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Study of levan synthesis - bacterial levansucrases as biocatalysts
Summary

The paper reviews study of levan synthesis with bacterial enzymes. The fol-
lowing main subjects are discussed 1) levan description (molecular weight,
fructans as substrate in depolymerisation reaction) 2) systematic and profile of
bacterial levansucrases (substrate specificity, kinetic of transfructosylation reac-
tion, effects of various agents on synthesis of levan, secretion mechanism and
isolation of levansucrase, in vivo and in vitro efficiency of levan production pro-
cess).
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1. Wstep

Ciagle poszukuje sie nowych Zzrédet polisacharydéw popra-
wiajacych wihasciwosci technologiczne zywnosci lub cbaraktery-
zujacych sie specyficznymi wiasciwosciami funkcjonalnymi. Do
takich naleza wodorosty morskie, z ktérych pochodzg alginian
(Laminaria, Ascophyllum), karagen (Sarcothalia, Gigartina, Chondrus),
a takze bakterie syntetyzujace alginiany (Azotobacter, Pseudomonas),
ksantany (Xanthomonas) i dekstrany (Leuconostoc, Lactobacillus,
Streptococcus) (1-3).
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Bakteryjne polisacharydy to potencjalnie Zzrédto nowych funkcjonalnych biopoli-
mer6w dla przemystu spozywczego. Do produktéw zywnosciowych sa wprowadza-
ne najczesciej jako zagestniki i czynniki zelujace w celu modyfikacji tekstury zywno-
Sci (4). Niosg one ze sobg czesto wymierne korzysci ekonomiczne dzieki swej repro-
duktywnosci chemicznej, stabilnych kosztéw wytwarzania oraz niezachwianej poda-
zy (5).

Docelowo uzyteczne polisacharydy moga by¢ wytwarzane bezposrednio w pro-
dukcie lub tez wprowadzone do niego jako jeden ze skiadnikdéw pozyskanych
uprzednio na drodze syntezy in vivo, jak i in vitro. Wiele bakterii wytwarzajacych eg-
zopolisacharydy bezposrednio w produkcie spozywczym ksztaktuje jego strukture.
Powszechnie wiadomo, ze bakterie fermentacji mlekowej (LAB, ang. Lactic Acid Bacteria)
zdolne sg do wytwarzania homopolisacharyddw, tj. dekstranu, mutanu, alternanu,
lewanu, inuliny i heteropolisacharydow, ktore zbudowane sg najczesciej z podjed-
nostek glukozy, galaktozy i ramnozy. Polimery te charakteryzujg sie zréznicowang
masg czasteczkowa, co z kolei rzutuje na reologie produktu. Znane sg aplikacje kul-
tur starterowych, wytwarzajacych egzopolisacharydy w jogurcie i kefirze.

Przykladowe gatunki LAB, zdolne do syntezy homopolimerow to: Lactococcus
lactis, Lactobacillus curvatus, Leuconostoc pseudomesenteroides, L. mesenteroides subsp.
mesenteraides, L. mesenteroides subsp. dextraniciim, L. mesenteroides, a heteropolisacha-
rydéw: Lactococcus lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris, Lactobacillus casei,
Lb. sake, Lb. rhamnosus, Lb. acidophilus, Lbh. delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb. Helveticus
i Streptococcus thermophilus (6-8).

Generalnie, liczba egzopolisacharyddw wytwarzanych przez LAB w matrycy pro-
duktu spozywczego jest niska, a ich synteza niestabilna. Wynika to z faktu utraty
plazmid6w lub obecnosci mobilnych elementéw genomu, przegrupowania genomu;
dotyczy to szczegOlnie bakterii mezofilnych (9). Z tych powodéw poszukuje sie no-
wych szczepdw bakteryjnych. Mikroorganizmy te powinny syntetyzowac¢ z wysoka
wydajnoscig egzopolisacharydy o zdefiniowanych wasciwosciach technologicznych
i prozdrowotnych, ktére mozna wprowadzi¢ rowniez do produktéw niefermento-
wanych (10).

2. Charakterystyka lewanu - polisacharydu pochodzenia bakteryjnego

Lewan jest homopolimerem fruktozy z wigzaniami P(2/6)-fruktofuranozydowy-
mi, nalezy do fruktandéw bakteryjnych serii 6-kestozy. Wytwarzany jest z sacharozy
w reakcji transfruktozylacji, ktorg katalizuje lewanosacharaza (P-2,6-fruktan: D-glu-
kozo-I-fruktozylotransferaza, E.C. 2.4.1.10.) (11). Drugim, szeroko rozpowszechnio-
nym fruktanem jest inulina, fruktan roslinny, serii 1-kestozy o wigzaniach P(2"1)-gli-
kozydowych (12). Wiele prac z zakresu pro- i prebiotykéw koncentruje sie na inuli-
nie, m.in. ze wzgledu na udowodnione wtasciwosci prebiotyczne, jak i tendencje do
zelowania w wodnych roztworach (13). Lewan w przeciwienstwie do inuliny nie
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Zeluje i rozwazany jest generalnie jako polimer niepeczniejacy w wodzie w tempe-
raturze pokojowej (14). jego prebiotyczne wiasciwosci wcigz nie zostaty jedno-
znacznie udokumentowane (15,16). Wiasciwosci te zawezajg zatem spektrum apli-
kacyjne lewanu. Wiele wczesniejszych badar koncentrowato sie na lewanie gtéwnie
z powodu jego syntezy przez mikroflore wywotujaca préchnice zebdw (17). Jednak-
ze wiekszos$¢ ostatnich prac dotyczy roli lewanu w patogenezie roslin (18), jego
wiasciwosci przeciwnowotworowych (19), przeciwcholesterolowych (16) oraz pre-
biotycznych.

2.1. Pochodzenie i budowa lewanu

Fruktany typu lewanu syntetyzowane sa przez rézne gatunki bakterii - m.in.
Zymomonas mobilis (20), Bacillus siibtilis (21), Bacillus circulans. Bacillus polymyxa, Erwinia
amylovora, Erwinia herbicola, Serratia sp. (22), Rahnella aguatiiis (23), Pseudomonas
syringae (24), Acetobacter xylinum NCI 1005 (25), Gluconoacetobacter diazotrophicus
(26), Lactobacillus reuteri LB 121, Lactobacillus sanfranciscensis LTH2590 (27).

W zaleznosci od zrédta i warunkow syntezy pozyskiwany lewan charakteryzuje
sie zréznicowana masg czasteczkowg i odmienng strukturg przestrzenng. Czynniki
decydujace o zmiennosci tych podstawowych cech powinny zatem by¢ szczegétowo
zdefiniowane, poniewaz zaréwno masa czasteczkowa jak i przestrzenna konforma-
cja czasteczki wptywa na wihasciwosci fizyczne.

2.1.1. Podziat sacharydéw - polimeréw fruktozy

Sacharydy fruktozowe mozna podzieli¢ przyjmujac jako kryterium stopien poli-
meryzacji (DP). Pierwsza grupe stanowig fruktooligosacharydy (FOS) - krétkotan-
cuchowe fruktany zbudowane z 2-10 reszt fruktofuranozydowych. Wystepujg jako
oligosacharydy homogenne, ztozone wytacznie z fruktozy, oraz jako oligosacharydy
heterogenne zbudowane z jednej czasteczki sacharozy i 7-8 reszt fruktozy. W przy-
rodzie oraz w produktach otrzymanych w wyniku biokonwersji fruktanéw lub sa-
charozy wystepujg mieszaniny fruktooligosacharydéw o stopniu polimeryzacji od
3 do 7. Do fruktooligosachryddw zalicza sie rowniez inulobioze o DP = 2 (28). Dru-
ga grupa to polisacharydy fruktozowe - zwiazki powstajagce wskutek kondensacji
czasteczek monosacharydéw przy jednoczesnym wydzielaniu czasteczek wody. Za
polisacharyd uwaza sie czasteczke o stopniu polimeryzacji wiekszym niz 10 (29).

Drugim kryterium podziatu sacharydow jest rozpuszczalno$¢ w S0% (v/v) etanolu
i odporno$¢ na proces trawienia w przewodzie pokarmowym. Czesto oligosachary-
dy o DP miedzy 2 a 50 okreslane sg jako niestrawne oligosacharydy. Podziat oparty
na rozpuszczalnosci oligosacharyddéw i polisacharydéw w etanolu pozwala unikngé
zacierania granicy miedzy tymi grupami sacharydow. Obecnie jako blonnik pokar-
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mowy rozumie sie frakcje polisacharydowa nierozpuszczalng w 80% etanolu. W za-
proponowanym podziale (30) mozna zaklasyfikowaé sacharydy fruktozowe w cztery
grupy zgodnie z tabelg 1.

Tabela 1

Klasyfikacja sacharydéw fruktozowych (opracowanie wiasne)

Grupa Przyktadowe sacharydy
nionosacharydy i disacharydy fruktoza, sacharoza

krétkotaricuchowe sacharydy fruktozowe (rozpuszczalne w  fruktooligosacharydy (1-kestoza, nystoza, fruktozylo-nysto-

80% etanolu) za), oligomery inuliny (inulobioza) i lewanu (lewulany, le-
wanobioza), cykliczne formy dimeryczne powstate z inuliny
i lewanu

polimery fruktozy inulina, lewan

heteropolisacharydy obecne w $cianach komérkowych roslin (btonnik pokarmowy')
inne polisacharydy (gumy, $luzy ro$linne i inne izolowane
nieskrobiowe polisacharydy w tym i bakteryjne)

Powszechnie lewan wystepuje w formach polimerycznych o DP>10. Zalicza sie
go do (3-(2-"6)-(frukto)polimeréw. Obecno$¢ terminalnej glukozy w tancuchu kwali-
fikuje produkty enzymatycznej syntezy lewanu do grupy heteropolisacharyd6w. jed-
nakze w literaturze, ze wzgledu na znikomy procentowy udziat monomeréw gluko-
zy w stosunku do fruktozy, lewan okreslany jest jako homopolimer fruktozy. Znane
sg tez P-(2->6)-fruktooligosacharydy lewanu - lewulany. Oligosacharydy te otrzy-
mywane sg w wyniku czesciowej depolimeryzacji lewanu.

2.1.2. Masy czasteczkowe lewanu

Masy czasteczkowe lewanu determinowane sg przez warunki reakcji syntezy.
Temperatura to jeden z wazniejszych parametrow takiej reakcji. Wedtug jednych
autorow synteza lewanu o duzej masie czasteczkowej przebiega wydajniej w wyz-
szych temperaturach, tj. 50°C (11), inni twierdza, ze temperatury powyzej 18°C po-
wodujg spadek stopnia polimeryzacji lewanu, przypuszczalnie na skutek spadku po-
winowactwa enzym-lewan i czesciowej hydrolizy lewanu w wysokich temperaturach
(24). Tezy te nie majg jednakze praktycznego przetozenia w odniesieniu do wszyst-
kich syntez prezentowanych w pismiennictwie. Profil mas czgsteczkowych lewanu
otrzymanego w wyniku syntezy in vitro (lewanosacharaza z Bacillus subtilis C4) byt
niezalezny od temperatury syntezy, jak i stezenia poczatkowego sacharozy. Otrzy-
mywano dwie frakcje lewanu - wysokoczgsteczkowg (10" Da) oraz niskoczastecz-
kowg (od 0,5 do 10 kDa). Wysoko- i niskoczasteczkowy lewan syntetyzowany byt
jednoczesnie, co wskazuje, ze krétkotaricuchowe czasteczki nie powstawaty w kon-
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cowej fazie, kiedy to stezenie sacharozy byto zbyt niskie do wydajnej transformacji
przez enzym (31).

Masy czasteczkowe frakcji o wysokim stopniu polimeryzacji moga osiggac¢ war-
tosci rzedu nawet mega daltonéw (MDa). W warunkach in vivo, w temp. 37°C (enzym
pozyskiwano z hodowli Bacillus subtilis \natto\ Takahashi) uzyskiwano lewan o profilu
mas odpowiednio dla frakcji wysokoczgsteczkowej 1,8 MDa, a dla niskoczasteczko-
wej 11,9 kDa (32). Lactobacillus reuteri 121 syntetyzowat natomiast lewan o masie
czasteczkowej ponad 2 MDa i 150 kDa (33). Istniejg rdwniez metody indukowania
syntezy wysokospolimeryzowanego lewanu o masie czasteczkowej rzedu MDa po-
przez wprowadzenie do mieszaniny reakcyjnej 2-metylo-2-propanolu (34).

Proces immobilizacji enzymu takze wptywa na wielko$¢ czasteczek syntetyzowa-
nego lewanu. Unieruchomiona na hydroksyapatycie lewanosacharaza wytwarza wiek-
sze ilosci lewanu 0 nizszej masie czasteczkowej niz forma natywna enzymu (35).

Rozgalezienia boczne taicuchdw decyduja o strukturze przestrzennej polisacha-
rydu, co moze nastrecza¢ pewne trudnosci w szacowaniu mas czasteczkowych lewa-
nu. Stwierdzono, ze liczba fancuchéw bocznych wzrasta wraz z rosnagcg masg czas-
teczkowg lewanu (36). Zatem szacowane na podstawie objetosci hydrodynamicz-
nych masy czasteczkowe prawdopodobnie nie sa adekwatne do wartosci rzeczywi-
stych.

Niska lepkos$¢ specyficzna przy wysokiej masie czasteczkowej lewanu sugeruje
zwartg sferyczng powierzchnie makroczasteczki. Na podstawie wynikéw badan z uzy-
ciem mikroskopii elektronowej wskazuje sie na elipsoidalny ksztatt mojekut lewanu

(37). Globularny ksztatt wykazuje réwniez wysokoczasteczkowa inulina {"w
syntetyzowana in vitro z wykorzystaniem fruktozylotransferazy (EC 2.4.1.9.) ze

Streptococcus mutans i konidii Aspergillus sydowi (inkubowanych w 20% roztworach sa-
charozy), zawierajaca okoto 5-7% wigzan p-(2-"6) glikozydowych (38). Sugeruje to, ze
elipsoidalna struktura determinowana jest obecnoscig wigzan (3-(276) glikozydo-
wych, a wigzania p-(2-"I) glikozydowe faricuchéw bocznych lewanu powoduja gwat-
towny wzrost objetosci hydrodynamicznej czasteczki. Stad tez moze wynikaé duza
rozbiezno$¢ mas czasteczkowych szacowanych metodami chromatografii zelowej.

3. Enzymatyczna synteza lewanéw

Wykazana zmienno$¢ masy czasteczkowej syntetyzowanego lewanu sktania do
rozpoznania przyczyn tak duzej roznorodnosci oraz mozliwosci ksztattowania tego
parametru jakosciowego na drodze modelowania warunkéw syntezy.

Obliczono, ze w enzymatycznej syntezie polifruktanéw mozna otrzymac az 720
roznych trisacharyddw z trzech réznych heksopiranoz. Dlatego istotne jest rozpo-
znanie szlakéw metabolicznych, na drodze ktérych bylyby syntetyzowane polisacha-
rydy o whasciwosciach najbardziej pozadanych. Istotna jest zatem znajomos$¢ stereo-
i regioselektywnosci enzymow uczestniczacych w syntezie polisacharydow (39).
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Do katalizowania syntezy oligosacharydéw uzywane sg dwa gtdwne typy enzy-
moéw: hydrolazy (glikozydazy: E.C. 3.2.) oraz transferazy (transferazy glikozylowe:
E.C. 2.4)) (40).

3.1. Synteza lewanu przy uzyciu hydrolaz

Klasyfikacje sacharaz mozna przeprowadzi¢ na podstawie specyficznosci dzia-
fania oraz swoistosci katalizy (z czego wynika klasyfikacja E.C. - system podziatu
enzymoéw w czteroliczbowej klasyfikacji). Podziat sacharaz uwzgledniajacy podobien-
stwo genéw kodujacych te enzymy klasyfikuje je w grupie hydrolaz typu droz-
dzowego (P-D-fruktofuranozydaz - p-FF-azy) kodowanych przez suc2 - jak w przy-
padku Saccharomyces cerevisiae (41), ktére sa podobne do: p-fruktofuronozydazy (bJJ)
(42), wewnatrzkomérkowych sacharaz z Bacillus subtUis {sacA) (43), zewnatrzkomor-
kowych lewanaz (E.C. 3.2.1.65., sacC) (44) oraz wewnatrzkomérkowej hydrolazy sa-
charozowej z Escherichia coli (rafD) (45).

Glikozydazy, w tym i hydrolazy typu drozdzowego, moga sprzega¢ glikozylowe
czasteczki w reakcji rewersji (odwrdconej hydrolizy) lub tez przenosi¢ glikozydowe
reszty z aktywowanych donoréw na akceptory. Zgodnie z efektem mas, przesunie-
cie reakcji w Kierunku syntezy moze zosta¢ uzyskane poprzez wzrost stezenia reak-
tantéw, obnizenie aktywnosci wody, usuwanie produktow reakcji z mieszaniny po-
przez precypitacje, ekstrakcje lub tez transformacje do innego produktu (40). Na tej
drodze sg syntetyzowane gluko-, manno- i galaktooligosacharydy (46).

Glikozydazy ponadto sg szeroko rozpowszechnione i dostepne, mogg wykazy-
wac wysoka termostabilnosé, co pozwala na operowanie w czasie syntezy wysokimi
temperaturami, a takze stezonymi roztworami sacharydéw. Jednakze gtdwnymi czyn-
nikami limitujgcymi reakcje rewersji sg: niska aktywno$¢ glikozydaz w stezonych
roztworach, mata wydajno$¢ konwersji potgczona z otrzymywaniem produktu be-
dacego izomeryczng mieszaning (47). Glikozydazy katalizujg takze przeniesienie
grup glikozylowych z pochodnych glikozydowych na molekuty bedace akceptorami,
ktore generalnie zawierajg grupy hydroksylowe. W tym przypadku wydajnos¢ reak-
cji jest kontrolowana kinetycznie, jako ze produkt reakcji stanowi potencjalny sub-
strat dla glikozydazy (40).

3.2. Synteza lewanu przy uzyciu transferaz

Druga grupa enzymoéw katalizujacych synteze oligosacharydéw - transferazy -
przenosi specyficzne grupy nawet w mieszaninach o duzym rozciericzeniu. Energia
niezbedna w tego typu reakcji syntezy, pochodzaca z wigzan glikozydowych sub-
stratdw jest przechowywana w kowalentnych przejsciowych potaczeniach gliko-
zyl-enzym (48).
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Rys. Sekwencja reakcji enzym-sacharyd w trakcie reakcji transfruktozylacji, gdzie: E - enzym (lewa-
nosacharaza), S - sacharoza, ES - kompleks enzym-sacharoza, G - glukoza, EF - kowalentny kom-
pleks przejsciowy fruktozyl-enzym, L - lewan (akceptor), EL - elongowana czgsteczka polimeru, L(n+i)
lewan po procesie elongacji (48).

W obrebie transferaz fruktozylowych mozna wyodrebnié¢ dwie grupy enzymow:
transferazy zaliczane do klasy E.C. 2.4.1.9. odpowiedzialne za przeniesienie podjed-
nostek fruktofuranozylowych z sacharozy na akceptor z wytworzeniem wigzan
P(2"1)-glikozydowych oraz zaszeregowane do klasy E.C. 2.4.1.10. tworzgce homo-
polisacharyd o wigzaniach P(2—>6)-glikozydowych (49). Najpowszechniej lewan syn-
tetyzowany jest z udziatem lewanosacharazy - enzymu nalezgcego do grupy trans-
feraz, czyli jest to swoisty transfer podjednostek monomeru z donora na akceptor.
Lewanosacharazy (LS) z Bacillus siibtilis - kodowane przez gen sucB (50), wykazujg
podobienstwo z fruktozylotranferazg (FE) ze Streptococcus mutans (E.C. 2.4.1.9., gen
ftj) (51) oraz LS-zg i p-FF-azg z Zymomonas mobilis (SucZE2) (52).

W badaniach nad kinetyka transfruktozylacji katalizowanej przez enzymy klasyfi-
kowane w grupie lewanosacharaz z Bacillus subtilis dowodzi sie, ze reakcja ta prze-
biega zgodnie ze schematem okreslanym mianem pinp-pong (48). Mechanizm ten zi-
lustrowany jest na rysunku i opiera sie na istnieniu stanu posredniego - komplek-
su fruktozyl-enzym (48). Cze$¢ fruktozylowa tego kompleksu jest kowalentnie zwia-
zana z enzymem przez wigzanie estrowe, gdzie uczestniczy P-karboksylowa grupa
kwasu asparaginowego i drugi wegiel (C-2) fruktozowy.

Produkcja nieredukujacych oligosacharydéw (1-kestozy, nystozy, fruktozylo-ny-
stozy) znanych jako Neosugar®, przebiega rowniez z udziatem transferaz fruktozylo-
wych izolowanych z Aspergillus niger i Aureobasidium pullulans (53). Znana jest takze
transferaza cyklofruktanowa syntetyzowana przez Bacillus circulans, ktora katalizuje
synteze czasteczek cyklofruktanu z inuliny, bedgcego oligosacharydem zawierajgcym
od 6 do 8 podjednostek fruktofuranozy potaczonych w pierscien przez cykliczne
wigzanie P(2—1)-glikozydowe (54). Mozna zatem oczekiwa¢, ze w najblizszej przy-
sztosci zostang wyizolowane i scharakteryzowane tego typu p-(2-6)-transferazy.

3.3. Charakterystyka lewanosacharazy
Lewanosacharaza izolowana z Bacillus subtilis jest jednym z nielicznych, szcze-
gotowo udokumentowanych enzymoéw katalizujacych synteze lewanu. Enzym ten

ma strukture pojedynczego polipeptydowego fancucha, nie zawierajacego cysteiny
(48). Enzym ten wykazuje wysoka rozpuszczalnos¢ w roztworach zawierajacych jony
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fosforanowe, natomiast jest nierozpuszczalny w wodzie, co wykorzystywane jest
w procesie krystalizacji. Molekuta lewanosacharazy przedstawia wydtuzong struktu-
re wzdhtuz osi y, ktérg owija, wskutek czego uzyskuje ksztatt wydtuzonej elipsoidy
0 przyblizonych wymiarach 26 x 32 x 117 A (55).

Rozpuszczalne jony zelaza indukujg tetrameryzacje lewanosacharazy (56). Od
szesciu do osmiu atomow zelaza jest zasocjowanych z tetramerem. Stata powino-
wactwa metal-proteina jest w tym przypadku niska i wynosi 3+ 10" M ’. Taka struk-
tura powoduje wysoka termostabilno$¢ enzymu oraz przyczynia sie do wzrostu
uporzadkowania lewanosacharazy w strukture helikoidalng (57).

Czynnikami warunkujacymi pofatdowanie lewanosacharazy (z Bacillus subtilis, ba-
dania in vitro), pozwalajgcymi na uzyskanie odpowiedniej struktury trzeciorzedowej
enzymu sg: odpowiednie pH, obecnos¢ jondw metali i substancji je wiazacych (58).

3.3.1. Masa czasteczkowa lewanosacharazy

Lewanosacharaza wystepuje w formach réznigcych sie strukturg czasteczki. Nie
stwierdzono dotychczas wystepowania wielorakich form tego enzymu, czyli pro-
duktéw wtdrnej modyfikacji enzymu, zachowujgcych jego aktywno$¢ biologiczna,
jednakze lewanosacharaza wystepuje w postaci wielu izoenzymow - powstaje
przy udziale réznych gendw strukturalnych. Masy czasteczkowe lewanosacharaz
oznaczone technikg SDS - PAGE (elektroforeza w warunkach denaturujacych, ang.
Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) zawieraja sie w szerokim za-
kresie, tj. od 45 do 120 kDa. Zestawienie danych Zrédtowych przedstawiono w ta-
beli 2

Tabela 2
Masy czasteczkowe lewanosacharaz syntetyzowanych przez wybrane mikroorganizmy
Mikroorganizm Masa czasteczkowa lewanosacharazy (kl)a) Literatura

Pseudomonas syringae 45 (24)
Acelobacter diazotrophicus 52 (26)
Bacillus sp. TH4-2 56 (59)
Zymomonas mobilis (60,61)
Acelobacter diazotrophicus (62)
Microbacterium laevanifonnans 60 (63)
Bacillus circulans 64 (22)
Lactobacillus sanfranciscensis TMW 1.392 90 (64)
Rahnella aguatilis JCM-1683 120 (65)
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3.3.2. Specyficznos$¢ substratowa lewanosacharazy

Specyficznos¢ substratowa lewanosacharaz oraz réznorodnos$¢ koricowych pro-
duktéw zaleza od zrodta pochodzenia enzymu. Lewanosacharaza z Microbacterium
laevaniformans katalizuje synteze 1-kestozy (GF2), nystozy (GF3), 1-fruktozylo-nysto-
zy (GF4), chociaz liczba tych oligosacharydéw jest nieznaczna w stosunku do lewa-
nu. Roznorodne oligosacharydy fruktozylowe powstajg w czasie reakcji, jezeli
w medium poza sacharoza obecne sg inne sacharydy. Wykazano, ze disacharydy sa
lepszymi fruktozylowymi akceptorami niz monosacharydy, a sacharydy zawierajgce
pierscien piranowy (galaktoza, maltoza, laktoza, melibioza, celobioza) sa lepszymi
akceptorami niz sacharydy zawierajace pierscien furanowy (arabinoza, ksyloza, rafi-
noza) (63). Uogodlnienia te moga by¢ jedynie stosowane w obrebie testowanego izo-
enzymu, tak np. lewanosacharaza z Bacillus macerans EG-6, okre$lana przez autoréw
jako nowa fruktozylotransferaza - FTA-za, wydajnie katalizowata transfer reszt fruk-
tozowych na D-ksyloze, jako najlepszy akceptor wsrod testowanych sacharydéw.
Ustalono nastepujaca kolejnos$¢ przydatnosci poszczegélnych sacharydéw jako ak-
ceptorow: D-ksyloza, L-arabinoza, L-sorboza, D-galaktoza, maltoza, D-mannoza, lak-
toza, rafinoza (66). W wyniku zastosowania ksylozy otrzymano fruktozylo-ksyloze
(FX). Wydajna synteza FX pozwala na aplikacje uzyskanego oligosacharydu jako sub-
stancji stodzacej, inhibujacej glukozylotransferaze wytwarzang w jamie ustnej przez
Streptococcus mutans. Powstaty D-glukan sprzyja powstawaniu prochnicy (67).

Lewanosacharaza moze rowniez by¢ zastosowana do syntezy fruktozydu metylu
(MF), bedacego alkilem fruktozydowym syntetyzowanym m.in. przez inwertaze. Wiek-
szo$¢ hydrolaz nie wykazuje transferycznej aktywnosci w obecnosci niskich stezen
rozpuszczalnikéw organicznych, poniewaz rdwnowaga reakcji jest przesunieta
w strone hydrofilows, tj. transferu reszt fruktozylowych na wode, co skutkuje spad-
kiem ogo6lnej liczby wigzan glikozydowych w mieszaninie reakcyjnej. W przypadku
lewanosacharazy, bedacej transferaza nie obserwowano niekorzystnego, nadmienio-
nego efektu (68). Enzymatyczna kataliza MF moze by¢ substytutem syntez chemicz-
nych, poniewaz chroni wegiel anomeryczny w czasie reakcji. Metody chemiczne nie
pozwalajg uzyska¢ czystego anomerycznie fruktozydowego alkilu. Wydajna synteza
(70%) MF jest mozliwa w reakcji z wykorzystaniem rekombinowanej lewanosacharazy
(transferazy) z Rahnello aguatilis, gdzie jest wymagany metanol jako akceptor acylo-
wy. Wiekszos$é lewanosacharaz, jak wykazano we wczesniejszych pracach, jest inhi-
bowana przez MF, a w szczeg6lnosci hamowana jest synteza lewanu (23).

3.3.3. Aktywnos$¢ lewanosacharazy
Pierwsze, a zarazem jedyne prace, w ktorych w sposéb kompleksowy opisuje sie

wptyw sity jonowej i primeréw lewanu na pomiar aktywnosci lewanosacharazy opu-
blikowano w latach siedemdziesigtych i osiemdziesigtych (22,74,75). W pOzniej-
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szych pracach w sposob szczegdtowy okresla sie wptyw czynnikéw fizykochemicz-
nych na reakcje katalizowane przez lewanosacharaze.

Wykazano, ze suplementacja mieszaniny reakcyjnej fewanem jako akceptorem
(zar6wno nisko- (DP = 120) i wysokoczasteczkowym (DP = 1200)) powoduje dwu-
krotny wzrost szybkosci reakcji. Oligomery o DP od 2 do 5 nie wptywaty na aktyw-
no$¢ enzymu, a lewan o DP = 9 powodowat 50% wzrost aktywnos$ci. Rosngca kon-
centracja soli fosforanowych znosita dodatni efekt wzrostu szybkosci reakcji uzyski-
wany pierwotnie poprzez suplementacje mieszaniny reakcyjnej lewanem o zrézni-
cowanym DP. Podobne rezultaty uzyskano stosujagc NaCl. Rosngce stezenie buforu
fosforanowego powodowato obnizenie ilosci syntetyzowanego tewanu o wysokim
stopniu polimeryzacji (69). Inhibicje transferu reszt fruktozylowych oraz obnizenie
syntezy lewanu o wysokiej masie czgsteczkowej przez wzrost sity jonowej mieszani-
ny reakcyjnej potwierdzono w pdzniejszych, niezaleznych badaniach (70). Obecno$¢
lewanu w medium reakcyjnym znaczaco woweczas skracala czas reakcji. Autorzy su-
geruja ponadto, ze wyzsze stezenia buforu fosforanowego moga by¢ wykorzystane
jako jeden z czynnikéw regulujacych stopien polimeryzacji lewanu syntetyzowane-
go enzymatycznie.

3.3.4. Kinetyka reakcji transfruktozylacji

Lewanosacharaza przenosi reszty fruktozylowe z sacharozy na alkohol pierwszo-
rzedowy przy széstym weglu (C-6) fruktozy; na nieredukujacy koniec taricucha fruk-
tanu. Enzym ten aktywuje przebieg trzech charakterystycznych reakcji, tj. synteze
lewanu z sacharozy w wyniku transfruktozylacji, z uwolnieniem glukozy; hydrolize
lewanu do fruktozy oraz reakcje wymiany podjednostek (*"*Clglukozy w reakcji fruk-
tozo-2,1-glukoza + [""Clglukoza w wyniku czego powstaje fruktozo-2,I-[""C|gluko-
za + glukoza. Lewanosacharaza wykazuje takze hydrolityczng aktywno$¢ w stosun-
ku do lewanow o niskiej masie czasteczkowej (24).

Lewan, sacharoza, woda, alkohole oraz mono- i oligosacharydy moga stuzy¢ jako
akceptory reszt fruktozylowych. Raflnoza jako substrat reakcji transfruktozylacji ka-
talizowanej przez lewanosacharaze z Bacillus subtilis prowadzi do syntezy lewanu
z wydzieleniem melibiozy. Lewanobioza - dwucukier z wigzaniem eterowym utwo-
rzonym miedzy weglem drugim (C-2) podjednostki fruktozowej przeniesionej z sa-
charozy a szostym weglem (C-6) wolnej fruktozy jest syntetyzowana, wtedy gdy
w medium reakcyjnym donorem reszt fruktozylowych jest sacharoza, a akceptorem
wolna fruktoza (70).

W latach osiemdziesigtych ubiegtego wieku potwierdzono, ze lewan wzmaga ak-
tywnos¢ transferyczng lewanosacharazy, co dowodzi, iz jest on lepszym akceptorem
dla reszt fruktozylowych niz woda czy glukoza. Obecno$¢ lewanu powoduje do-
strzegalny wzrost aktywnosci lewanosacharazy z jednoczesnym przesunieciem ak-
tywnosci enzymu - z hydrolitycznej do transferycznej, ukierunkowanej na synteze
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polimeru (31). Najwazniejszy parametr Kinetyczny - stala Michaelisa-Menten -
- jest mocno zroznicowana w zaleznosci od mikroorganizmu syntetyzujgcego
(tab. 3).

Tabela 3
Wartosci statych Michaelisa dla lewanosacharaz izolowanych z podiozy bakteryjnych
Mikroorganizm K, [M] Literatura
Lactobacillus reuteri 121 0,007 (33)
Acetobacter diazotrophicus 0,012 (62)
Lactobacillus sanfranciscensis TMW 1.392 0,013 (64)
Bacillus sp. TH4-2 0,017 (11)
Bacillus subtilis 0,020 (1)
Rahnella aquatilis 0,050 (65)
Zymomonas mobilis 0,122 (60)
Pseudomonas syringae 0,160 (24)

3.3.5. Wplyw czynnikdw fizykochemicznych na aktywno$¢ lewanosacharazy

Najwazniejszym czynnikiem decydujacym o aktywnosci lewanosacharazy jest
temperatura. W jednych z pierwszych badan nad termostabilnoscig lewanosachara-
zy wykazano, ze enzym pozyskany z podtozy hodowlanych Bacillus subtilis traci
potowe swojej aktywnosci w czasie 22 min inkubacji w temp. 22°C, natomiast nie-
mal natychmiastowa inaktywacja nastepowata w 60°C. Wykazano, ze dodatek jonéw
zelaza, glinu lub cynku powodowat wzrost termostabilnosci enzymu. Pozyskana le-
wanosacharaza byfa natomiast stabilna podczas przechowywania w temperaturze
-20°C. Powtarzajaca sie procedura zamrazania i odmrazania powodowala jednakze
obnizenie aktywnos$ci preparatu enzymatycznego (21).

Na podstawie badan dotyczacych lewanosacharaz izolowanych z réznych zrodet
stwierdzano duze réznice w charakterystyce, jak i wiasciwosciach enzymu kwalifi-
kowanego w tej samej klasie (E.C.) (24). Kilka ze scharakteryzowanych lewanosacha-
raz wykazywato wysoka aktywno$¢ katatityczng w wysokich temperaturach. Wyzsze
temperatury sprzyjaty jednakze przede wszystkim hydrolizie. Zestawienie zakresu
temperatur hydrolizy sacharozy i syntezy lewanu dla poszczeg6lnych lewanosacha-
raz opisanych w literaturze przedstawiono w tabeli 4.

Znane sg réwniez lewanosacharazy, ktorych aktywnos¢ jest niezmienna w szero-
kim zakresie pH, jak i temperatury, np. lewanosacharaza z Lactobacillus sanfranciscensis
TMW 1.392 (64). Rdznice miedzy iloscig sacharozy ulegajacej procesowi hydrolizy
w przypadku lewanosacharazy z Bacillus subtilis C4 niwelowano poprzez zastosowa-
nie wyzszych stezen sacharozy (2,6 M). Uzyskiwano wowczas taki sam stosunek ak-
tywnosci hydrolitycznej do transferycznej w temperaturze 60 jak i 37°C (31).
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Tabela 4

Wartosci temperatur w ktérych lewanosacharazy izolowane z réznych bakterii wykazujg najwyzsze aktywno-
§ci transferyczne (synteza lewanu) i hydrolityczne (hydroliza sacharozy)

Mikroorganizm Optymalne temperatury (“C) dla: .
Literatura

syntezy lewami  hydrolizy sacharozy

Bacillus sp. TH4-2 50 60 (11)
Bacillus circulans 40 45 (22)
Pseudomonas syringae 18 60 (24)
Zymomonas mobilis (lewanosacharaza z rekombinowanej E. coli) 30 60 (61)
Acetobacter diazotrophicus 40 60 (71)

Wysoka stabilno$¢ enzymu w skrajnych temperaturach, zaréwno niskich jak i wy-
sokich jest wazna z dwéch powodow. Z jednej strony zmniejsza ryzyko rozwoju mi-
kroflory zanieczyszczajacej, a z drugiej przyczynia sie do obnizenia aktywnosci innych
enzymow. Istotne jest, aby przy tym skojarzy¢ najkorzystniejszag temperature z najwyz-
szym poziomem aktywnosci transferycznej enzymu. Temperatura 4°C byla optymalng
dla syntezy lewanu przy zastosowaniu rekombinowanej lewanosacharazy, immobilizo-
wanej na hydroksyapatycie (35). Aktywno$¢ enzymu po 40. dobach przechowywania
przy tej temperaturze wynosita 67% aktywnosci poczatkowej. Najstabilniejsza termicz-
nie lewanosacharazg, jak dotychczas, jest fruktotransferaza wyizolowana z podtozy
Bacillus TH4-2, ktéra nie wykazywata utraty swej aktywnosci biologicznej po jednogo-
dzinnej inkubacji w temperaturze 50°C (11). Lewanosacharaza z Zymomonas inobils jest
stabilna w 37°C (60). Istniejg zatem duze rozbieznosci w wartosciach temperatur
bedacych inaktywujacymi dla lewanosacharaz w zaleznosci od ich pochodzenia.

Wazrost termostabilnosci enzymu mozna uzyskiwa¢ m.in. poprzez obnizenie ak-
tywnosci wody $rodowiska reakcji lub tez przez modyfikacje enzymu w celu wytwo-
rzenia form wielorakich. Zatem w wyniku modyfikacji lewanosacharazy z Bacillus
natto otrzymano koniugat enzym-glukomannan drozdzowy stabilny w temperaturze
45°C. Roéwnoczesnie uzyskano przesuniecie optimum temperaturowego z 40 do
50°C i znaczace wydtuzenie czasu potowicznej utraty aktywnosci w 45°C (z 22 min
do ponad ! h) (59).

Najwyzsze aktywnosci dla wiekszosci lewanosacharaz uzyskiwano przy zakresie
pH od 5,0 do 6,5 (11,24,59,61,62,71,72). W wiekszosci przypadkéw odczyn zasado-
wy $rodowiska powoduje jedynie obnizenie poziomu aktywnosci lewanosacharazy.
Wyjatek stanowi lewnosacharaza izolowana z Lactobacillus sanfranciscensis TMW 1.392,
ktora wykazuje najwyzszg aktywnos¢ w medium o odczynie kwasnym, a przy wartos-
ciach pH powyzej 7,0 traci aktywnos¢ (64).

Duzy wptyw na aktywno$¢ poszczegolnych lewanosacharaz majg jony metali,
a takze ich stezenie w medium. Wysoka aktywacje enzymu jonami Fe™+ wykazano
w stosunku do lewanosacharazy z Bacillus sp. TH4-2. Jony te w stezeniu 5 mM pod-
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wyzszaty czterokrotnie aktywno$¢ enzymu w stosunku do prébki kontrolnej (59).
W przypadku lewanosacharaz z Acetobacter ciiazotrophicus (62) oraz Rahnella aquatilis
jCM-1683 (0) jony Fe**' powodowaty jednak nieznaczng utrate aktywnosci. Intere-
sujace jest, ze lewanosacharaza w badaniach Ammara i wsp. (0) byta w 100% inakty-
wowana przez jony Zn2+. W pracy Parka i wsp. (63) jony cynku dziataty inhibujaco
w 60% (lewanosacharaza z Microbacterium laevaniformans) podczas gdy enzym izolo-
wany z Zymomonas mobilis byt stymulowany tymi jonami; aktywno$¢ enzymu byta
wyzsza 0 28% (35).

3.3.6. Inhibicja lewanosacharazy

Glukoza jest silnym inhibitorem lewanosacharazy, gtéwnie poprzez reakcje prze-
noszenia podjednostek fruktozy na glukoze z jednoczesnym uwolnieniem czasteczek
glukozy z sacharozy. W wyniku tego pula wigzan glikozydowych, ani skfad miesza-
niny reakcyjnej nie ulega zmianie (31). Reakcje tej wymiany mozna ujg¢ réwnaniem:
G*-FG-F—>G*-F-I-G (G*,G - glukoza, F - fruktoza, G-F - sacharoza). Stezenia sa-
charozy powyzej 300 mM réwniez powodowaty obnizenie aktywnosci transferycz-
nej lewanosacharazy izolowanej z Bacillus circulans. Aktywno$¢ hydrolityczna enzy-
mu pozostawata na tym samym poziomie, a stymulujacy efekt lewanu wywotywat
wzrost transferu (22).

Inhibujagcemu dziataniu glukozy przeciwdziata aktywujacy wptyw niskoczastecz-
kowego lewanu. jednak poczatkowo w medium reakcyjnym, pomimo wprowadze-
nia primerdw reakcji, przewaza hydroliza sacharozy. Badajgc przebieg syntezy lewa-
nu obserwowano odwrotnie proporcjonalng zaleznos¢ - obnizeniu szybkosci po-
wstawania wolnej fruktozy towarzyszyta wzrastajaca szybko$¢ powstawania lewa-
néw (31). jest to sprzeczne z doniesieniami o statym poziomie aktywnosci hydroli-
tycznej, odnotowanej w badaniach nad lewanosacharazg z Bacillus circulans (22).
W wiegkszosci przypadkéw wzrost wydajnosci/szybkosci syntezy lewanu mozna ttu-
maczy¢ zniesieniem inhibicji wywotywanej przez wolng glukoze. Znany efekt hamo-
wania hydrolizy z zastosowaniem primerow reakcji (niskoczasteczkowych lewandw)
nie zawsze przyczynia sie do uzyskania wymiernych rezultatéw, co stanowi o wy-
jatkowosci kazdej z izolowanych lewanosacharaz.

W badaniach in vivo dowiedziono, ze NaCl lub KCI stymuluje synteze lewanu
w czasie fermentacji z Zymomonas mobilis (73). W p6zniejszych badaniach in vitro su-
rowego ekstraktu lewanosacharazy potwierdzono aktywujgce dziatanie NaCl, w za-
kresie stezen 0,03-0,7 M NaCl (74). Aktywujacy efekt soli byt odwrotnie proporcjo-
nalny do stezenia sacharozy - przy 23,4 mM Kkoncentracji sacharozy aktywno$¢
wzrastata 17-krotnie, tylko 3-krotnie przy stezeniu 158 M. Autorzy pracy sugeruja,
ze lewanosacharaza ma wiasciwosci alosterycznego enzymu, ze wskazaniem na
NaCl i KCI jako heterotropowe aktywatory. Wyniki te sg z kolei sprzeczne z rezulta-
tami uzyskanymi dla lewanosacharazy z Bacillus subtilis (69).
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3.3.7. Synteza, sekrecja i izolacja lewanosacharazy

Lewanosacharaza jest enzymem produkowanym przez wiele szczepow bakterii.
Najbardziej intensywne badania wykonywano dotychczas nad lewanosacharazg izo-
lowang z Bacillus subtilis, enzymem indukcyjnym oraz zewnatrzkomdrkowym. Znane
sg takze konstytucyjne i wewngtrzkomoérkowe lewanosacharazy, np. fruktozylo-
transferaza izolowana z Aerobacter levanicum (21). Wiekszo$¢ sposrod egzoenzymow
syntetyzowana jest przez Bacillus subtilis w czasie stacjonarnej fazy wzrostu, jedynie
lewanosacharaza nalezy do unikatowych w tym wzgledzie protein, poniewaz jej se-
krecja do zewnetrznego medium wzrostowego odbywa sie w czasie wyktadniczej
fazy wzrostu (75). Opatentowano takze metody opisujace synteze zewnatrzkomor-
kowej lewanosacharazy z Bacillus licheniformis NRRL B-18962, ktdre nie wymagajg su-
plementacji podtoza hodowlanego sacharozg (76).

W badaniach nad sekrecjg lewanosacharazy przez mutant charakteryzujacy sie
nadprodukcjg tego enzymu - Bacillus subtilis QB 2010 - dowiedziono, ze wydzie-
lanie enzymu jest zalezne od czynnikéw powodujacych fizykochemiczne interakcje
z membrang komorkowa, a nie zalezg od wewnatrzkomorkowej syntezy lipiddw.
Rezultaty te sg rozbiezne z mechanizmem syntezy wewngtrzkomdrkowych enzy-
moéw, ktérych produkcja jest Scisle powigzana z obecnoscig fosfolipidow w komér-
kach bakterii z rodzaju Bacillus. Dowodzi to znaczenia potaczen membranowych
(form membranowych) w sekrecji lewanosacharazy (77), a takze o koniecznosci do-
boru odpowiednich czynnikéw Srodowiskowych warunkujgcych poprawny przebieg
procesu syntezy i sekrecji.

jednym z takich czynnik6w jest zasolenie srodowiska. System regulacyjny, odpo-
wiedzialny za wzrost bakterii w podtozach o duzych stezeniach soli, stymuluje eks-
presje m.in. genu sacB kodujacego lewanosacharaze. Stres spowodowany obecno$-
cig soli powoduje zatem dziewieciokrotny wzrost ekspresji tego genu przy | M ste-
zeniu NaCl u laseczek z rodzaju Bacillus (78).

Kolejnym czynnikiem warunkujacym powstawanie aktywnej formy lewanosa-
charazy poza mechanizmem ekspresji genu jest translokacja enzymu przez btone
komorkows bakterii Bacillus subtilis, ktora przebiega dwuetapowo. Forma osta-
teczna enzymu jest poprzedzona membranowg forma prekursorowg, ktora ulega
przeobrazeniu w procesie proteolizy (75). Drugi etap procesu sekrecji lewanosa-
charazy ma cechy aktywnego transportu przez btony komorkowe, co z kolei jest
Scisle powigzane z dostepnoscig zelaza dla komorek bakteryjnych Bacillus subtilis
(56). W badaniach in vivo potwierdzono znaczaca role stezenia jonéw H*' i/lub jo-
noéw metali (Ca*"") w procesie sekrecji lewanosacharazy z Bacillus subtilis. Okres$lo-
no, ze stezenie Ca"*" powyzej 5 mM dziata aktywujgco na proces przejscia konfor-
macyjnego - uzyskania trzeciorzedowej struktury w pH > 7, co jest czynnikiem
determinujacym sekrecje enzymu. W kwasowym Srodowisku (pFt 5,8), sekrecja le-
wanosacharazy byta wydajna bez udziatu jonéw wielowartosciowych metali. Nato-
miast podczas wzrostu bakterii w wyzszych temperaturach zaréwno kwasowy od-
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czyn podtoza hodowlanego jak i jony Ca™+ byly niezbedne do wydajnej sekrecji le-
wanosacharazy (79).

Uzyskanie wzmozonej sekrecji enzymu nie gwarantuje jednak pozyskania prepa-
ratbw lewanosacharazy o wysokich parametrach jakosciowych. W wielu pracach
pierwszy etap izolacji lewanosacharazy z ptynu hodowlanego (podtoza wzrostowe-
go) to precypitacja etanolem. Przylgczenie do enzymu faiicucha peptydowego zto-
zonego z szeSciu aminokwasow histydyny prowadzi do wymiernego postepu w za-
kresie izolacji. Umozliwiajac metoda chromatografii powinowactwa wyizolowac
preparat enzymatyczny o 95% homogennosci. Tak uzyskano rekombinowang lewa-
nosacharaze z Escherichia coli BL21 (72).

3.3.8. Reakcje syntezy lewanu i ich wydajnos¢

Synteza lewanu moze by¢ zainicjowana jedynie przez komponenty zakoriczone
przez nieredukujaca fruktoze z wolng grupg alkoholowg przy weglu C-6 (56).

Zrbznicowane wydajnosci syntez rejestrowano w zaleznosci od rodzaju syntezy
(in vivo albo in vitro), warunkow reakcji i pochodzenia zastosowanej lewanosachara-
zy. Zestawienie zaprezentowano w tabeli 5.

Tabela 5
Wydajno$¢ syntezy lewanu przy danej temperaturze i stezeniu sacharaozy
Temperatura ~ Stezeni
. . P czenie Wydajnos¢ . .
Mikroorganizm Synteza syntezy sacharozy % Uwagi Literatura
K) w "
! 2 3 4 5 b 7
Bacillus subtilis in vivo 37 15 36 - (80)
Bacillus subtilis (natto) in vivo 37 20 25 symultaniczna produkcja lewami  (32)
Takaliashi i kwasu poli-y-gliitaminowego
mozliwa jest po suplementacji
podtoza - L-gliitaminianem
Zymomonas mobilis in vivo 30 15 67 wydajno$¢ okreslona przy jedno-  (81)
czesnej syntezie lewami i etanolu
Bacillus sp. TH-2 in vitro 50 36 55 - (11)
Acetobacter in vitro 40 60 90 gtéwne produkty to I-kestozainy-  (71)
diazolrophicus SRT4 stoza
Bacillus natto in vitro 30 10 57 wzrost wydajnosci syntezy lewami  (59)
do 23,0% po zwiazaniu lewanosa-
charazy w kowalentny kompleks
z ghikomannanem
Bacillus subtilis C4 in vitro 37 od 34 do 30 uzyskiwano ten sam efekt w 60>C  (31)
89 przy 2,25 i 2,6 M stezeniu sacha-

rozy
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! 2 3 4 5 6 7

Zymomonas mobilis in vitro 0 20 27 wykorzystano rekoinbinowang le-  (72)
wanosacharaze, ekspresja
w E. coli)

Bacillus subtilis in vitro 37 15 21 suplementacja medium jonami  (82)

m11-+ powodowata wzrost wydaj-
nosci do 29%

3.3.9 Degradacja enzymatyczna lewanu

Egzopolisacharydy bakteryjne moga by¢ degradowane przez hydrolazy lub tez
liazy polisacharydowe. Pomimo ze szczepy bakteryjne dysponujg potencjatem enzy-
matycznym pozwalajagcym na depolimeryzacje makroczastek sacharydowych, jednak
rzadkoscig jest asymilacja syntetyzowanych polisacharyddw jako zrodta wegla i ener-
gii przez bakterie, ktére dany polimer uprzednio wytworzyly. Hydrolazy polisacha-
rydowe mozna podzieli¢ na endogenne i egzogenne. Czesto stanowia kompleks en-
zymoOw wytwarzanych przez pojedyncze szczepy lub tez kultury mieszane. Wiele
bakterii z otoczkami polisacharydowymi jest jednoczesnie gospodarzem dla wiru-
lentnych bakteriofagdw z wbudowanymi enzymami degradujacymi polisacharydy
w tym i lewan (83).

Enzymatyczna degradacja lewanu katalizowana jest przez egzo-p-fruktofurano-
zydazy (E.C. 3.2.1.26) - lewanaze z Bacillus subtilis lub z drozdzy [Rhodotorula sp.)
(84,85). Typowa dla tych enzymdw jest rowniez kataliza reakcji hydrolizy sacharozy
i inuliny oprocz rozktadu lewanu. Drugg grupe stanowig enzymy prowadzace do de-
gradacji lewanu z wytworzeniem: szeregu fruktooligosacharydéw - endo-lewanazy
(E.C. 3.2.1.65.) (86,87), disacharydu (lewanobiozy) - lewanobiozy (E.C. 3.2.1.64.)
(88). Przyktadem endo-lewanazy jest enzym wyizolowany z Bacillus sp. L7 (89). Kata-
lizuje on endo-hydrolize lewanu z wytworzeniem obok wolnej fruktozy wielu oligo-
sacharydéw o DP od 2 do 12 monomerdw.

Specyficzng lewanazg jest lewanobioza, produkowana jako zewnatrzczasteczko-
wy enzym przez Streptoniyces exfoliatus F3-2, ktora hydrolizuje lewan do difruktozy
(lewanobiozy) (90). Lewanaza z Pseudomonas sp. no. 43 hydrolizuje lewan z Zymomonas
mobilis i Serratia sp. rowniez tylko do lewanobiozy bez formowania produktéw po-
Srednich (91).

Lewanazy mozna w zwigzku z tym zaklasyfikowac do szeSciu uzytecznych grup,
tj. produkujace wyltgcznie fruktoze, hydrolizujagce lewan w przewadze do lewano-
biozy, wytwarzajagce gtdwnie lewanobioze i lewanotriozy, produkujgce DFA IV -
cykliczng forme difruktozy, depolimeryzujgce lewan do frukto-oligosacharydow
z DP w przedziale od 5 do 9, endolewanazy konwertujace lewan do szeregu frukto-
oligosacharydéw (86).

Trzecig ciekawa grupe enzymdw odpowiedzialnych za wewnatrzczasteczkowy
transfer fruktandéw stanowig fruktozylotransferazy lewanu (LFTaza), ktére w wyniku
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swojej aktywnosci biologicznej prowadza do degradacji lewanu z wytworzeniem
nowych fruktooligosacharydow (FOS). Ekspresja LFT-azy jest indukowana obecno-
Scig sLibstratLi w podtozu wzrostowym. Procedura izolacji kultur wytwarzajgcych en-
zym przebiega na podtozach suplementowanych lewanem (2% w/v), a produktami re-
akcji sg: DFA IV (di-D-fruktozo-2,6’:6,2-dibezwodnik, gtéwny produkt), fruktoza, di-
mery fruktozy i oligosacharydy (F2 do F4) (92,93). Znane sg takze di-D-frukto-
z0-1,2’:2,I'-dibezwodnik (DFA 1) i di-D-fruktozo-1,2":2,3'-dibezwodnik (DFA 1lI), pro-
dukowane z inuliny (94-96).

3.4. Podsumowanie

Wydajna synteza lewanu wymaga szczegdtowego doboru warunkoéw reakcji syn-
tezy wihasciwych dla danego enzymu. Przytoczone dane literaturowe pozwalajg
wskazac zakres czynnikow, ktére w sposdb znaczacy determinujg wydajnos¢ synte-
zy. Tak jak zasygnalizowano w ostatnim rozdziale, lewan nie musi byé korcowym
produktem, a moze zosta¢ wykorzystany do otrzymywania wielu, nowych i uzytecz-
nych oligosacharyddéw.

Literatura

1. Falshaw R., Bixler H. J., Johndro K., (2003), Food Flydrocolloids, 17, 129-139.

2. Sharma A., Gupta M. N., (2008), Carbohyd. Polym., 48, 391-395.

3. Lapasin R, Pricl S., (1995), Rheology of industrial polysaccharides. Theory and applications, Chapman
& Flail, Great Britain.

4. Gandhi H. P, Ray R. M., Patel R. M., (1997), Carbohyd. Polym., 34, 323-327.

5. McCormick C. A,, HarrisJ. E.,Jay A. j., Ridout M. j., Colquhoun I.j., Morris V.., (1996), j. Appl. Bac-
teriol., 81, 419-424.

6. Vaningelgem F., van der Meulen R., Zamfir M., Adriany T., Laws A. P., de Vuyst L., (2004), hit. Dairy
j., 14, 857-864.

7. van der Meulen R., Grosu-Tudor S., Mozzi F., Vaningelgem F., Zamfir M., Font de Valdez G., de
Vuyst L., (2007), hit. j. Food Microbiol., 118, 250-258.

8. de Vuyst L., Degeest B., (1999), FEMS Microbiol. Rev., 23, 153-177.

9. de Vuyst L, de Vin F., Vaningelgem F., Degeest B., (2001), Int. Dairy]., 11, 687-707.

10. van Geel-Schutten G. H., Faber E.j., Smit E., Bonting K,, Smith M. R., Ten Brink B., Kamerlingj. P.,
Vliegenthart J. F. G., Dukhuizen K., (1999), Appl. Environ. Microb., 65, 3008-3014.

11. Ammar Y. B., Takayoshi M., Ito K., lizuka M., Limpaseni T., Pongsawasdi P., Minamiura N., (2002), J.
Biotechnol., 99, 111-119.

12. Kubik C., Piasecka K., Anyszka A., Bielecki S., (2006), Biotechnologia, 2, 103-116.

13. Fluebner j.. Welding R. L., Parkhurst A., Flutkins R. W., (2008), Int. Dairy]., 18, 287-293.

14. Arvidson S. A, Rinehart B. T., Gadala-Maria F., (2006), Carbohyd. Polym., 65, 144-149.

15. Marx S. P., Winkler S., Hartmeier W., (2000), FEMS Microbiol. Lett., 182, 163-169.

16. Yamamoto Y., Takahashi Y., Kawano M., lizuka M., Matsumoto T., Sacki S., Yamaguchi Fl.,, (1999),].
Nutr. Bioch., 10, 13-18.

17. Ehrlich]., Stivalia S., Bahary W., Garg S., Long L., Newbrun E., (1975),]. Dent. Res., 54, 290-297.

18. Kasapis S., Morris E., Gross M., Rudolph K., (1994), Carbohyd. Polym., 23, 55-64.

BIOTECHNOLOGIA 3 (86) 163-181 2009 179



Artur Szwengiel i inni

19.
20.

21.
22.
23.
24.
25.

26.

217.
28.
29.
30.
3L
32.
33.

34,
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.

43.
44,

45.
46.
47.
48.
49.
50.

51.
52.

53.
54.
55.
56.
57.
58.
59.

60.

180

Calazans G. M. T., Lima R. C., de Franea F. P., Lopez C. E., (2000), Int.J. Biol. MacromoL, 27, 245-247.
Bekers M., Upite D., Kaminska E., Latikevics J., Grube M., Vigants A., Linde R., (2005), Process Bio-
chem., 40, 1535-1539.

Dedonder R., (1966), Method. EnzymoL, 8, 500-506.

Oseguera M. A. P., Guereca L., Lopez-Munguia A., (1996), Appl. Microbiol. Biot., 45, 465-471.
Kim M. G., Kim C. Fl., LeeJ. S,, Song K. B., Rhee S. K., (2000), Enzyme Microb. Tech., 27, 646-651.
Hettwer U., Gross M., Rhudolph K. (1995), J. BacterioL, 177, 2834-2839.

Tajima K., Uenishi N., Fujiwara M., Erata T., Munekata M., Takai M., (1998), Carbohyd. Res., 305,
117-122.

Trujillo L. E., Arrieta j. G., Daflinis F., Garda j., Valdes j., Tambara Y., Perez M., Flernandez L.,
(2001), Enzyme Microb. Tech., 28, 139-144.

Ticking M., Ganzie M. G., (2006), Trends in Food Sci. Tech., 16, 79-84.

Krél K., Klewicki R., (2005), Zywn. Pol. Tow. Technol. Zywn., 2, 5-22.

IUB-IUPAG, (1982), j. Biol. Chem., 257, 3352-3354.

Englyst FI. N., Fludson G. j., (1996), Food Chem., 57, 15-21.

Euzenat O., Guibert A, Combes D., (1997), Process Blochem., 32, 237-243.

Shih I-L., Yu Y.-T., (2005), Biotech. Lett., 27, 103-106.

van Flijum S. A. F. T, Bonting K., van der Maarel M. J. E. C., Dijikhuizen L., (2001), FEMS Microbiol.
Lett., 205, 323-328.

Castillo E., Lopez-Munguia A., (2004), j. BiotechnoL, 114, 209-217.

Jang K. Fl,, Song K. B., Kimj. S., Kim C. Fl,, Chung B. FI,, Rhee S. K., (2000), Bioproc. Eng., 23, 89-93.
Tanaka T., Oi S., Yamamoto T., (1980), j. Blochem., 87, 297-303.

Newborun E., Lacy R., Christie T., (1971), Arch. Oral Biol., 16, 862-872.

WOolfFD., Czapla S., Fleyer A. G., Radosta S., Mischnick P., SpringerJ., (2000), Polymer, 41,8009-8016.
Schmidt R. R, (1986), Angew. Chem. Int. Edit., 25, 212-235.

Monsan P., Paul F., (1995), 16, 187-192.

Taussing R., Carlson M., (1983), Nuci. Acids Res., 11, 1943-1954.

Kurimoto M., Tsusaki K., Kubota M., Fukuda S., Tsjisaka Y., (1999), Biosci. Biotech. Bioch., 63,
1107-1111.

Fouet A., Llier A, Rapoport G., (1986), Gene, 45, 221-225.

Martin 1., Debarbouille M., Ferrari E., Klier A, Rapoport G., (1987), Mol. Gene. Genomics, 208,
177-184.

Aslandis C., Schmid K., Schmitt R., (1989), J. BacterioL, 171, 6753-6763.

Monsan P., Paul F., Remaud M., Lopez A., (1989), Food BiotechnoL, 3, 11-29.

Alisaka K., Fujimoto Fl., (1989), Carbohyd. Res., 185, 139-146.

Chambert R., Treboul G., Dedonder R., (1974), European j. Biochem., 41, 285-300.

Gorrec K. L., Connes C., Guibeit A., Uribelarreaj.-L., Combes D., (2002), Enzyme Microb. Tech., 31,44-52.
Steinmetz M., Coq D. L., Aymerich S., Gnzy-Treboul A., Gay P., (1985), Mol. Gene Genomics, 200,
220-228.

Shiroza T., Kuramitsu FI. K., (1988), j. BacterioL, 170, 810-816.

Kyono K. Yanase Fl, Tonomura K. Kawasaki Fl., Sakai T., (1995), Biosci. Biotech. Bioch., 59,
289-293.

Flidaka Fl., Flirayama M., Yamada K., (1991), j. Carbohyd. Chem., 10, 509-522.

Kawamura M., Uchiyama T., Kuramoto T., Tamura Y., Mizutani K., (1989), Carbohyd. Res., 192, 83-90.
LeBrun E., van Rapenbusch R., (1980), The j. Biol. Chem., 255, 12034-12036.

Chambert R., Petit-Glatron M.-F., (1988), j. Gen. Microbiol., 134, 1205-1214.

Grof P., Aslanian D., Chambert R., (1988), j. Raman Spectrosc., 19, 143-148.

Chambert R., Petit-Glatron M-F., (1990), FEBS Lett., 275, 61-64.

Ammar Y. B., Takayoshi M., Ito K, lizuka M., Minamiura N., (2002), Enzyme Microb. Tech., 30,
875-882.

Yanase Fl., Iwata M., Nakahigashi R., Kita K., Kato N., Tonomura K., (1992), Biosci. Biotech. Bioch.,
56, 1335-1337.

PRACE PRZEGLADOWE



61.
62.

63.

64.
65.

66.
67.
68.

69.
70.
71.

72.
73.
74.
75.
76.

7.
78.
79.
80.

81.
82.
83.
84.
85.
86.

87.

88.
89.
90.
91
92.
93.
94.
95.
96.

Sangiliyandi G., Gunasekaran P., (1998), J. Microbiol. Meth., 33, 153-156.

Hernandez L., Arrieta J., Menendez C., Vazquez R., Coego A., Suarez V., Selman G., Petit-Glatron
M. F., Cbambert R., (1995), Biochem. J., 309, 113-118.

Park H.-E., Park N. H., Kim M.-J., Lee T. H., Lee H. G, YangJ.-Y., ChaJ., (2003), Enzyme Microb.
Tech., 32, 820-827.

Ticking M., Ehrmann M. A., Vogel R. F., Ganzle M. G., (2005), Appl. Microbiol. Biot., 66, 655-663.
OhtsLiku K., Hino S., Fukushima T., Ozawa O., Kanematsu T., Uchida T., (1992), Biosci. Biotech.
Bioch., 56, 1373-1377.

Nam S.-W., Yun H.-J, AhnJ.-H., Kim K-H., Kim B.-W., (2000), Biochem. Lett., 22, 1243-1246.
Nisizawa T., Takeuchi K., Imai S., (1986), Carbohyd. Res., 147, 135-144.

Mirzarakhmetova D. T., Rakhimov M. M., Abdurazakova S. Kh., Akhmedova Z. R., (2006), Appl. Bio-
chem. Microbiol., 42, 150-155.

Tanaka T., Oi S., Yamamoto T., (1979), J. Biochem., 85, 287-293.

Yamamoto S., lizuka M., Tanaka T., (1985), Agric. Biol. Chem., 49, 343-349.

Tambara Y., Hormaza J. V., Perez C., Ledn A, Arrieta J., Hernandez L., (1999), Biotech. Lett., 21,
117-121.

Belghith H., Song K., Kim C. H., Rhee S. K., (1996), Biotech. Lett., 18, 467-472.

Vigants A., Zikmanis P., Bekers M., (1996), Acta BiotechnoL, 16, 321-327.

Vigants A., Ramona K., Bekers M., Zikmanis P., (1998), Biotech. Lett., 20, 1017-1019.
Petit-Glatron M. F., Benyahia F., Chambert R., (1987), Eur. J. Biochem., 163, 379-387.

US patent 538066 T. Bacillus licheniformis NRRL B-18962 capable of producing levan sucrase in the
absence of sucrose, http://www.freepatentsonline.com.

Petit-Glatron M.-F., Chambert R., (1981), Eur. J. Biochem., 119, 603-611.

Kunst F., Raport G., (1995), J. BacterioL, 177, 2403-2407.

Chambert R., Haddaoui E. A., Petit-Glatron M.-E., (1995), Microbiology, 141, 997-1005.
Szwengiel A., Czarnecka M., Roszyk H., Czarnecki Z., (2004), EJPAU, 7, http://www.ejpau.media.pl/
volume7/issue2/food/art-12.html.

Ananthalakshmy V. K., Gunasekaran P., (1999), j. Biosci. Bioeng., 87, 214-217.

Szwengiel A., Czarnecka M., Czarnecki Z., (2007), Pol. J. Food Nutr. Sci., 57, 433-440.
Sutherland 1. W., (1999), Carbohyd. Polym., 38, 319-328.

Kunst F., Steinmetz M., Lepesant L.-A,, Dedonder R., (1977), Biochimic, 59, 287-292.
Chaudhary A., Gupta L. K, Gupta j. K., Banerjee U. C., (1996), J. BiotechnoL, 46, 55-61.
Murakami H., Muroi H., Kuramoto T., Tamura Y., Mizutani K., Nakano H., Kitahata S., (1990), Agric.
Biol. Chem., 54, 2247-2255.

Murakami H., Kuramoto T., Mizutani K., Nakano H., Kitahata S., (1992), Biosci. Biotech. Bioch., 56,
608-613.

Yokota A., Kondo K., Nakagawa M., Kojima L, Fusao T., (1993), Biosci. Biotech. Bioch., 57, 745-749.
Miasnikov A. N., (1997), FEMS Microbiol. Lett., 154, 23-28.

Saito K., Kondo K., Kojima 1, Yokota A., Tomita F., (2000), ASM, 66, 252-262.

Kang E. J., Lee S. 0., Leej. D, Lee T. H., (1999), Biotech. Appl. Biochem., 29, 263-268.

Song K.-B., Bae K.-S,, Lee Y.-B., Lee K.-Y,, Rhee S.-K,, (2000), Enzyme Microb. Tech., 27, 212-218.
Tanaka K., Uchiyama T., Yamauchi K., Suzuki U., Hashiguchi S., (1982), Carbohyd. Res., 99, 197-204.
Tanaka K., Uchiyama T., Ito A, (1972), Carbohyd. Res., 99, 197-204.

Kushibe S., Sashida R., Morimoto Y., Ohkishi H., (1993), Biosci. Biotech. Bioch., 57, 2054-2058.
Park j. B., Kim S.j., Choi Y., (1996), Korean Journal of Appl. Microbiol. Biot., 24, 619-623.

BIOTECHNOLOGIA 3 (86) 163-181 2009 181


http://www.freepatentsonline.com
http://www.ejpau.media.pl/

