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1. Wstep

urdlan jest nazwg nadang przez Harade i wsp. (1) klasie zewnatrzkomor-

kowych mikrobiologicznych polimeréw o charakterze glukandéw, w ktérych

kolejne reszty D-glukopiranozy potaczone sg wigzaniami (3-(I — 3)-0-glikozy-
dowymi. Unikatowg cecha kurdlanu jest zdolnos¢ tworzenia zeli przez wodne
zawiesiny polisacharydu pod wpltywem podwyzszonej temperatury, ktore przy
dalszym podgrzaniu nie przechodzg w stan ciekty, tj. nie topig sie (2,3). Pre-
kursorem w badaniach nad budowg i wiasciwosciami kurdlanu byt wspo-
mniany juz Tokuya Harada z Uniwersytetu w Osace. W potowie 1981 r. na
rynku pojawity sie pierwsze handlowe preparaty tego polisacharydu z plano-
wanym ich wykorzystaniem jako dodatkéw w produktach spozywczych.

2. Biosynteza kurdlanu

Oryginalny szczep bakteryjny wytwarzajacy kurdlan zostat wyizolowany
przez Harade i wsp. (4-7) podczas skriningu bakterii glebowych degraduja-
cych rézne frakcje substancji ropopochodnych. Bakterie te, zdolne do wzro-
stu w poditozu zawierajgcym 10% glikol etylenowy w charakterze Zrédta we-
gla, sklasyfikowano jako Alcaligenes faecalis var. Myxogenes. W toku wste-
pnych badan okazato sig, ze wyizolowany przez Harade i wsp. szczep pro-
dukowat dwa typy polisacharydéw: nierozpuszczalny w wodzie, obojetny ho-
moglukan, nazwany kurdlanem i rozpuszczalny w wodzie kwasny heteroglu-
kan, zawierajagcy w swym skiadzie okoto 10% kwasu sukcynowego, nazwany
sukcynoglukanem (4,6). Obydwa polimery mozna rozr6zni¢ na podstawie
zdolnosci tworzenia komplekséw z rozpuszczalnym w wodzie niebieskim
barwnikiem — biekitem anilinowym [aniline blue); tylko kurdlan tworzy



Kurdlan — struktura, wiasciwosci, wykorzystanie 17

Alcaligenes faecalis var, myxognes

Szczep 10C3 produkujgcy sukcynoglukan i kurdlan
izolowany z gleby na podiozu zawierajagcym
10% glikol etylenowy Jako Zrddio wegla

Mutagenizacja

Mutanty 11 i 60 Mutant 22
produkuja tylko kurdlan, produkuje gtéwnie
lecz w niewielkiej ilosci sukcynoglukan

Mutant 10C3K
produkuje kurdlan w duzej ilosci

Spontaniczna mutacja

Mutant 10C3K-U
wydajnos¢ kurdlanu odpowiednia
dla przemystowej biosyntezy

Rys. 1 Doskonalenie szczepu Alcaligenes faecalis var. myxogenes 10C3 na drodze mutage-
nizacji (schemat) (11).

Z tym zwigzkiem stabilne, barwne kompleksy (8). Natezenie zabarwienia ta-
kich komplekséw zalezy od stezenia polimeru i jego stopnia polimeryzacji
(DP). Adsorbcje btekitu anilinowego przez kurdlan wykorzystano jako prosta
metode do selekcji drobnoustrojow produkujacych ten polisacharyd.

Szczep Alcaligenes faecalis 10C3, wyizolowany z gleby przez Harade i wsp.
(4-7) zostat ulepszony na drodze kilkustopniowej mutagenizacji (rys. 1), dzieki
ktérej uzyskano mutant nie wytwarzajacy sukcynoglukanu, natomiast syntety-
zujacy kurdlan z wydajnoscig odpowiednia dla produkcji w skali przemystowej.

Obecnie wiadomo, ze kurdlan syntetyzujg nie tylko szczepy Alcaligenes
faecalis. Taka zdolnoscig odznaczaja sie tez niektére bakterie rodzaju Agro-
bacteriam.

Metaboliczne szlaki biosyntezy kurdlanu nie sg catkowicie poznane, choé
przyjmuje sie, ze podobnie jak w przypadku biosyntezy cetulozy przez Ace-
tobacter xylinum, gtéwng drogg wytwarzania kurdlanu przez Alcaligenes fae-
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calis i Agrobacterium jest bezposrednia synteza polisacharydu z glukozy,
pochodzacej z podtoza hodowlanego, via UDPG (9). Potwierdzajg to wyniki
spektroskopowych badan kurdlanu NMR), syntetyzowanego przez Alca-
ligenes faecalis i Agrobacterium w podtozach z D-glukozg znakowang

w roznych pozycjach (C-1, C-6 lub C-2), ktére wykazaly, ze reszty glukozy
w polisacharydzie sg kazdorazowo znakowane gtéwnie w tej pozycji, co wyj-
sciowy monosachaiyd (odpowiednio w 93, 89 i 67%). Pozostata cze$¢ zna-
kowanego wegla Kai i wsp. (9) znajdowali w innych pozycjach reszt glukozy
kurdlanu anizeli w wyjsciowych substratach, tj.:

— w C-3 (5%) dla kurdlanu syntetyzowanego z D-(I-"C) Gic;

— w C-1 (8%) przy syntezie polisacharydu na D-(6-"C) Gic;

— w C-1 (21%) i C-3 (12%), gdy zrodtem wegla byta D-(2-"C) Gic.

Na podstawie tych obserwacji zasugerowano mozliwos¢ biosyntezy kur-
dlanu nie tylko z bezposrednio pobranej z podtoza glukozy, lecz takze z glu-
kozy resyntetyzowanej z intermediatoéw glikolizy, cyklu pentozowego i szlaku
Entnera-Doudoroffa. Autorzy badan wskazuja, ze jest mozliwe przesuniecie
MC z pozycji 1 do 3 w fosfodihydroksyacetonie, chociaz nie opisano dotad
enzymu katalizujgcego te rearanzacje. Odwrotne przesuniecie miatoby towa-
rzyszy¢ izomeryzacji aldehydu 3-fosfo-D-(3-"C)-glicerynowego do I-fosfo-(I-
-"MC)-dihydroksyacetonu w szlaku Embdena-Meyerhoffa. Przesuniecie zna-
kowanego wegla z pozycji 2 na 1 w resztach glukozy kurdlanu, syntetyzowa-
nego przy wzroscie drobnoustrojow na D-(2-**C)-Glc $wdadczy o mozliwosci
resyntezy glukozy z fruktozo-6-fosforanu, pochodzacego z reakcji transaldo-
lacji ksylulozo-5-fosforanu z erytrozo-4-fosforanem w cyklu pentozowym, na-
tomiast transaldolacja sedoheptulozo-7-fosforanu z aldehydem 3-fosfoglice-
rynowym mogtaby ttumaczy¢ przesuniecie "C z pozycji 2 w wyjsciowej glu-
kozie podtoza w pozycje 1 i 3 reszt glukozy kurdlanu (rys. 2).

Nie ma watpliwosci, ze biosynteza kurdlanu z glukozy resyntetyzowanej
w réznych szlakach metabolizmu weglowodanéw stanowi zawsze poboczng
droge produkcji tego polisacharydu, jednakze jej ilosciowa relacja wzgledem
drogi gtdéwnej (bezposrednia s}niteza kurdlanu z glukozy podtoza) moze sie
zmienia¢ w zaleznosci od warunkéw hodowli drobnoustroju. Badania Kai
i wsp. (9) wykazaly duza zachowawczos$¢ 4, 5 i 6 wegla szkieletu glukozy
podczas przemian metabolicznych w szczepach Agrobacterium, syntetyzuja-
cych kurdlan przy wzroscie na tym monosacharydzie, jako zZrodle wegla.

Przyjmuje sig, ze w biosyntezie taricucha glukanowego kurdlanu istotna
role odgrywa dolichol, wielonienasycony lipid, bedacy fosforanowym estrem
alkoholu poliizoprenoidowego (10). Podobnie jak w posttranslacyjnych gliko-
zylacjach biatek, czy w biosyntezie niektérych sktadnikéw bakteryjnych Scian
komérkowych (kwasy tejchojowe, lipopolisacharydy, peptydoglikan), stanowi
on akceptor kolejnych reszt cukrowych, w tym przypadku glukopiranozo-
wych, przenoszonych z UDPG (rys. 3). Zapoczatkowanie biosyntezy kurdlanu
wymaga zuzycia trzech czasteczek ATP, natomiast przylgczenie kazdej kolej-
nej reszty glukozy do rosngcego tancucha jest zwigzane z hydrolizg 2 ATP.
Poniewaz, jak wspomniano, biosynteza niektorych skiadnikéw $Scian komor-
kowych bakterii produkujacych kurdlan zachodzi réwniez z udziatem doli-
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3 D-(2- X)-Gle (1)

| etap cyklu pentozowego
( fosforylacja, utlenianie, dekarboksylacja)

3 D-(I-X)-Rub-5-P

D-(I-X)-Xul-5-P D-(- C)-Rib-5-P D-(I-'*C)-Xul-5-P
Aldehyd D-(1,3-2 'X) Sed-7-
3-P-glicerynowy
D-(1,3-2'*C)-Fru-6-P D-erytrozo-4-P

D-(I-X)-Glc-6-P (I1)
D-(1,3-2 'X)-Glc-6-P (111

Rys. 2. Reakcje cyklu pentozowego prowadzace do przesunigcia z pozycji 2 (I) do pozycji
1 () oraz 1 i3 (Il); 1 — epimeraza ksylulozo-5-P, 2 — izomeraza rybozo-5-P, 3 — transke-
tolaza, 4 — transaldolaza, 5 — fosfoglukoizomeraza.

cholu, mozna by sie spodziewac¢ duzej konkurencji obu szlakéw o pule tego
lipidu. Faktycznie wspo6tzawodnictwo o dolichol ma niewielkie znaczenie, po-
niewaz maksymalna produkcja kurdlanu — przeciwnie niz innych mikro-
biologicznych zewnatrzkomérkowych polisacharydéw — nastepuje w fazie
stacjonarnej, po zastopowaniu wzrostu drobnoustroju, spowodowanego prze-

biotechnologia 3 (38) 97



20 Marianna Turkiewicz, Wojciech Czub

Inicjacja biosyntezy

Gic
ADP Elongacja tancucha
' ATP Gic
Gic - © — ATP
kwaséw tejchojowych
UDPGIc
UDP

Rys. 3. Szlak biosyntezy kurdlanu (wg Sutherlanda (10), zmodyfikowany). Doi — ©: dolichol
(fosforan alkoholu poliizoprenoidowego):

o}
CH3-C=CH-CH2(CH2-C=CH-CH2)n-CH2-C=CH-CH2-0-P-0©
CH3 CH3 CH3 00

n = 15-19; EPS — lipopolisacharyd; UDPGIc (UDPG) — urydynodifosfoglukoza

de wszystkim wyczerpaniem sie zrodta azotu (11). Inng rolg dolicholu jest
prawdopodobnie udziat w sekrecji kurdlanu z komorki bakteryjne;j.

Fizjologiczna rola kurdlanu nie zostata w literaturze jasno sformutowana.
Mozna przbpuszczac, ze petni on funkcje ochronng przed szkodliwymi zwiaz-
kami znajdujacymi sie we frakcjach ropy naftowej. Moze tez stanowic¢ rezerwe
pokarmowa w razie niedoboru innych Zrédet wegla (9).
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Podtoze po fermentacji
Doda¢ identyczng objetos¢ IN NaOH
Miesza¢ 15 min w temp. pokojowej
Wirowaé przy 10 000*g przez 10 min
Biomasa Supernatant

Zneutralizowa¢ do pH=7
za pomocg 4N HCI
Wirowaé przy 10 000*g przez 10 min

Supernatant Osad kurdfanu
Przemy¢ 3 razy woda destylowang
Wysuszy¢

Rys. 4. Schemat procedury izolacji kurdtanu.

3. Struktura kurdtanu

Ustalenie struktury chemicznej i molekularnej kurdtanu wymagato opra-
cowania procedury otrzymywania go w postaci homogennej. Autorami naj-
czesciej stosowanej, prostej metodyki separacji tego polisacharydu z cieczy
po hodowli Alcaligenes Jaecalis sa Nakanishi i wsp. (12). Opiera sie ona na
zmianie konformacji czasteczki kurdtanu, ktéra zachodzi, gdy polisacharyd
znajduje sie w $rodowisku bardziej zasadowym niz 0,2 N NaOH (13). Jest
on woéweczas rozpuszczalny i mozna w prosty sposéb oddzieli¢ go od biomasy.
Po neutralizacji roztworu kurdlan wytraca sie i z fatwoscia daje sie odwiro-
wac. Wilgotny preparat nalezy przemy¢é woda w celu oczyszczenia go z soli
i wysuszy¢ (lys. 4).

Juz we wczesnych badaniach Harada i wsp. (1) wykazali, ze kurdlan jest
homopolimerem D-glukozy potaczonej wigzaniami (3-(13)-0-glikozydowy-
mi. Przed jego odkryciem P-(I ©™ 3)-glukany byly znane przede wszystkim
jako sktadniki strukturalne s$cian komérkowych grzybéw i roslin wyzszych.
Istnieje wérdd nich wiele roznych wariantow struktur molekularnych. Roz-
puszczalnosé (3-(I ™ 3)-glukandéw zalezy gtdéwnie od stopnia polimeryzacji ich
tancuchéw. Poréwnujac (1-(1 — 3)-glukany o roznej budowie, np. kurdlan
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i pachyman z Poria cosos (13) mozna zauwazy¢, ze chociaz obydwa sg nie-
rozpuszczalne w wodzie, a rozpuszczalne w alkaliach, to pachyman formuje
mniej elastyczne i mniej wytrzymate zele w poréwnaniu z zelami kurdlano-
wymi. Nie $wiadczy to jednak o jego mniejszym stopniu polimeryzacji, lecz
wynika z istnienia w czasteczce réznych wigzan pomiedzy resztami glukozy
(14), zaktocajacych liniowos¢ tancucha pachymanu, a przez to zmniejszaja-
cych jego zdolnos¢ do tworzenia zeli.

Czasteczki glukanow izolowane z komérek drozdzy, mimo ze zawieraja
wigzania (3-(I ”™ 3) nie sg rozpuszczalne w wodzie i alkaliach oraz nie maja
wiasciwosci termozetujgcych (14). Wynika to z rozgalezionej ich budowy;
w takiej czasteczce liczne tancuchy 3-(1  3)-glukanowe sa przytgczone wia-
zaniami p-(I -> 6) do gtdwnego tancucha p-(I ™ 3), stanowigcego trzon poli-
sacharydu, dzieki czemu moga sie tworzy¢ wigzania wodorowe, stabilizujace
calg stmkture.

Analiza chemiczna przeprowadzona przez Satio i wsp. (14) wykazata, ze
DP r6znych preparatow kurdlanu, otrzymanych podczas hodowli Alcaligenes
faecalis waha sie w granicach 135-455 i zalezy od warunkéw, w jakich
prowadzi sie biosynteze.

Ogawa i wsp. (15) podaja, ze wielkos¢ optycznej rotacji wihasciwej przy
439 nm preparatow kurdlanu w 0,2 N NaOH zmienia sie wraz ze stopniem
polimeryzacji w granicach od 25-200, natomiast gdy DP > 200 wartos¢ rotacji
wilasciwej jest maksymalna i stata. Poniewaz jako$¢ tworzonego na drodze
termicznej zelu kurdlanowego zalezy od DP jego czasteczek, pomiar optycznej
rotacji wiasciwej stanowi prosta metode okreslania przydatnosci wyjsciowego
substratu do otrzymania zelu o oczekiwanej charakterystyce.

W alkalicznych roztworach NaOH (> 0,2N) kurdlan jest catkowicie rozpu-
szczalny i wystepuje gtéwnie w postaci czasteczek o konformacji przypadko-
wego zwoju (16). Przy neutralizacji takiego roztworu, jeszcze przed ogrzaniem
polimer zaczyna przechodzi¢ w stan uporzadkowany, tj. jego czasteczki zwi-
jaja sie helikalnie i wystepuja badz w postaci pojedynczych, badz potréjnych
taricuchéw, w ktérych na jeden zwoj helisy prz}~ada siedem reszt glukozo-
wych (rys. 5) (17).

Ogrzanie zawiesiny kurdlanu powyzej 90°C, a nastepnie powolne jej schto-
dzenie powoduje czesSciowg utrate wody i powstanie nowej, Scislejszej stru-
ktury potréjnej helisy, w ktérej ditugos¢ pojedynczego zwoju zmniejsza sie
z 22,6A do 18, A (18), a $rednica wynosi 15.56A (19). Taka struktura utwo-
rzona jest z symetrycznie zwinietych i przesunietych w fazie trzech tancu-
chéow P-(I  3)-glukanowych. Usuniecie z niej wody, np. przez suszenie pod
zmniejszonych cisnieniem, powoduje jeszcze bardziej Sciste upakowanie tan-
cuchoéw i zarazem zmniejszenie sie ditugosci jednego zwoju helisy do 5,?A.
Fulton i Atkins (20) sugeruja, ze potréjne helisy tworza pomiedzy soba sieé
wictzan wodorowych. Struktury molekularne kurdlanu (i*"s. 5) zostaty opra-
cowane na podstawie wynikéw analiz rentgenograficznych i badan spektro-
skopowych polisacharydu w zakresie podczerwieni.

W ostatnio przeprowadzonych badaniach Cheeseman i Brown (21) przy
uzyciu spolaryzowanej mikroskopii $wietlnej oraz nisko i wysoko rozdzielczej
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O$ helisy
3)
Zel kurdlanowy przed ogrzaniem
Ogrzewanie
> 90'C
Powolne
ochtodzenie Potréjna
_ helisa
22,6 A 18,1 A
b) ¢)

Rys. 5. Kurdlan: a) model helikalnej struktury molekuty kurdlanu; b) i ¢) zmiany w konfor-
macji czasteczki pod wpltywem ogrzewania i suszenia.

transmisyjnej mikroskopii elektronowej, sugeruja, ze kurdlan jest wytwarza-
ny przez drobnoustroje w formie granul o strukturze mikroskopowej zblizonej
do struktury granul skrobi, W granulach tych taricuch polisacharydu nie
cechuje tak wysoce uporzadkowana struktura, jak w zelach kurdlanu otrzy-
mywanych in vitro, bowiem mikrofibrylle kurdlanu zwijajg sie w nich w forme
kiebka o prawdopodobnie stycznych tancuchach. Granule tworzy tez para-
mylon, (3-(I — 3)-glukan glonéw morskich, dla ktérego udowodniono, ze mi-
krofibiylle zwiniete w kiebek formujacy gremule powstajg przez gsocjacje
trzech hetikalnie splecionych tancuchéw (22). Cheeseman i Brown (21) su-
geruja wprawdzie identyczng strukture mikrofibrylli kurdlanu w granulach,
jednakze wymaga to dalszych badan.

Podczas ogrzewania zawiesin kurdlanu jego mikrofibrylle stopniowo ule-
gaja asocjacji, co prowadzi — jak juz wspomniano — do tworzenia zelu.
O ile jednak w temperaturach z zakresu 55-95°C w asocjacji mikrofibrylli
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podstawowa role odgrywajg miedzyczasteczkowe wigzania wodorowe, to po-
wyzej tej temperatury zaczynajg przewaza¢ oddziatywania hydrofobowe mie-
dzy mikrofibryllami (23). Do tej pory nie rozstrzygnieto jakie zmiany zachodza
w strukturze zeli kurdlanowych powyzej 120°C, kiedy przechodzg one w stan
jeszcze bardziej uporzadkowany.

4. Wihasciwosci fizykochemiczne kurdlanu

Kurdlan zawdziecza nazwe unikatowym wiasciwosciom termozelujgcym.
Kiedy podgrzewa sie 2% (w/v) zawiesine kurdlanu mozna zaobserwowac
zmiane jej zdolnosci do przepuszczania Swiatta widzialnego. Zwigksza sie
ona stopniowo wraz ze wzrostem temperatury do 50-54°C, kiedy to roztwor
staje sie zupetnie przezroczysty. Powyzej 54°C kurdlan zaczyna tworzy¢ zel,
poczatkowo mato stabilny i lepki, potem, wraz z podgrzaniem do 95°C mocny
i trwaty (24). Taki zel jest nierozpuszczalny do temperatury 140-160°C (25),
CO Oznacza, ze w przeciwiehstwie do agaru nie topi sie po ponownym ogrza-
niu. Temperatura topnienia zalezy od stezenia polimeru, a takze od stopnia
jego polimeryzacji (im wiekszy DP, tym wyzsza temperatura topnienia). W po-
rownaniu do agaru, tworzacego stosunkowo kruchy i miekki zel, zele kur-
dlanowe sg bardziej elastyczne i trwate. Sg one takze bardziej odporne na
zamrazanie i ponowne rozmrazanie. Inng zaletg tych zeli jest ich stabilnosé
w szerokim zakresie pH, od 3 do 9,5. Zele o maksymalnej wytrzymatosci
powstajg przy pH 3 (26). Nie jest to mozliwe w przypadku agaru, poniewaz
ten nie zeluje w pH ponizej 4,5.

5. Potencjalne zastosowanie kurdlanu w przemysle

Kiedy kurdlan zostat odkryty, pierwszym planowanym zastosowaniem by-
o uzycie go w przemysle spoZ3rwczym jako substytutu naturalnych polisa-
charydéw roslinnych, a takze jako preparatu zageszczajacego (27). Poznigj,
po stwierdzeniu, ze (3-(I -> 3)-glukan nie jest degradowany przez enzymy tra-
wienne cztowieka, kolejnym mozliwym zastosowaniem kurdlanu byty produ-
kty o obnizonej kaloiycznosci (dietetyczne). Mozliwo$¢é tworzenia przez kur-
dlan zeli zdolnych do wchianiania duzej ilosci cukrow z syropu, sugeruje
kolejne zastosowanie polimeru w produkcji wyrobéw cukierniczych. Z kolei
ich odporno$¢ na zamarzanie umozliwia uzycie go w produkcji mrozonek
i lodow. Pseudoplastyczne zachowanie sie cieczy zawierajgcych dodatek
kurdlanu pozwala wykorzystac je jako zageszczacze i stabilizatory zywnosci.

Do tej pory kurdlan zostal dopuszczony do stosowania w przemysle spo-
zywczym Japonii, gdzie jest uzywany gtdwnie jako doaatek w wyrobach cu-
kierniczych. Wykorzystuje sie go takze do produkcji bton (28), ktdre sa nie-
rozpuszczalne w wodzie, biodegradowalne i nieprzepuszczalne dla tlenu (29).
Prawdopodobnie kurdlan zostanie szybciej wykorzystany w innych gateziach
przemystu, na przykitad do odzysku odpadowych olejéw. Mozliwe jest takze
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uzycie tego polisacharydu w immobilizacji enzyméw. Niezwykle interesujgce
sg doniesienia o antynowotworowych wiasciwosciach tréjtancuchowych cza-
steczek kurdlanu o uporzadkowanej molekularnej strukturze, ktére wskazuja
mozliwosé wykorzystywania tego bakteryjnego polisacharydu w leczeniu no-
wotworéw (30).
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Curdlan — structure, properties and applications
Summary

Curdlan, a bacterial (3-(I — 3)-glucan produced by some strains of Alcaligenes Jaecalis and
Agrobacterium, forms thermoplastic gels, stable at pH from 3 to 9,5 and up to 140-160'C. This
paper describes biosynthetic pathways, molecular structure and properties of this polysaccharide,
and also discusses the possibilities of its applications, mainly in food industry.
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