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1. Wstęp
stale i ciągle rosnące zapotrzebowanie na wielocukry stymuluje poszuki

wanie nowych źródeł ich otrzymywania. Polisacharydy pochodzenia drobno
ustrojowego, takie jak pululan, kurdlan, skleroglukan czy ksantan posiadają 
wiele cech, których nie mają sacharydy roślinne.

Wielorakie możliwości zastosowania tych związków w różnych gałęziach 
przemysłu powodują dynamiczny rozwój działu biotechnologii zajmującego 
się mikrobiologiczną biosyntezą wielocukrów. Jednym z nich jest pululan 
produkowany przez drożdże Pullularia pullulans. Z jego unikatowych właści
wości fizykochemicznych wynikają liczne, możliwe zastosowania.

Nazwę tego polimeru zaproponowali w 1959 r. Bender i wsp. (1) dla poza- 
komórkowego polisacharydu wytwarzanego przez szeroko rozpowszechniony 
drożdżopodobny grzyb Aureobasidium pullulans, który obecnie częściej okre
śla się jako Pullularia pullulans. Początkowo gatunek ten zaliczono do grzy
bów niedoskonałych {fungi imperfecti rodziny Moniliales), ostatnio jednak 
przyjęto, że grzyb ten należy do Ascomycetes rodziny Dothideales, mimo że 
jego forma doskonała nie jest dotąd znana (2).

Pullularia pullulans charakteryzuje się dużym polimorfizmem. Zależnie od 
warunków i czasu wzrostu może przyjmować różnorodne postacie morfolo
giczne, takie jak okrągłe formy drożdżopodobne iyeast-like cells), wydłużone 
formy mycełialne, czy też chłamydospory i błastospory. Potoczną nazwę 
„czarne drożdże” grzyb ten zawdzięcza produkcji ciemnych barwników me- 
laninowych. Pullularia pullulans jest najbardziej rozpowszechniony w strefie 
umiarkowanej, gdzie występuje na powierzchni roślin i owoców, w glebie, 
w wodach słodkich i słonych, ściekach, jak również na żywych organizmach. 
Drobnoustrój ten odpowiedzialny jest m.in. za patologiczne mięknięcie tka-
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Rys. 1. Struktura pululanu, z której wjmika obecność zarówno dominujących reszt malto- 
triozowych jak i nielicznych reszt maltotetraozowych połączonych wiązaniami (1^6)-a-D-glikozy- 
dowymi.

nek roślinnych. Stwierdzono, że niektóre szczepy P. pullulans mogą zasiedlać 
skórę i inne tkanki człowieka, nie udowodniono jednak ich patogenności (2).

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

2. Budowa chemiczna i właściwości pululanu
Pululan (rys. 1) jest obojętnym poliglukanem zbudowanym z liniowych 

łańcuchów, składających się z reszt D-glukopiranozy, połączononych ze sobą 
rozmieszczonymi regularnie wiązaniami (l-^6)-a-D-glikozydowymi oraz 
(l-44)-a-D-glikozydowymi. Po dwóch kolejnych wiązaniach a-(l—>4) następuje 
wiązanie a-(1^6) i ta sekwencja powtarza się wielokrotnie. Innymi słowy 
strukturę pululanu można określić jako połączone wiązaniami (1^6)-a-D- 
glikozydowymi jednostki maltotriozowe. W przeprowadzonych bardziej szcze
gółowo badaniach wykazano, że są one czasem zastępowane resztami mal
totetraozy, przez co zostaje zaburzona regularność struktury pululanu. Za
wartość fragmentów maltotetraozowych może sięgać nawet 5-7% (4,5).
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Molekularna struktura pululanu została szczegółowo przedyskutowana 
w pracy Catleya (6).

Wysuszony pululan jest bezbarwnym proszkiem bez smaku i zapachu. 
W normalnych warunkach atmosferycznych nie wykazuje higroskopijności. 
Polisacharyd ten dobrze rozpuszcza się w wodzie tworząc lepkie, obojętne 
roztwory trwałe nawet przy wysokich stężeniach sołi (7). Wodne roztwory 
pululanu, podobnie jak roztwory dekstranu, mogą tworzyć dwufazowe układy 
z glikolem polietylenowym (PEG) (8). Stwierdzono, że wodne roztwory pulu
lanu wykazują nienewtonowskie właściwości reologiczne, przy wyższych stę
żeniach roztworu obserwuje się nawet jego pseudoplastyczność (9).

Odparowując wodę z roztworów pułulanu można otrzymać błony o do
brych właściwościach mechanicznych, odporne na oleje mineralne i tłuszcze. 
Błony takie cechują się dobrą przepuszczałnością tlenu. Stosując odparowa
nie termiczne roztworu pululanu pod zwiększonym ciśnieniem uzyskuje się 
bardzo cienkie folie polimeru o grubości rzędu nawet 10 pm. Z roztworu 
pułulanu można także otrzymywać włókna polisacharydu charakteryzujące 
się dobrymi właściwościami mechanicznymi.

Sproszkowany pululan połączony z niewielką ilością wody może być wy
tłaczany, dając materiał przypominający syntetyczne polimery. W ten sposób 
można na przykład otrzymać produkt przypominający polistyren swą twar
dością i wytrzymałością na rozciąganie, jednakże charakteryzujący się wię
kszą elastycznością (3,10).

Pululan nie rozpuszcza się w rozpuszczalnikach organicznych, w tym 
w metanolu i acetonie. Rozpuszczalniki te są zatem często stosowane do 
wytrącania polisacharydu z roztworów wodnych. Roztwory pululanu skręcają 
płaszczyznę światła spolaryzowanego w prawo ([a] = +180° do 190°). Widmo 
IR wykazuje silną absorpcję przy 750 cm ^ charakterystyczną dla reszt 
a-D-glukopiranozylowych. Absorpcja przy 755 i 955 cm'^ wynika z obecności 
wiązań (1^4)-a-D i (1^6)-a-D-glikozydowych (11,12). Widma i NMR 
pululanu zostały szczegółowo opisane i zinterpretowane przez Amosti i Re
peta (13).

Masa cząsteczkowa pululanu zależy zarówno od indywidualnych cech 
szczepu produkującego polisacharyd, jak i od warunków oraz czasu biosyn
tezy (14). Waha się ona w granicach 1,5 10^ do 8,1 10^, co odpowiada od
około 100 do 5000 jednostek glukopiranozy (3).

Stwierdzono, że pululan jest odporny na działanie zasad oraz słabych 
kwasów. Silne kwasy hydrolizują polisacharyd rozrywając wiązania glikozy- 
dowe. Końcowym produktem takiej reakcji jest glukoza. Pululan może być 
też hydrolizowany enzymatycznie. Enzymem specyficznie działającym na po
lisacharyd jest pululanaza — pozakomórkowy enzym wytwarzany przez 
szczepy Aerobacter aerogenes [Klebsiella aerogenes), Streptomyces Jlavochro- 
mogenes. Bacillus sp. i inne (15,16). Enzym ten hydrolizuje wyłącznie wią
zania (1—>6)-a-D-głikozydowe, dając jako ostateczny produkt maltotriozę oraz 
niewielką ilość małtotetraozy. Inny enzym określany mianem izopułulanazy 
łub (l->4)-a-D-pululanazy, produkowany m.in. przez Aspergillus niger 
(17,18), hydrolizuje wyłącznie wig^ania (1^4)-a-D-glikozydowe łączące w pu-
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lulanie tę resztę glukozy, która w pozycji C-6 łączy się wiązaniem (1^6)-a- 
D-glikozydowym z resztą glukozy w kolejnej maltotriozie. Końcowym produ
ktem hydrolizy pululanu przez ten enzym jest izopanoza, a także niewielkie 
ilości 6-a-maltotriozyloglukozy (4). Enzym neopululanaza rozrywa w pulula- 
nie drugie z obecnych w reszcie maltotriozowej wiązań (1^4)-a-D-glikozydo- 
wych (łączące tę resztę glukozy, która w pozycji C-1 łączy się wiązaniem 
(1—>6)-a-D-glikozydowym z inną jednostką maltotriozy) (19). Końcowym pro
duktem hydrolizy pululanu z udziałem tego enzymu jest panoza. Mechanizm 
degradacji pululanu przez wiele bakterii obecnych w glebie i wodzie nie jest 
szczegółowo poznany (15,16).

Pululan ulega wielu reakcjom chemicznym typowym dla polisacharydów. 
Wolne grupy hydroksylowe mogą być częściowo lub całkowicie zestryfikowane 
bądź zeteryfikowane. Takie przekształcenia chemiczne modyfikują właściwo
ści fizyczne pululanu, na przykład zmniejszają lub całkowicie znoszą rozpu
szczalność polisacharydu w wodzie (3,10). Uwodornienie pululanu zwiększa 
jego odporność na wysoką temperaturę. Pululan cyjanoetylowany oprócz ter- 
moodporności charakteryzuje się także wysoką stałą dielektryczną (20).

Pululan, jak inne polisacharydy, jest materiałem palnym. Jego ciepło spa
lania wynosi około 16,7 kJ/g (4 kcal/g) (3). Utlenienie części grup hydro- 
ksymetylowych pululanu rozpuszczonego w wodzie do grup karboksylowych 
prowadzi do usieciowania cząsteczek i utworzenia jonowego hydrożelu (21,22).

Proporcję wiązań (1^6)-a-D i (1^4)-a-D-glikozydowych w polimerze moż
na określić w oparciu na reakcji utleniania pululanu nadjodanami, ozna
czając ilość zużytego nadjodanu i otrzymanego kwasu (23). Proporcję tę moż
na również określić analizując produkt permetylowmia pululanu (24).

W badaniach serologicznych stwierdzono, że pululan może wywoływać 
odpowiedź immunologiczną. Wykazano, że chociaż serologicznie pululan i de
kstran różnią się, to ludzka surowica antydekstranowa zawiera pewną ilość 
przeciwciał reagujących również z pululanem (7,25).

3. Produkcja pululanu
Pululan może by otrzymywany zarówno w skali laboratoryjnej, jak i prze

mysłowej na drodze fermentacji z zastosowaniem szczepów Pullularia pullu- 
lans. Źródłem węgla w podłożach hodowlanych są najczęściej węglowodany. 
Opisano otrzymywanie pululanu z D-glukozy, sacharozy, D-fruktozy, malto
zy, D-ksylozy, laktozy, D-galaktozy, D-arabinozy, L-ramnozy i rafinozy, a tak
że ze zhydrolizowanego torfu (26,27). Stwierdzono, że najwyższą efektywność 
przekształcania źródła węgla w pululan uzyskuje się stosując sacharozę 
o stężeniu do 70%. Ważnymi składnikami pożywki są sole mineralne — naj
częściej K2HPO4, KH2PO4, (NH4)2S04, NaNOs, MgS04, NaCl, KCl, FeS04, 
FeCla. Zwykle stosuje się także dodatek ekstraktu drożdżowego oraz tiaminy 
(7,24).

Optymalną temperaturą dla bios}nitezy polisacharydu jest 25-28°C. Dla 
uzyskania wysokiej wydajności tego procesu ważne jest także odpowiednie
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pH pożywki, zwykle zawierające się w zakresie 4,5-7,5. Biosynteza pululanu 
zachodzi w warunkach tlenowych, zatem podłoże fermentacyjne wymaga sil
nego napowietrzania i wydajnego mieszania (8,28,29). Maksymalne wydaj
ności polimeru uzyskuje się najczęściej po 48-120 godzinach hodowli, w za
leżności od użytego szczepu i warunków prowadzenia procesu.

Biosyntezę pululanu można prowadzić trzema zasadniczymi metodami: 
wsadową, wsadową z dożywianiem oraz metodą ciągłą. Pierwsza z wymie
nionych metod jest najprostsza, polega bowiem na jednorazowym wprowa
dzeniu do fermentora pożywki zawierającej komplet składników odżywczych. 
Druga, wymaga uzupełniania składników odżywczych w miarę zużywania ich 
przez drobnoustrój: dotyczy to w szczególności źródła węgla. Prowadzony 
w ten sposób proces pozwala uzyskać większą wydajność biosyntezy (wyra
żaną w g pululanu z 1 dcm^ pożywki), choć nie zawsze towarzyszy jej większa 
efektywność procesu (wyrażana zwykle w % masy źródła węgła przekształ
conego w polisacharyd). Trzecia metoda produkcji pululanu polega na cią
głym odbieraniu części płynu hodowlanego i jednoczesnym uzupełnianiu fer
mentora świeżą pożywką. Ta ostatnia metoda jest najbardziej perspektywicz
na dła procesów prowadzonych w skałi przemysłowej.

Porównując wydajność biosyntezy pułulanu w pożywkach z różnymi wę
glowodanami Badr-Eldin i wsp. (30) stwierdzili, że najlepszym źródłem węgła 
jest sacharoza przed fruktozą i małtozą, natomiast najłepszym źródłem azotu 
jest octan amonu, przed siarczanem i cytrynianem amonu. Autorzy ci wy
kazali, że wysoki stosunek zawartości pierwiastków C/N w podłożu jest ko
rzystny dla produkcji polisacharydu, ponieważ mała zawartość azotu ogra
nicza tworzenie biomasy, a duża zawartość węgla umożliwia efektywne prze
tworzenie go na pululan.

Jednym z problemów biosyntezy pululanu jest otrzymanie go w postaci 
nie zanieczyszczonej melaninami. Problem ten próbowano rozwiązać otrzy
mując mutanty P. pallulans nie syntetyzujące tych związków lub produkujące 
je w wyraźnie niższej ilości, lub w późniejszym stadium rozwoju grzyba (31). 
Innym rozwiązaniem może być zaproponowane przez Shabtai i Mukmeneva 
(32) zatrz)miywanie przemian morfologicznych komórek szczepu P. pallulans, 
nie dopuszczające do wytworzenia się silnie zabarwionych chlamydospor. 
Autorzy twierdzą, że uzyskiwali zamierzony efekt prowadząc biosyntezę pu
lulanu w dwóch etapach. W pierwszym stadium użyto jako źródło węgla olej 
sojowy, zaś źródłem azotu był kwas glutaminowy. W tych warunkach na
stępowało namnaźanie się szczepu w forrnie komórek drożdźopodobnych. 
Gdy drobnoustrój zużył niemałże w całości podstawowe składniki podłoża, 
do układu wprowadzano sacharozę. Przy deficycie źródła azotu, dodawany 
w drugim etapie cukier był wykorzystywany głównie do produkcji pulułanu 
wołnego od barwników melaninowych, bowiem w takich warunkach nastę
powało zahamowanie rozwoju form produkujących pigment, czyłi ciemno- 
barwiących się chlamydospor.

Dufresne i wsp. (33) badali wpływ ciśnienia na biosyntezę pululanu. 
Stwierdzili, że zwiększenie tego parametru od 0,5 do 0,75 MPa powodowało 
wzrost wydajności produkcji zarówno polisacharydu, jak i biomasy. Przy dal
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szym zwiększaniu ciśnienia następowało jednak obniżenie ilości polimeru 
i biomasy grzyba, a także zmiana form morfologicznych komórek szczepu. 
Autorzy tłumaczą ten efekt dwojakim działaniem podwyższonego ciśnienia. 
Wraz z jego wzrostem zwiększa się rozpuszczalność tlenu w pożywce, co jest 
zjawiskiem korzystnym dla drobnoustroju, jednakże zbyt wysokie ciśnienie 
oddziałuje negatywne na wiele procesów życiowych komórki, co daje efekt 
inhibicyjny.

4. Mechanizm biosyntezy pululanu
Mechanizm biosyntezy pululanu nie jest w pełni poznany. Stwierdzono 

m.in., że polisacharyd tylko wówczas powstaje, gdy roztwór sacharozy inku- 
buje się z zawiesiną komórkową lub z enzymami uzyskanymi z homogenatu 
komórkowego. Efektu takiego nie obserwowano podczas inkubacji sacharozy 
z filtratem cieczy hodowlanej (34). Obecnie przyjmuje się, że biosynteza pu
lulanu zachodzi według schematu przedstawionego na rysunku 2 (35). Wia
domo, że glukoza zostaje najpierw przekształcona w kilku typowych re
akcjach do UDPG, natomiast dalsze etapy biosyntezy nie są do końca spre
cyzowane.

W badaniach przeprowadzonych z użyciem protoplastów P. pullulans wy
kazano, że polimeryzacja UDPG do pululanu zachodzi prawdopodobnie w pe- 
riplazmie (36), czyli zewnętrznej części błony komórkowej. Oznacza to, że 
nie pululan, a prawdopodobnie jego prekursor, czyli UDPG jest transporto
wany z cytoplazmy przez błonę komórkową. Nie można jednak zupełnie wy
kluczyć hipotezy, że polisacharyd jest wytwarzany wewnątrz komórki i wy
dzielany na jej powierzchnię w procesie egzocytozy (35).

Przyjmuje się, że UDPG reaguje z hydrofobową cząsteczką, będącą pra
wdopodobnie ufosfoiylowanym lipidem lub pirofosforanem lipidowo-cukro
wym. W wyniku tej reakcji powstaje pirofosforan lipidowo-glukozowy. Łań
cuch polisacharydowy takiej pochodnej w wyniku reakcji z kolejnymi czą
steczkami UDPG ulega stopniowemu wydłużaniu, a w końcu powstaje piro
fosforan lipidu związany z pululanem jako resztą cukrową. Uważa się, że 
hydrofobowe cząsteczki, spełniające prawdopodobnie rolę przenośników pu
lulanu przez membranę komórkową mają łańcuchy lipidowe o strukturze 
izoprenoidowej (rys. 2).

5. Zastosowanie pululanu
Właściwości pululanu sprawiły, że znalazł on różnorodne zastosowania. 

Dzięki możliwości tworzenia cienkich błon, które nie przepuszczają tlenu, są 
nietoksyczne, bez zapachu i smaku, pululan znajduje zastosowanie do pa
kowania lub pokrywania żywności (3,10,37). Ze względu na odporność tego 
polisacharydu na enzymy trawienne człowieka, może być bezpośrednio do
dawany do żywności niskokalorycznej jako składnik zastępujący skrobię. Do
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Rys. 2. Schemat biosyntezy pululanu i jego transportu przez membranę komórkową.

Żywności stosowany jest także dodatek pululanu modyfikowanego chemicznie 
poprzez kowalencyjne przyłączenie do łańcuchów polisacharydu różnych po
trzebnych organizmowi związków chemicznych, np. tiaminy (38). W wyniku 
hydrolizy pululanu przy użyciu neopululanazy (39), można otrzymać nisko- 
kaloryczny środek słodzący, zawierający głównie panozę.

Pululan znalazł także zastosowanie w przemyśłe farmaceutycznym jako 
materiał służący do pokrywania i kapsułkowania leków. Stwierdzono, że 
w wielu przypadkach zastosowanie tego polisacharydu do takich celów jest 
korzystniejsze ponieważ nie wykazuje on właściwości alergizujących.

Pululan może być użyty do otrzymywania płynów zastępujących plazmę 
kr*wi. Do tych celów stosuje się wolny od pyrogenów pululan o masie czą
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steczkowej z zakresu 30-90 kDa, który rozpuszcza się do stężenia 4-10% 
w fizjologicznym roztworze chlorku sodu. Wykazano, że zastosowany w takiej 
formie polisacharyd jest po pewnym czasie metabolizowany i całkowicie usu
wany z organizmu (krwiobiegu) (7,40).

Pululan może być też stosowany jako nośnik antygenów i wirusów w pro
dukcji przeciwciał (41) i szczepionek przeciwwirusowych (42).

Zmniejszenie hydrofilowego charakteru cząsteczki pululanu i uzyskanie 
właściwości hydrofobowych (hydrofobizacja) można osiągnąć, np. poprzez ko
walencyjne połączenie go z cholesterolem. Takie pochodne zostały wykorzy
stane jako przenośniki leków do określonych tkanek lub nawet komórek 
(43). Jako czynniki kierujące lek mogą być używane zarówno hydrożelowe 
cząstki polisacharydu, jak i liposomy pokryte pululanem, a czasem nawet 
emulsje typu olej w wodzie, stabilizowane hydrofobizowanym polisachary
dem. Ten ostatni sposób kierowania leku do zmienionych patologicznie tka
nek użyto w przypadku kwasu a-linolenowego, stosowanego jako lek prze- 
ciwnowotworowy (44). W badaniach na zwierzętach wykazano, że liposomy 
pokryte „cholesterolopululanem” okazały się skuteczne w dostarczaniu do 
guzów mózgu leku przeciwnowotworowego będącego związkiem platyny (45). 
Stwierdzono także, że przyłączenie dodatkowo do hydrofobizowanego pulu
lanu specyficznych przeciwciał, zwiększa wielokrotnie skuteczność transpo
rtu leku do chorej tkanki (46). Transport interferonu do wątroby, jak się 
okazało, był także skuteczniejszy po przyłączeniu tego związku do pululanu 
(47).
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