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1. Wstęp

Kurdlan jest nazwą nadaną przez Haradę i wsp. (1) klasie zewnątrzkomór- 
kowych mikrobiologicznych polimerów o charakterze glukanów, w których 
kolejne reszty D-glukopiranozy połączone są wiązaniami (3-(l —> 3)-0-glikozy- 

dowymi. Unikatową cechą kurdlanu jest zdolność tworzenia żeli przez wodne 
zawiesiny polisacharydu pod wpływem podwyższonej temperatury, które przy 
dalszym podgrzaniu nie przechodzą w stan ciekły, tj. nie topią się (2,3). Pre
kursorem w badaniach nad budową i właściwościami kurdlanu był wspo
mniany już Tokuya Harada z Uniwersytetu w Osace. W połowie 1981 r. na 
rynku pojawiły się pierwsze handlowe preparaty tego polisacharydu z plano
wanym ich wykorzystaniem jako dodatków w produktach spożywczych.

2. Biosynteza kurdlanu

Oryginalny szczep bakteryjny wytwarzający kurdlan został wyizolowany 
przez Haradę i wsp. (4-7) podczas skriningu bakterii glebowych degradują
cych różne frakcje substancji ropopochodnych. Bakterie te, zdolne do wzro
stu w podłożu zawierającym 10% glikol etylenowy w charakterze źródła wę
gla, sklasyfikowano jako Alcaligenes faecalis var. Myxogenes. W toku wstę
pnych badań okazało się, że wyizolowany przez Haradę i wsp. szczep pro
dukował dwa typy polisacharydów: nierozpuszczalny w wodzie, obojętny ho- 
moglukan, nazwany kurdlanem i rozpuszczalny w wodzie kwaśny heteroglu- 
kan, zawierający w swym składzie około 10% kwasu sukcynowego, nazwany 
sukcynoglukanem (4,6). Obydwa polimery można rozróżnić na podstawie 
zdolności tworzenia kompleksów z rozpuszczalnym w wodzie niebieskim 
barwnikiem — błękitem anilinowym [aniline blue); tylko kurdlan tworzy
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Alcaligenes faecalis var, myxognes

Szczep 10C3 produkujący sukcynoglukan i kurdlan 
izolowany z gleby na podłożu zawierającym 

10% glikol etylenowy Jako źródło węgla

Mutagenizacja

Mutanty 11 i 60 
produkują tylko kurdlan, 
lecz w niewielkiej ilości

Mutant 22 
produkuje głównie 
sukcynoglukan

Mutant 10C3K
produkuje kurdlan w dużej ilości

Spontaniczna mutacja

Mutant 10C3K-U 
wydajność kurdlanu odpowiednia 

dla przemysłowej biosyntezy

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

Z tym związkiem stabilne, barwne kompleksy (8). Natężenie zabarwienia ta
kich kompleksów zależy od stężenia polimeru i jego stopnia polimeryzacji 
(DP). Adsorbcję błękitu anilinowego przez kurdlan wykorzystano jako prostą 
metodę do selekcji drobnoustrojów produkujących ten polisacharyd.

Szczep Alcaligenes faecalis 10C3, wyizolowany z gleby przez Haradę i wsp. 
(4-7) został ulepszony na drodze kilkustopniowej mutagenizacji (rys. 1), dzięki 
której uzyskano mutant nie wytwarzający sukcynoglukanu, natomiast syntety
zujący kurdlan z wydajnością odpowiednią dla produkcji w skali przemysłowej.

Obecnie wiadomo, że kurdlan syntetyzują nie tylko szczepy Alcaligenes 
faecalis. Taką zdolnością odznaczają się też niektóre bakterie rodzaju Agro- 
bacteriam.

Metaboliczne szlaki biosyntezy kurdlanu nie są całkowicie poznane, choć 
przyjmuje się, że podobnie jak w przypadku biosyntezy cełulozy przez Ace- 
tobacter xylinum, główną drogą wytwarzania kurdlanu przez Alcaligenes fae-
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calis i Agrobacterium jest bezpośrednia synteza polisacharydu z glukozy, 
pochodzącej z podłoża hodowlanego, via UDPG (9). Potwierdzają to wyniki 
spektroskopowych badań kurdlanu NMR), syntetyzowanego przez Alca- 
ligenes faecalis i Agrobacterium w podłożach z D-glukozą znakowaną 
w rożnych pozycjach (C-1, C-6 lub C-2), które wykazały, że reszty glukozy 
w polisacharydzie są każdorazowo znakowane głównie w tej pozycji, co wyj
ściowy monosachaiyd (odpowiednio w 93, 89 i 67%). Pozostałą część zna
kowanego węgla Kai i wsp. (9) znajdowali w innych pozycjach reszt glukozy 
kurdlanu aniżeli w wyjściowych substratach, tj.:

— w C-3 (5%) dla kurdlanu syntetyzowanego z D-(l-^^C) Gic;
— w C-1 (8%) przy syntezie polisacharydu na D-(6-^^C) Gic;
— w C-1 (21%) i C-3 (12%), gdy źródłem węgla była D-(2-^^C) Gic.
Na podstawie tych obserwacji zasugerowano możliwość biosyntezy kur

dlanu nie tylko z bezpośrednio pobranej z podłoża glukozy, lecz także z glu
kozy resyntetyzowanej z intermediatów glikolizy, cyklu pentozowego i szlaku 
Entnera-Doudoroffa. Autorzy badań wskazują, że jest możliwe przesunięcie 
^^C z pozycji 1 do 3 w fosfodihydroksyacetonie, chociaż nie opisano dotąd 
enzymu katalizującego tę rearanżację. Odwrotne przesunięcie miałoby towa
rzyszyć izomeryzacji aldehydu 3-fosfo-D-(3-^^C)-glicerynowego do l-fosfo-(l- 
-^^C)-dihydroksyacetonu w szlaku Embdena-Meyerhoffa. Przesunięcie zna
kowanego węgla z pozycji 2 na 1 w resztach glukozy kurdlanu, syntetyzowa
nego przy wzroście drobnoustrojów na D-(2-^^C)-Glc śwdadczy o możliwości 
resyntezy glukozy z fruktozo-6-fosforanu, pochodzącego 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 mogłaby tłumaczyć przesunięcie ^^C z pozycji 2 w wyjściowej glu
kozie podłoża w pozycje 1 i 3 reszt glukozy kurdlanu (rys. 2).

Nie ma wątpliwości, że biosynteza kurdlanu z glukozy resyntetyzowanej 
w różnych szlakach metabolizmu węglowodanów stanowi zawsze poboczną 
drogę produkcji tego polisacharydu, jednakże jej ilościowa relacja względem 
drogi głównej (bezpośrednia s}niteza kurdlanu z glukozy podłoża) może się 
zmieniać w zależności od warunków hodowli drobnoustroju. Badania Kai 
i wsp. (9) wykazały dużą zachowawczość 4, 5 i 6 węgla szkieletu glukozy 
podczas przemian metabolicznych w szczepach Agrobacterium, syntetyzują
cych kurdlan przy wzroście na tym monosacharydzie, jako źródle węgla.

Przyjmuje się, że w biosyntezie łańcucha glukanowego kurdlanu istotną 
rolę odgrywa dolichol, wielonienasycony lipid, będący fosforanowym estrem 
alkoholu poliizoprenoidowego (10). Podobnie jak w posttranslacyjnych gliko- 
zylacjach białek, czy w biosyntezie niektórych składników bakteryjnych ścian 
komórkowych (kwasy tejchojowe, lipopolisacharydy, peptydoglikan), stanowi 
on akceptor kolejnych reszt cukrowych, w tym przypadku glukopiranozo- 
wych, przenoszonych z UDPG (rys. 3). Zapoczątkowanie biosyntezy kurdlanu 
wymaga zużycia trzech cząsteczek ATP, natomiast przyłączenie każdej kolej
nej reszty glukozy do rosnącego łańcucha jest związane z hydrolizą 2 ATP. 
Ponieważ, jak wspomniano, biosynteza niektórych składników ścian komór
kowych bakterii produkujących kurdlan zachodzi również z udziałem doli-
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3 D-(2- X)-Glc (I)

I etap cyklu pentozowego 
( fosforylacja, utlenianie, dekarboksylacja)

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

D-(l-X)-Xul-5-P D-(l- C)-Rib-5-P D-(l-'^C)-Xul-5-P

Aldehyd
3-P-glicerynowy

D-(l,3-2 'X) Sed-7-

D-(l,3-2'^C)-Fru-6-P D-erytrozo-4-P

D-(l-X)-Glc-6-P (II)
D-(l,3-2 'X)-Glc-6-P (III)

Rys. 2. Reakcje cyklu pentozowego prowadzące do przesunięcia z pozycji 2 (I) do pozycji 
1 (II) oraz 1 i 3 (III); 1 — epimeraza ksyIuIozo-5-P, 2 — izomeraza rybozo-5-P, 3 — transke- 
tolaza, 4 — transaldolaza, 5 — fosfoglukoizomeraza.

cholu, można by się spodziewać dużej konkurencji obu szlaków o pulę tego 
lipidu. Faktycznie współzawodnictwo o dolichol ma niewielkie znaczenie, po
nieważ maksymalna produkcja kurdlanu — przeciwnie niż innych mikro
biologicznych zewnątrzkomórkowych polisacharydów — następuje w fazie 
stacjonarnej, po zastopowaniu wzrostu drobnoustroju, spowodowanego prze-
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Inicjacja biosyntezy

Gic

ADP 

' ATP

Gic - ©

Elongacja łańcucha 

Gic
-— ATP

kwasów tejchojowych
UDPGlc

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 O©

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

de wszystkim wyczerpaniem się źródła azotu (11). Inną rolą dolicholu jest 
prawdopodobnie udział w sekrecji kurdlanu z komórki bakteryjnej.

Fizjologiczna rola kurdlanu nie została w literaturze jasno sformułowana. 
Można prz5puszczać, że pełni on funkcję ochronną przed szkodliwymi związ
kami znajdującymi się we frakcjach ropy naftowej. Może też stanowić rezerwę 
pokarmową w razie niedoboru innych źródeł węgla (9).
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Podłoże po fermentacji

Dodać identyczną objętość IN NaOH

Mieszać 15 min w temp. pokojowej

Wirować przy 10 000*g przez 10 min

Biomasa Supernatant

Zneutralizować do pH=7 
za pomocą 4N HCl 

Wirować przy 10 000*g przez 10 min

Supernatant Osad kurdłanu

Przemyć 3 razy wodą destylowaną

Wysuszyć

Rys. 4. Schemat procedury izolacji kurdłanu.

3. Struktura kurdłanu

Ustalenie struktury chemicznej i molekularnej kurdłanu wymagało opra
cowania procedury otrzymywania go w postaci homogennej. Autorami naj
częściej stosowanej, prostej metodyki separacji tego polisacharydu z cieczy 
po hodowli Alcaligenes Jaecalis są Nakanishi i wsp. (12). Opiera się ona na 
zmianie konformacji cząsteczki kurdłanu, która zachodzi, gdy polisacharyd 
znajduje się w środowisku bardziej zasadowym niż 0,2 N NaOH (13). Jest 
on wówczas rozpuszczalny i można w prosty sposób oddzielić go od biomasy. 
Po neutralizacji roztworu kurdlan wytrąca się i z łatwością daje się odwiro
wać. Wilgotny preparat należy przemyć wodą w celu oczyszczenia go z soli 
i wysuszyć (lys. 4).

Już we wczesnych badaniach Harada i wsp. (1) wykazali, że kurdlan jest 
homopolimerem D-glukozy połączonej wiązaniami (3-(l3)-0-glikozydowy- 
mi. Przed jego odkryciem P-(l ^ 3)-glukany były znane przede wszystkim 
jako składniki strukturalne ścian komórkowych grzybów i roślin wyższych. 
Istnieje wśród nich wiele różnych wariantów struktur molekularnych. Roz
puszczalność (3-(l ^ 3)-glukanów zależy głównie od stopnia polimeryzacji ich 
łańcuchów. Porównując (1-(1 —> 3)-glukany o różnej budowie, np. kurdlan
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i pachyman z Poria cosos (13) można zauważyć, że chociaż obydwa są nie
rozpuszczalne w wodzie, a rozpuszczalne w alkaliach, to pachyman formuje 
mniej elastyczne i mniej wytrzymałe żele w porównaniu z żelami kurdlano- 
wymi. Nie świadczy to jednak o jego mniejszym stopniu polimeryzacji, lecz 
wynika z istnienia w cząsteczce różnych wiązań pomiędzy resztami glukozy 
(14), zakłócających liniowość łańcucha pachymanu, a przez to zmniejszają
cych jego zdolność do tworzenia żeli.

Cząsteczki glukanów izolowane z komórek drożdży, mimo że zawierają 
wiązania (3-(l ^ 3) nie są rozpuszczalne w wodzie i alkaliach oraz nie mają 
właściwości termożełujących (14). Wynika to z rozgałęzionej ich budowy; 
w takiej cząsteczce liczne łańcuchy |3-(1 3)-glukanowe są przyłączone wią
zaniami p-(l -> 6) do głównego łańcucha p-(l ^ 3), stanowiącego trzon poli
sacharydu, dzięki czemu mogą się tworzyć wiązania wodorowe, stabilizujące 
całą stmkturę.

Analiza chemiczna przeprowadzona przez Satio i wsp. (14) wykazała, że 
DP różnych preparatów kurdlanu, otrzymanych podczas hodowli Alcaligenes 
faecalis waha się w granicach 135-455 i zależy od warunków, w jakich 
prowadzi się biosyntezę.

Ogawa i wsp. (15) podają, że wielkość optycznej rotacji właściwej przy 
439 nm preparatów kurdlanu w 0,2 N NaOH zmienia się wraz ze stopniem 
polimeryzacji w granicach od 25-200, natomiast gdy DP > 200 wartość rotacji 
właściwej jest maksymalna i stała. Ponieważ jakość tworzonego na drodze 
termicznej żelu kurdlanowego zależy od DP jego cząsteczek, pomiar optycznej 
rotacji właściwej stanowi prostą metodę określania przydatności wyjściowego 
substratu do otrzymania żelu o oczekiwanej charakterystyce.

W alkalicznych roztworach NaOH (> 0,2N) kurdlan jest całkowicie rozpu
szczalny i występuje głównie w postaci cząsteczek o konformacji przypadko
wego zwoju (16). Przy neutralizacji takiego roztworu, jeszcze przed ogrzaniem 
polimer zaczyna przechodzić w stan uporządkowany, tj. jego cząsteczki zwi
jają się helikalnie i występują bądź w postaci pojedynczych, bądź potrójnych 
łańcuchów, w których na jeden zwój helisy prz}^ada siedem reszt glukozo
wych (rys. 5) (17).

Ogrzanie zawiesiny kurdlanu powyżej 90°C, a następnie powolne jej schło
dzenie powoduje częściową utratę wody i powstanie nowej, ściślejszej stru
ktury potrójnej helisy, w której długość pojedynczego zwoju zmniejsza się 
z 22,6A do 18, lA (18), a średnica wynosi 15.56A (19). Taka struktura utwo
rzona jest z symetrycznie zwiniętych i przesuniętych w fazie trzech łańcu
chów P-(l 3)-glukanowych. Usunięcie z niej wody, np. przez suszenie pod 
zmniejszonych ciśnieniem, powoduje jeszcze bardziej ścisłe upakowanie łań
cuchów i zarazem zmniejszenie się długości jednego zwoju helisy do 5,?A. 
Fulton i Atkins (20) sugerują, że potrójne helisy tworzą pomiędzy sobą sieć 
wictzań wodorowych. Struktury molekularne kurdlanu (i^-^s. 5) zostały opra
cowane na podstawie wyników analiz rentgenograficznych i badań spektro
skopowych polisacharydu w zakresie podczerwieni.

W ostatnio przeprowadzonych badaniach Cheeseman i Brown (21) przy 
użyciu spolaryzowanej mikroskopii świetlnej oraz nisko i wysoko rozdzielczej
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Oś helisy

a)

Żel kurdlanowy przed ogrzaniem

Ogrzewanie 
> 90'C

Powolne
ochłodzenie

22,6 A 18,1 A

b)

Potrójna 
_ helisa

c)

Rys. 5. Kurdlan: a) model helikalnej struktury molekuły kurdlanu; b) i c) zmiany w konfor
macji cząsteczki pod wpływem ogrzewania i suszenia.

transmisyjnej mikroskopii elektronowej, sugerują, że kurdlan jest wytwarza
ny przez drobnoustroje w formie granul o strukturze mikroskopowej zbliżonej 
do struktury granul skrobi, W granulach tych łańcuch polisacharydu nie 
cechuje tak wysoce uporządkowana struktura, jak w żelach kurdlanu otrzy
mywanych in vitro, bowiem mikrofibrylle kurdlanu zwijają się w nich w formę 
kłębka o prawdopodobnie stycznych łańcuchach. Granule tworzy też para- 
mylon, (3-(l —> 3)-glukan glonów morskich, dla którego udowodniono, że mi- 
krofibiylle zwinięte w kłębek formujący gremulę powstają przez ąsocjację 
trzech hełikalnie splecionych łańcuchów (22). Cheeseman i Brown (21) su
gerują wprawdzie identyczną strukturę mikrofibrylli kurdlanu w granulach, 
jednakże wymaga to dalszych badań.

Podczas ogrzewania zawiesin kurdlanu jego mikrofibrylle stopniowo ule
gają asocjacji, co prowadzi — jak już wspomniano — do tworzenia żelu. 
O ile jednak w temperaturach z zakresu 55-95°C w asocjacji mikrofibrylli
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podstawową rolę odgrywają między cząsteczko we wiązania wodorowe, to po
wyżej tej temperatury zaczynają przeważać oddziaływania hydrofobowe mię
dzy mikrofibryllami (23). Do tej pory nie rozstrzygnięto jakie zmiany zachodzą 
w strukturze żeli kurdlanowych powyżej 120°C, kiedy przechodzą one w stan 
jeszcze bardziej uporządkowany.

4. Właściwości fizykochemiczne kurdlanu

Kurdlan zawdzięcza nazwę unikatowym właściwościom termożelującym. 
Kiedy podgrzewa się 2% (w/v) zawiesinę kurdlanu można zaobserwować 
zmianę jej zdolności do przepuszczania światła widzialnego. Zwiększa się 
ona stopniowo wraz ze wzrostem temperatury do 50-54°C, kiedy to roztwór 
staje się zupełnie przezroczysty. Powyżej 54°C kurdlan zaczyna tworzyć żel, 
początkowo mało stabilny i lepki, potem, wraz z podgrzaniem do 95°C mocny 
i trwały (24). Taki żel jest nierozpuszczalny do temperatury 140-160°C (25), 
co oznacza, że w przeciwieństwie do agaru nie topi się po ponownym ogrza
niu. Temperatura topnienia zależy od stężenia polimeru, a także od stopnia 
jego polimeryzacji (im większy DP, tym wyższa temperatura topnienia). W po
równaniu do agaru, tworzącego stosunkowo kruchy i miękki żel, żele kur- 
dlanowe są bardziej elastyczne i trwałe. Są one także bardziej odporne na 
zamrażanie i ponowne rozmrażanie. Inną zaletą tych żeli jest ich stabilność 
w szerokim zakresie pH, od 3 do 9,5. Żele o maksymalnej wytrzymałości 
powstają przy pH 3 (26). Nie jest to możliwe w przypadku agaru, ponieważ 
ten nie żeluje w pH poniżej 4,5.

5. Potencjalne zastosowanie kurdlanu w przemyśle

Kiedy kurdlan został odkryty, pierwszym planowanym zastosowaniem by
ło użycie go w przemyśle spoŻ3rwczym jako substytutu naturalnych polisa
charydów roślinnych, a także jako preparatu zagęszczającego (27). Później, 
po stwierdzeniu, że (3-(l -> 3)-glukan nie jest degradowany przez enzymy tra
wienne człowieka, kolejnym możliwym zastosowaniem kurdlanu były produ
kty o obniżonej kaloiyczności (dietetyczne). Możliwość tworzenia przez kur
dlan żeli zdolnych do wchłaniania dużej ilości cukrów z syropu, sugeruje 
kolejne zastosowanie polimeru w produkcji wyrobów cukierniczych. Z kolei 
ich odporność na zamarzanie umożliwia użycie go w produkcji mrożonek 
i lodów. Pseudoplastyczne zachowanie się cieczy zawierających dodatek 
kurdlanu pozwala wykorzystać je jako zagęszczacze i stabilizatory żywności.

Do tej pory kurdlan został dopuszczony do stosowania w przemyśle spo
żywczym Japonii, gdzie jest używany głównie jako doaatek w wyrobach cu
kierniczych. Wykorzystuje się go także do produkcji błon (28), które są nie
rozpuszczalne w wodzie, biodegradowalne i nieprzepuszczalne dla tlenu (29). 
Prawdopodobnie kurdlan zostanie szybciej wykorzystany w innych gałęziach 
przemysłu, na przykład do odzysku odpadowych olejów. Możliwe jest także
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użycie tego polisacharydu w immobilizacji enzymów. Niezwykle interesujące 
są doniesienia o antynowotworowych właściwościach trój łańcuchowych czą
steczek kurdlanu o uporządkowanej molekularnej strukturze, które wskazują 
możliwość wykorzystywania tego bakteryjnego polisacharydu w leczeniu no
wotworów (30).
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Curdlan — structure, properties and applications

Summary

Curdlan, a bacterial (3-(l —> 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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