki polisacharydu, jak i liposomy pokryte pululanem, a czasem nawet
emulsje typu olej w wodzie, stabilizowane hydrofobizowanym polisachary-
dem. Ten ostatni sposéb kierowania leku do zmienionych patologicznie tka-
nek uzyto w przypadku kwasu a-linolenowego, stosowanego jako lek prze-
ciwnowotworowy (44). W badaniach na zwierzetach wykazano, ze liposomy
pokryte ,,cholesterolopululanem” okazaty sie skuteczne w dostarczaniu do
guzéw mozgu leku przeciwnowotworowego bedacego zwigzkiem platyny (45).
Stwierdzono takze, ze przylgczenie dodatkowo do hydrofobizowanego pulu-
lanu specyficznych przeciwciat, zwieksza wielokrotnie skuteczno$¢ transpo-
rtu leku do chorej tkanki (46). Transport interferonu do watroby, jak sie
okazato, byt takze skuteczniejszy po przytaczeniu tego zwiazku do pululanu
4.
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