Postepy Hig Med Dosw. (online), 2007; 61: 805-818 www.phmd.pl

e-ISSN 1732-2693

Received:  2007.09.28
Accepted:  2007.12.03
Published: 2007.12.14

Review

Egzopolisacharydy bakterii kwasu mlekowego
- biosynteza i struktura

Exopolysaccharides of lactic acid bacteria: structure and
biosynthesis

Sabina Gérska, Pawet Grycko, Jacek Rybka, Andrzej Gamian

Laboratorium Mikrobiologii Lekarskiej, Instytut Inmunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN im. L. Hirszfelda
we Wroctawiu

Stowa kluczowe:

Streszczenie

Grupa bakterii kwasu mlekowego (LAB) obejmuje cztery rodzaje: Lactobacillus, Leuconostoc,
Pediococcus 1 Streptococcus. Cecha charakterystyczna tych mikroorganizméw jest wytwarzanie
kwasu mlekowego jako gtéwnego produktu fermentacji wegglowodanéw. LAB odpowiedzialne
sq m.in. za fermentacj¢ produktow spozywczych, wytwarzaja réwniez wiele zwiazkéw hamuja-
cych wzrost bakterii patogennych, mi¢dzy innymi egzopolisacharydy (EPS). Praca przedstawia
istniejace rodzaje egzopolisacharydéw LAB, oméwione sa réwniez aktualne dane dotyczace ich
struktury i biosyntezy.

bakterie kwasu mlekowego ° Lactobacillus  Lactococcus * Streptococcus * struktury
egzopolisacharydow ¢ biosynteza

Summary

The group of lactic acid bacteria (LABs) includes four genera: Lactobacillus, Leuconostoc,
Pediococcus, and Streptococcus. The most characteristic feature of this group of microorgani-
sms is the production of lactic acid as a main product of carbohydrate metabolism. LABs are re-
sponsible for the fermentation of alimentary products and they also produce a variety of agents,
among them exopolysaccharides (EPSs), which inhibit the growth of pathogenic bacteria. In this
article on the different types of EPSs produced by LABs, data concerning their structure and bio-
synthesis are presented.
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Bakterie okreslane nazwa bakterii kwasu mlekowego (lac-
tic acid bacteria — LAB) sa pod wzgledem fizjologicznym
bardzo réznorodna grupa organizméw. Do LAB naleza
Gram-dodatnie niesporulujace pateczki i ziarniaki. Cecha
charakterystyczna tych mikroorganizméw jest wytwarza-
nie kwasu mlekowego jako gtéwnego produktu fermenta-
cji weglowodanéw. Dotychczas grupa LAB obejmowata
cztery rodzaje: Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus,
Streptococcus, od 1985 r. rodzaj Streptococcus podzie-
lony jest na Enterococcus, Lactococcus, Streptococcus
i Vagococcus.

LAB sa odpowiedzialne za fermentacj¢ m.in. mleka, mig-
sa, warzyw czy zb6z. Wytwarzaja wiele zwiazkéw hamu-
jacych wzrost bakterii patogennych, takich jak dobrze juz
poznane bakteriocyny np. lantybiotyki; kwasy organiczne
np. mlekowy, octowy czy propionowy; nadtlenek wodoru;
dwutlenek wegla; zwiazki aromatyczne; kwasy tluszczo-
we. Od niedawna do grupy tej zalicza si¢ takze egzopo-
lisacharydy wytwarzane przez bakterie kwasu mlekowe-
2o [69,70].

Egzopolisacharydy bakteryjne (EPS) to wielkoczasteczko-
we, dlugotaricuchowe liniowe biopolimery, czg¢sto zawie-
rajace taiicuchy boczne, zbudowane z powtarzajacych sig
jednostek weglowodanowych potaczonych wigzaniami o-
i B-glikozydowymi. Sa one zwiazane z powierzchnig komo-
rek, tworzac otoczke (capsular exopolysaccharide — CPS),
badz sa wydzielane na zewnatrz komérki w postaci Sluzu
(slime exopolysaccharide) [80]. Innym typem polisachary-
dow sa tzw. WPS (cell wall polysaccharide — WPS), kt6-
re w przeciwienstwie do egzopolisacharydow nie sa wy-
dzielane do otoczenia i sa zwigzane kowalencyjnie badz
jonowo z warstwa peptydoglikanu [16].

Egzopolisacharydy peinia w komoérce bakteryjnej r6zno-
rodne funkcje, m.in. stanowig ochrone przed niekorzyst-
nym wplywem sSrodowiska (wysoka/niska temperatu-
ra, wysokie/niskie pH i inne), ochrong przed czynnikami
biologicznymi (bakteriofagi, odpowiedZ immunologicz-
na organizmu gospodarza) czy tez pomagaja w zasiedla-
niu Srodowiska.

EGZOPOLISACHARYDY BAKTERII KWASU MLEKOWEGO

Szczepy bakterii kwasu mlekowego zdolne sa do wytwa-
rzania EPS w duzych ilosciach. Prowadzone dotychczas ba-
dania strukturalne dotyczyty gtéwnie EPS szczepéw izo-
lowanych z fermentowanych produktéw spozywczych; jak
dotad tylko kilka opisanych struktur pochodzi od szczepéw
zasiedlajacych ludzki przewdd pokarmowy [45,47].

Ze wzgledu na sktad cukrowy egzopolisacharydy LAB moz-
na podzieli¢ na dwie grupy: homopolisacharydy (HoPS)
i heteropolisacharydy (HePS).

Homopolisacharydy — sktadaja si¢ z monosachary-
doéw jednego typu — D-glukopiranozy lub D-fruktofu-
ranozy. Syntetyzowane s przez zewnatrzkomorkowe
glikanosacharazy (glycansucrases) bedace transferaza-
mi, wykorzystujacymi sacharoze jako glikozydowy do-
nor glukozy lub fruktozy. Wyrdznia si¢ cztery typy ho-
mopolisacharydéw LAB: o-D-glukany, B-D-glukany,
fruktany oraz inne.

1. a-D-glukany

* Dekstrany — ztozone z reszt glukozy potaczonych gtéw-
nie wigzaniami o.-1,6 glikozydowymi z réznym stopniem
rozgatezienia (w zaleznos$ci od gatunku, warunkéw ho-
dowli) przy atomie wegla w pozycji 3, rzadko 2 czy 4.
Dekstrany wytwarzane sa przez rodzaj Lactobacillus,
Leuconostoc i Streptococcus. Pierwszym poznanym or-
ganizmem majacym wiasciwosci zelujace wynikajace
z wytwarzania dekstranu byl Leuconostoc mesenteroides
(wyizolowany przez van Tieghema w 1878 r.). Dekstran
wytwarzany przez L. mesenteroides NRRL B-512F jest
liniowy i w 95% zlozony z reszt D-glukozy potaczonych
wigzaniami o-1,6-glikozydowymi. Kontrolowana che-
miczna hydroliza tego biopolimeru pozwala na otrzyma-
nie okreslonych frakcji o ustalonej Sredniej masie cza-
steczkowej, wykorzystywanych np. do produkcji zt6z
do chromatografii zelowej (np. Sephadex®), czy prepa-
ratéw krwiozastgpczych [29].

e Alternan — glukan sktadajacy si¢ z reszt D-glukozy po-
taczonych na przemian wigzaniami o-1,6 i a-1,3-gliko-
zydowymi (Leuconostoc mesenteroides NRRL B-1355,
NRRL B-1501 i NRRL B-1498) [11,38,72].

e Mutan — nierozpuszczalny w wodzie biopolimer, skta-
dajacy sig z reszt D-glukozy potaczonych w wigkszosci
wigzaniami a-1,3-glikozydowymi (Streptococcus mutans
1 Streptococcus sobrinus) [34,54,55]. Mutan uczestni-
czy w adhezji mikroorganizméw flory jamy ustnej do
powierzchni zgbow, przyczyniajac si¢ w ten spos6b do
powstawania osadu nazgbnego [34].

2. B-D-glukany

Sktadaja si¢ z reszt glukozy potaczonych wiazania-
mi B-1,3-glikozydowymi (Pediococcus damnosus 2.6,
Lactobacillus spp. G-77) [19,20] np. kurdlan.

3. Fruktany

e Lewan — zbudowany z reszt D-fruktozy potaczonych
wigzaniami B-2,6-glikozydowymi (Streptococcus
salivarius [25], Streptococcus mutans [74], Leuconostoc
mesenteroides NRRL B-512F) [18,44].

e Fruktan typu inuliny — zbudowany z reszt D-fruk-
tozy potaczonych wigzaniami B-2,1-glikozydowymi
(Lactobacillus reuterii LB121) [87].

4. Inne HoPS

Do innych HoPS naleza np. poligalaktany (Lactococcus
lactis subsp. cremoris H414) [30].

Przyktadowe struktury homopolisacharydéw LAB przed-
stawiono na ryc. 1.

Heteropolisacharydy sa zbudowane z powtarzajacych si¢
podjednostek sktadajacych si¢ z r6znych monosacharydéw
lub ich pochodnych, moga zawiera¢ taricuchy boczne lub
tworzy¢ liniowg strukture, ktéra obejmuje od 3 do 8 reszt
weglowodanowych.

Monosacharydy moga wystepowac jako anomery o lub 3
w konfiguracji piranozowej lub furanozowej. Masa czastecz-
kowa tych biopolimeréw waha si¢ w przedziale 1x10*-6x10°
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QU
~—

—6)-a-D-Glep-(1—6)-0i-D-Glep-(1—
2

/[\
1
o-D-Glep

b)  —4)-p-D-Galp-(1—3)-B-D-Galp-(1—4)-c-D-Galp-(1—
3
T
1
B-D-Galp
3
T
1
B-D-Galp
4] —2)-B-D-Fru-(2—6)-B-D-Fru-(2—>6)-B-D-Fru-(2—
d) —1)-B-D-Fru-(2—1)-B-D-Fru-2—1)-B-D-Fru-2—
e) —6)-01-D-Glc-(1—6)-0-D-Gle-(1—6)-0-D-Gle-(1—
f) —3)-0-D-Gle-(1—3)-0-D-Gle-(1—3)-0t-D-Gle-(1—

q) —6)-0.-D-Glc-(1—6)-0t-D-Gle-(1—3)-0t-D-Gle-(1—

Ryc 1. Przykfady struktur homopolisacharyddw: a) Lactobacillus spp.
G-77 (D-glukoza, trimer) [20], b) Lactococcus lactis subsp.
cremoris HA14 (D-galaktoza, pentamer) [30], ¢) lewan, d) inulina,
e) dekstran, f) mutan, g) alternan (Glcp — glukopiranoza, Galp —
galaktopiranoza)

[6,14,86]. Sktad chemiczny wigkszosci HePS jest podobny,
prawie zawsze wystepuja D-glukoza, D-galaktoza, L-ram-
noza w réznych stosunkach molowych. Pierwsza doktad-
nie opisang struktura HePS byt polisacharyd wyizolowa-
ny ze Streptococcus thermophilus [17].

HEPS wYTWARZANE PRZEZ BAKTERIE Z RODZAJU LAcTOBACILLUS

Od 1968 1., kiedy to po raz pierwszy wyizolowano polisa-
charyd wytwarzany przez Lactobacillus brevis (Lb. brevis)
liczba poznanych struktur chemicznych EPS wytwarzanych
przez rodzaj Lactobacillus wzrasta z roku na rok. Ich budo-
wa jest bardzo réznorodna, np. EPS z Lb. acidophilus LMG
9433 [64], Lb. helveticus NCDO 766 [65], Lb. rhamnosus
C83 [89] zawieraja D-galaktoze i D-glukoze, ale pozba-
wione sa ramnozy, t¢ sama strukture ma réwniez szczep
Lb. rhamnosus KL37 pochodzacego z ludzkiego przewo-
du pokarmowego [47]. Z kolei EPS z Lb. sakei O-1, wy-
izolowanego z fermentowanych produktéw migsnych, jest
pentasacharydem sktadajacym si¢ z D-glukozy i L-ram-
nozy bedacych w stosunku molowym 2:3, dodatkowo na
jednej z reszt ramnozy wystepuje sn-glicerolo-3-fosfo-
ran [66]. Szczep Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus CRL
420 wytwarza EPS zbudowany z D-glukozy i D-frukto-
zy w stosunku molowym 1:2 [49]. Znaleziono réwniez
struktury EPS, w ktérych sktad wchodzi takze kwas glu-
kuronowy (Lb. acidophilus LMG 9433 [64]) czy sn-gli-
cerolo-3-fosforan (Lb. paracasei 34-1 [67]). W struktu-
rze EPS Lb. rhamnosus GG wyizolowanego z ludzkiego
przewodu pokarmowego znaleziono réwniez N-acetylo-
glukozoaming [45].

Na uwagg zastuguje tozsamos¢ budowy niektérych egzo-
polisacharydéw wytwarzanych przez szczepy przemysto-
we oraz szczepy pochodzenia ludzkiego (Lb. rhamnosus
C83 wyizolowany z fermentowanych produktéw mlecz-
nych oraz Lb. rhamnosus KL37C wyhodowany ze smét-
ki noworodka). Moze to wskazywac¢ na dostosowanie si¢
szczepOw przemystowych do warunkéw bytowania w or-
ganizmie ludzkim.

W tabeli 1 zestawiono dane dotyczace sktadu cukrowego
i struktury EPS bakterii z rodzaju Lactobacillus.

HEePS wYTWARZANE PRZEZ BAKTERIE Z RODZAJU LAcTococeus

Okreslono struktury EPS wytwarzanych przez jeden gatu-
nek, a mianowicie Lactococcus lactis subsp. cremoris (Lc.
lactis subsp. cremoris), ktéry znalazt zastosowanie w prze-
mysle fermentowanych produktéw mlecznych. Sktad che-
miczny EPS niewiele si¢ r6zni w obrebie gatunku, sktada
si¢ gtownie z D-glukozy, D-galaktozy i L-ramnozy.

Knoshaug i wsp. [43] okreslili strukturg HePS wyizolowa-
nego ze szczepu Lc. lactis subsp. cremoris Ropy 352, ktory
sktadat si¢ z D-galaktozy, D-glukozy i D-mannozy 58:29:13,
natomiast Nakaijama i wsp. [58] scharakteryzowali HePS
wytwarzany przez Lc. lactis subsp. cremoris SBT 0495,
nazwany przez niego ,,villian”, ktérego podjednostka jest
pentamer zawierajacy reszt¢ fosforanowa. Lc. lactis subsp.
cremoris B40 takze wytwarza fosfopolisacharyd o podob-
nej strukturze jak EPS wymieniony powyzej [85].

Interesujacym przyktadem jest szczep Lc. lactis subsp.
cremoris LC330 wykazujacy zdolnos¢ wytwarzania jed-
noczes$nie dwoch EPS: kwasny EPS sktadajacy si¢ z galak-
tozy, glukozy, ramnozy, glukozaminy i fosforanu oraz obo-
jetny EPS zawierajacy galaktoze, glukoze i glukozaming
potaczona z terminalng czasteczka galaktozy [50].

W tabeli 2 zestawiono dane dotyczace sktadu cukrowego
i struktury EPS bakterii z rodzaju Lactococcus.

HEPS WYTWARZANE PRZEZ BAKTERIE Z RODZAJU STREPTOCOCCUS

Szczepy Streptococcus thermophilus wraz z Lb. delbrueckii
subsp. bulgaricus sa wykorzystywane w produkcji jogur-
téw. Struktury EPS wytwarzanych przez S. thermophilus
maja podobny sktad cukrowy. EPS syntetyzowany przez
S. thermophilus CNCMI 733, CNCMI 734 i CNCMI 735,
ktory sktada sie¢ z D-glukozy, D-galaktozy, N-acetylo-D-
galaktozaminy w stosunku 2:1:1 byt pierwszym polisa-
charydem o ustalonej budowie dla rodzaju Streptococcus
[17]. EPS o podobnej strukturze zidentyfikowano u S.
thermophilus Sfi6 [79]. Polisacharyd S. thermophilus OR
901 zawiera galaktoze i ramnozg [4], natomiast polimery S.
thermophilus Sfi20 [60] i S. thermophilus Sfi32 zawieraja
glukoze i galaktoze, ale pozbawione sa ramnozy. L-Fukoze
oprécz D-galaktozy i L-ramnozy (1:5:2) zidentyfikowa-
no u EPS syntetyzowanego przez S. thermophilus MR-1C
[48]. W strukturach EPS bakterii z rodzaju Streptococcus,
na przyktad S. thermophilus CNCMI 733 [17] czy S.
macedonicus Sc136 [90] znaleziono réwniez N-acetylo-
wane pochodne aminocukréw np. N-acetyloglukozaming
lub N-acetylogalaktozaming. Faber i wsp. [24] otrzyma-
li ze szczepéw S. thermophilus RS i Sts egzopolisachary-
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Tabela 1. HePS wytwarzane przez bakterie z rodzaju Lactobacillus

Sktad chemiczny
Szczep Masa czasteczkowa Literatura
Glc Gal Rha Inne
Lb. paracasei 34-1 - 3 1GalNAC 1G3P [67]
—3)--D-GalpNAc-(1—>4)-B-D-Galp-(1—6)-B-D-Galp-(1—6)-p-D-Galp-(1—
3
T
sn-glycerol-3-phosphate
Lb. rhamnosus (83 - 2 3 (89]
Lb. rhamnosus KL37 [47]
—3)-01-D-Glep-(1—2)-B-D-Galf-(1—6)-a-D-Galp-(1—6)-at-D-Glep-(1—3)-B-D-Gal~(1—
Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus 291 1,4x10° 3 2 [22]
[3-D-Galp-(1—4)-B-D-Glep
1
l
6
—4)-B-D-Glep-(1—4)-B-D-Glep-(1—>4)-B-D-Galp-(1—
Lb. sake 0-1 - 3 2 1G3P 0,85 Ac [66]
[3-D-Glep
]L (AEI)IOBS
6 2
—4)-B-D-Glep-(1—4)-a-D-Glep-(1—3)-B-L-Rhap-(1—
3
T
1
sn-glycerol-3-phosphate—4)-oi-L-Rhap
Lb. acidophilus LMG 9433 - 2 1 1GlcNAc 1GlcAc [64]
[3-D-GlcpNAc
1
2
3
—4)-B-D-GlepA-(1—6)-0t-D-Glep-(1—4)-B-D-Galp-(1—4)-B-D-Glep-(1—
Lb. helveticus NCDO 766 - 4 2 [65]
[3-D-Galf
1
2
3
—3)-B-D-Glep-(1—4)-B-D-Glep-(1—6)-B-D-Glep-(1—4)-B-D-Galp-(1—6)-B-D-Glep-(1—
Lb. helveticus
TN-4, 1,8x10° 3 3 [93]
Lh 59 2,0x10° [78]
[3-D-Galp-(1—4)-B-D-Glcp
1
2
3
—3)-0i-D-Galp-(1—3)-a-D-Glep-(1—3)-B-D-Glep-(1—5)-B-D-Galf-(1—
Lb. helveticus 2091 - 2 4 [76]
[3-D-Galp
1
d
6

—6)-p-D-Galp-(1—4)-B-D-Galp-(1—3)-B-D-Galp-(1—>4)-B-D-Glcp-(1—6)-B-D-Glep-(1—
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Tabela 1. c.d. HePS wytwarzane przez bakterie z rodzaju Lactobacillus

Sktad chemiczny
Szczep Masa czasteczkowa Literatura
Glc Gal Rha Inne
Lb. helveticus K16 - 4 2 [95]
[3-D-Galp
1
2
4
[3-D-Glep-(1—2)-B-D-Glep
1
2
6
—4)-B-D-Glep-(1—4)-a-D-Glep-(1—4)-B-D-Galp-(1—
Lb. casei (G11 - 17 1 3 [10]
Lb. caseiNCIB 4114 - 5 2,5 1 [91
Lb. casei CRL 87 7,9x10° 1 1,1 [56]
Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus CNRZ 416, 4,9x10° 1 4 1 [71
(NRZ 737
Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus (NRZ 1187 - 9 14 TMan 3]
Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus CRL 420 2,0x10° 1 2Fru [49]
Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus NCFB 2772 1,5%10° 1 6,8 0,7 [28]
Lactobacillus delbruecki subsp. bulgaricus EU23 - 3 3 [35]
o-L-Rhap
1
2
3
—2)-0-L-Rhap-(1—4)-at-D-Glep-(1—3)-B-L-Rhap-(1—4)-B-D-Galp-(1—4)-0t-D-Glep-(1—
Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus OLL1037R-1 1,2x10° 2 3 [81]
Lb. rhamnosus GG - 3 1 1GIcNAc [45]
—-D-Galf
1
2
6
—3)-0-L-Rhap-(1—3)-0t-D-Galp-(1—3)-B-D-Galp-(1—>4)-0t-D-GleNAc-(1—
Lb. paracasei - 1 2 2 1GIcNAc [82]
a-D-Galp
1
2
6
—6)-0i-D-Galp-(1—3)-B-L-Rhap-(1—>4)-0i-D-Glcp-(1—>4)-B-D-GlepNAc-(1—
3
2
1
o-L-Rhap
Lb. delbrueckii subsp. kefiranofaciens K1 1,010 09 1,1 [57]
Lb. helveticus Lb161 - 5 2 [77]
-D-Glep B-D-Glep
1 1
d l
3 3

—4)-0-D-Glep-(1—4)-B-D-Galp-(1—3)-0t-D-Galp-(1—2)-0t-D-Glep-(1—3)-B-D-Glep-(1—
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Tabela 1. c.d. HePS wytwarzane przez bakterie z rodzaju Lactobacillus

Sktad chemiczny
Szczep Masa czasteczkowa Literatura
Glc Gal Rha Inne
Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus 24, 25 - 1 5 1 [52]
Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus RR [31]
—-D-Galp [3-D-Galp o-L-Rhap
1 1 1
l 2 2
3 4 3
—2)-0i-D-Galp-(1—3)-B-D-Glep-(1—3)-B-D-Galp-(1—4)-a-D-Galp-(1—
Lb. helveticus TY 1-2 1,6x10° 3 2,5 1GIcANc [92]
[3-D-Galp-(1—4)-B-D-Glep
1
d
6
—6)-B-D-Glcp-(1—3)-B-D-Glep-(1—6)-B-D-GlcpNAc-(1—3)-B-D-Galp-(1—
6
T
1
(0-D-Galp)
Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus NCFB2074 - 3 4 [36]
a-D-Galp-(1—3)-a-D-Glep o-D-Galp
1 1
) l
3 6
—4)-a-D-Glep-(1—3)-0o-D-Galp-(1—
2
T
1
[3-D-Galp-(1—4)-B-D-Glep
Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus NCFB 2483 - 1 5 0,6 0,5Man [26]
Lb. rhamnosus ATCC 9595M - 2 1 3,7 21

Glc — glukoza; Gal — galaktoza; Rha — ramnoza; Man — mannoza; Fru — fruktoza; GalNAc — N-acetylogalaktozoamina; G3P — sn-glicerylo-3-fosforan;
Galp — galaktozopiranoza; Glcp — glukozopiranoza; Galf — galaktozofuranoza; GlcA — glukozoamina; GIcNAc — N-acetyloglukozoamina.

dy identyczne pod wzgledem strukturalnym, réznigce si¢
jednak masa czasteczkowa, co przektadato si¢ na rézni-
ce w ich lepkosci.

W tabeli 3 zestawiono dane dotyczace sktadu cukrowego
i struktury EPS bakterii z rodzaju Streptococcus.

SYNTEZA EGZOPOLISACHARYDOW

Homopolisacharydy syntetyzowane sa przez zewnatrzko-
morkowe glikanosacharazy, nalezace do grupy transferaz.
Enzymy te, zwane réwniez glikozylotransferazami sacha-
rozo-glikanowymi, katalizuja hydrolize czasteczki sacha-
rozy i przytaczenie jednej z powstatych reszt monosacha-
rydowych do rosnacego taricucha akceptora glikanowego.
Energia potrzebna do tego procesu pochodzi z rozpadu
wigzania glikozydowego sacharozy. Na przyktad w pro-
cesie syntezy glukandéw reszta glukozy pochodzaca z sa-
charozy dotaczana jest do taincucha glukanowego, stad
enzymy katalizujace t¢ reakcj¢ nazwano glukozylotrans-
ferazami sacharozo-glukanowymi lub glukanosacharaza-

mi. Transferazy nalezace do tej grupy to np. mutanosa-
charaza czy dekstranosacharaza. Z kolei lewanosacharaza
przenosi reszte fruktozy na rosnacy polimer fruktozowy,
czyli fruktan.

SYNTEZA GLUKANOW

Glukanosacharazy katalizujg synteze réznorodnych gluka-
néw majacych gltéwnie wigzania glikozydowe typu o-1,6-,
a-1,3-, o-1,4-, o-1,2-. Sposréd bakterii kwasu mlekowe-
go enzymy te wytwarzaja szczepy nalezace gtéwnie do
rodzajow: Streptococcus, Leuconostoc czy Lactobacillus.
Wigkszos¢ szczepdw syntetyzuje wigcej niz jeden typ
glukanosacharaz, np. S. mutants 6715 (serotyp g) oraz
Leuconostoc mesenteroides NRRL B-135 wytwarzaja po
trzy rézne enzymy tego rodzaju [73,75] natomiast szczep
S. sobrinus cztery [91]. Glukanosacharazy syntetyzowane
sg konstytutywnie, jak u bakterii z rodzaju Streptococcus,
badZ synteza jest indukowana swoiscie, gdy w pozywce po-
jawia sig sacharoza, jak u bakterii z rodzaju Leuconostoc
[40,41,59].
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Tabela 2. HePS wytwarzane przez bakterie z rodzaju Lactococcus

Sktad chemiczn
Szczep Mas: Y Literatura
(zgsteczkowa Glc Gal Rha Inne
Lc. Lactis ssp. cremoris NIZO B891 - 2 2 1GIcA [83]
",
6
[3-D-Galp-(1—4)-B-D-Glep
1
J
6
—4)-a-D-Glep-(1—4)-B-D-Galp-(1—4)--D-Glep-(1—
Lc. lactis ssp. cremoris 2 2 1
SBT 0495; [58,61]
NIZO B40; 1,7%10° [85]
Lc. lactis ssp. cremoris ARH 53, ARH74, ARH84, [94]
ARH87iB30
o-L-Rhap
1
2
2
—4)-B-D-Glep-(1—4)-B-D-Galp-(1—4)-B-D-Glep-(1—
3
|
o-D-Galp-1-0-P-0-
[
0
Lc. lactis ssp. cremoris T, - 1 1,2 [91
Lc. lactis ssp. cremoris SBT D495 - 1.5 18 1 [58]
Lc. lactis subsp. cremoris MLS96 - 1 1 9
Lc. lactis subsp. cremoris NIZO B39 - 2 3 2 [84]
[3-D-Galp-(1—4)- B-D-Glep
1
2
4
—2)-0i-L-Rhap-(1—2)-0-D-Galp-(1—3)-0t-D-Glep-(1—3)-0i-D-Galp-(1—3)-a-L-Rhap-(1—
) . 2,0x10° 6 3 2GlcNAc
Lc. lactis subsp. cremoris L(330 10x10° 6 4 5 1GIcNAC 1P [50]
Lc. lactis subsp. cremoris Ropy 352 - 58 29 13 Man [43]

Dotad nie poznano petnego mechanizmu katalitycznego
tych enzymoéw. Gléwnym etapem w transferze jednostek
D-glukozylowych jest tworzenie kowalencyjnie potaczo-
nych zwiazkéw posrednich typu reszta cukrowa-enzym.
Etap ten zachodzi w wyniku dziatania katalitycznej tria-
dy, w sktad ktérej wchodza trzy reszty aminokwasowe en-
zymu: dwie reszty kwasu asparaginowego i jedna kwasu
glutaminowego. Nastgpnie reszty glikozylowe moga by¢
przenoszone ze zwiazku posredniego: reszta cukrowa —
enzym, na wiele akceptoréw, np.:
* rosnacy taricuch dekstranu,
* akceptor weglowodanowy lub niewgglowodanowy,
tworzac odpowiednio oligosacharyd lub glikokoniu-
gat,

* czasteczke fruktozy, tworzac czasteczke leukrozy
(o-D-glukopiranozylo-1,5-D-fruktopiranoza) lub po-
nownie czasteczke sacharozy [39,71,96],

» czasteczke wody — co odpowiada hydrolizie czasteczki
sacharozy [68].

Znane sa sekwencje ponad 30 genéw kodujacych glukano-

sacharazy. W czasteczkach wszystkich enzyméw naleza-

cych do tej klasy wystepuja 4 podobne domeny:

e konserwatywna 35 aminokwasowa domena N-korico-
wa,

* wysoce zmienny region wewngtrzny, obejmujacy 123-129
reszt aminokwasowych, ktéry nie odgrywa znaczacej
roli w aktywnosci enzymatycznej,
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Tabela 3. HePS wytwarzane przez bakterie z rodzaju Streptococcus

Sktad chemiczny
Szczep Masa czasteczkowa Literatura
Glc Gal Rha Inne
S. thermaphilus SFi32 (39), SY89iSY102 >2,0x10° 2 2 [46,52]
[3-D-Galp
1
2
6
—3)-0i-D-Glep-(1—3)-B-D-Glep-(1—3)-B-D-Galf-(1—
S. thermophilus 1 2 1GalNAc
(NCMI733,734,735; [17]
Sfi6 i SFi20; 1,0x10° [79][60]
IMDO 01, IMDO 02, 2,0x10°
IMDO 03; [52]
NCFB 859, NCFB21
—3)-B-D-Galp-(1—3)-B-D-Glep-(1—3)-at-D-GalpNAc-(1—
6
d
1
o-D-Galp
S. salivarius subsp. thermophilus CNRZ 389 - 438 N 1 3Man [8]
S.salivarius subsp. thermophilus CNRZ 1068 - 1 1,2 [8]
S. mecedonicus Sc136 - 3 2 1GlcNAc [90]
[B-D-Galf-(1—6)-B-D-Glcp-(1—6)-B-D-GlcpNAc
1
2
3
—4)-01-D-Glep-(1—4)-B-D-Galp-(1—4)-B-D-Glep-(1—
S. thermaphilus SFi12 >2,0x10° 1 32 [46]
[B-D-Galp
1
2
4
—2)-a-L-Rhap-(1—2)-oi-D-Galp-(1—3)-oi-D-Glep-(1—3)-0-D-Galp-(1—3)-o-L-Rhap-(1—
S. thermophilus S3 - 3 2 1Gal(A¢) [23]
[3-D-Galf2Ac0,4
1
2
6
—3)-B-D-Galp-(1—3)-0t-D-Galp-(1—3)-0-L-Rhap-(1—2)-o-L-Rhap-(1—2)-oi-D-Galp-(1—
S. thermophilus OR901; 5 2 [4]
Rs; 2,6x10° [24]
Sts 3,7x10°
[3-D-Galp-(1—6)-B-D-Galp
1
2
4
—3)-0.-D-Galp-(1—3)-0-L-Rhap-(1—2)-oi-L-Rhap-(1—2)-o.-D-Galp-(1—3)-o.-D-Galp-(1—
S. thermophilus EU20 - 2 3 2 [51]
—6)-B-D-Galp-(1—6)-0t-D-Galp-(1—3)-B-L-Rhap-(1—>4)-B-D-Glep-(1—6)-0t-D-Galf-(1—6)-0t-D-Glep-(1—
2
2
1
o-L-Rhap
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Tabela 3. HePS wytwarzane przez bakterie z rodzaju Streptococcus

Sktad chemiczny
Szczep Masa czasteczkowa Literatura
Glc Gal Rha Inne
S. thermophilus NCFB 2393 - 1 3 1 2GalNAc [1]
S. thermophilus MR-1C - 5 2 1Fuc [48]
[3-D-Galp-(1—6)-B-D-Galp L-Fuc
1 1
\2 \:
4 3
—3)-0.-D-Galp-(1—3)-a-L-Rhap-(1—2)-at-L-Rhap-(1—2)-ot-D-Galp-(1—3)-o-D-Galp-(1—
S. thermaphilus ST 111 >5%10° 2,5 1 [13]
S. thermophilus LY03 - 1 4 [15]
S. thermophilus SY - 2 45 1 [63]

* wysoce konserwatywny region rdzeniowy — domena
katalityczna, obejmujaca 1000 reszt aminokwasowych
tworzacych triadg katalityczng centrum aktywnego; do-
mena wykazuje strukture cylindra typu (/o)

* domena C- koricowa (glucan binding domain — GBD) —
zlozona z powtarzajacych sig¢ jednostek, jest odpowie-
dzialna za wiazanie do syntetyzowanego glukanu, nie-
zbedna do zachowania aktywnosci enzymatycznej.

Dekstran i mutan sa syntetyzowane przez zewnatrzko-
moérkowa dekstrano- i mutanosacharaze (dextransucrase,
mutansucrase, E.C. 2.4.1.5) katalizujaca rozpad sacharo-
zy na D-fruktozg 1 D-glukoze i przenoszaca pdZniej mo-
nomery weglowodanéw na akceptory. Reakcja zachodzi
wedtug schematu:

sacharoza + akceptor <> dekstran lub mutan + D-fruktoza

Masa czasteczkowa wyizolowanego produktu genu kodu-
jacego dekstranosacharaze¢ wynosi 170 kDa, co odpowia-
da 1527 resztom aminokwasowym.

Alternan syntetyzowany jest przez alternanosacharazg (al-
ternansucrase, E.C. 2.4.1.140). Gen kodujacy ten enzym
zostat zsekwencjonowany, sklonowany i ekspresjonowa-
ny w komoérkach E. coli [2], jego produkt biatkowy ma
masg czasteczkowa 229 kDa (odpowiada to 2057 resztom
aminokwasowym). Jest to najwigkszy enzym wsréd glu-
kanosacharaz.

Synteza fruktanéw

Synteza fruktanéw katalizowana jest przez fruktanosa-
charazy (fructansucrases). Jak dotad proces ten nie zostat
doktadnie poznany, przypuszcza si¢, ze synteza zachodzi
w wyniku dwuetapowego mechanizmu: grupy kwasne i nu-
kleofilowe enzymu sg zaangazowane w reakcje przeniesie-
nia reszt fruktozowych.

Lewan syntetyzowany jest przez zewnatrzkomoérkowy en-
zym — lewanosacharaz¢ (levansucrase, E.C 2.4.1.10) — ka-
talizujacy hydrolize sacharozy oraz przeniesienie D-fruk-
tozy na powstajacy taficuch lewanu i jej przylaczenie

poprzez wiazanie -2,6-glikozydowe. Reakcja zachodzi
wedlug schematu:

sacharoza + akceptor <> lewan + D-glukoza

Lewanosacharazg wytwarzaja szczepy nalezace do rodza-
ju Streptococcus, bytujace w jamie ustnej. Najlepiej po-
znany enzym, pochodzacy ze szczepu S. salivarius, o ma-
sie 140 kDa, jest zwiazany ze Scianga komoérkowa, jednak
w obecnosci sacharozy w pozywce moze by¢ cz¢sciowo wy-
dzielany na zewnatrz komoérki [5,9,25,35]. Szczepy naleza-
ce do rodzaju Leuconostoc np. Leuconostoc mesenteroides
B-512F, oraz Lactobacillus np. Lactobacillus reuteri row-
niez wytwarzaja ten enzym, lecz jego aktywnosc jest zwia-
zana z aktywnoscia glukanosacharazy.

SYNTEZA HETEROPOLISACHARYDOW

Heteropolisacharydy powstaja w wyniku polimeryzacji
powtarzajacych si¢ podjednostek prekursorowych wytwa-
rzanych w cytoplazmie. W biosynteze i wydzielanie he-
teropolisacharydéw zaangazowanych jest wiele enzyméw
i innych biatek, odpowiedzialnych za aktywacje reszt cu-
krowych przez tworzenie pochodnych nukleotydowych,
modyfikacje ich struktury przez epimeryzacjg, dekarbok-
sylacje oraz dehydrogenacje, tworzenie podjednostek oli-
gosacharydowych, ich polimeryzacj¢ i transport na ze-
wnatrz komorki [14].

Geny kodujace te enzymy i biatka regulatorowe u bak-
terii mezofilnych umiejscowione sa na plazmidzie, np.
Lactococcus lactis subsp. cremoris NIZO B40 na plazmidzie
pNZ4000 o wielkosci 40 kb ma 14 genéw odpowiedzialnych
za syntez¢ EPS obejmujacych 12 kb (ryc. 2) [88]. U bakte-
rii termofilnych geny te znajduja si¢ na chromosomie, np.
u Streptococcus thermophilus Sfi6 13 genéw kodujacych en-
zymy syntezy EPS ma wielkos¢ 14,5 kb (ryc. 3) [79].

W szlaku biosyntezy heteropolisacharydéw wyréznié
mozna cztery gtowne etapy: transport cukrow do wne-
trza cytoplazmy, syntezg 1-fosforanéw cukru, polimery-
zacje jednostek cukrowych oraz eksport polimeru na ze-
wnatrz komorki.
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Regulacja  Polimeryzacja
Eksport

Glukansacharazy

Is_ orty

epsX epsA epsB epsC epsD epsE epsF epsG epsH epsL eps) epsK epsl

Polimeryzacja
Eksport

Ryc 2. Uktad genéw zlokalizowanych na plazmidzie
kodujacych biosynteze EPS u Lc. lactis ssp.
cremosis NIZO B40 [88]

epsA epsB
Polimeryzacja Regulacja dt. Biosynteza jednostek EPS

tancucha

deoD (_
epsE epsF epsG epsH epsl eps) epsK epsL  epsM
Polimeryzacja/eksport

Ryc. 3. Uktad gendw zlokalizowanych na chromosomie
kodujacych biosynteze EPS u S. thermophilus
Sfi6 [79]

Galaktoza
ATP H Galk GalE
0pe P
GalT
pirofosforylacja

uop utp

Galaktoza-1-fosforan + UDP-Glukoza —» UDP-Galaktoza + Glukoza-1-fosforan

Ryc. 4. Przeksztatcenie galaktozy w UDP-galaktoze
z udziatem enzymow szlaku Leloira (GalK —
galaktokinaza, GalT — urydylotransferaza
1-P-galaktozowa, GalE — 4-epimeraza UDP-
galaktozowa, ATP — adenozynotrifosfosforan,
ADP — adenozynodifosfosforan, UDP —
urydynodifosforan, UTP — urydynotrifosforan,
UDP-galaktoza — difosfourydynogalaktoza,
UDP-glukoza — difosfourydynoglukoza)

Transport weglowodanéw do wnetrza komorki

Jak sig obecnie przyjmuje, transport weglowodandw (ryc. 7),
gtéwnie monosacharydéw i disacharydow jest procesem re-
gulowanym, gtéwnie poprzez bakteryjny system PEP-PTS
(fosfoenolopirogronian-fosfotransferaza cukrow). System
ten zawiera dwie grupy bialek odpowiedzialnych za ta-
czenie reszt cukrowych z nosnikami, ich transport przez
btong oraz fosforylacje substratéw cukrowych. Pierwsza
grupa obejmuje tzw. enzym I, biatko HPr (histidine-conta-
ining phosphocarrier protein) transportujace fosforan oraz
kompleks permeaz swoistych dla weglowodanéw (tzw. en-
zym II) powodujacych fosforylacje biatek w cytoplazmie.
Proces inicjowany jest przez przeniesienie grup fosfora-
nowych z PEP na enzym I, ktéry z kolei fosforyluje reszte
histydyny biatka HPr tworzac w ten spos6b HPr(His-P).
W tym samym czasie biatka kompleksu enzymu II wiaza
weglowodany, przenosza je przez blong i katalizuja prze-
niesienie na nie grup fosforanowych z HPr(His-P).

Druga grupa biatek reguluje procesy gromadzenia sktad-
nikéw odzywczych poprzez aktywacje¢ lub represje syste-
mu PEP-PTS, lecz takze transportu niezaleznego od fos-
fotransferaz (non-PTS uptake) [32,33].

Synteza 1-fosforanéw cukrow

W cytoplazmie o dalszym losie fosforylowanych cukréw
decyduje miejsce fosforylacji: 6-fosforany cukrow sa kon-
sumowane w szlaku katabolicznym, podczas gdy 1-fosfo-
rany biora udziat w syntezie polisacharydéw. Przyjmuje
sig, ze fosfoglukomutazy (PGMs) tacza szlaki katabolizmu

i anabolizmu weglowodanéw: 3-PGM katalizuje przemiang
[B-1-fosforanu cukru w 6-fosforan, natomiast o-PGM kata-
lizuje przejscie 6-fosforanu cukru w o-1-fosforan (ryc. 7).
W zaleznosci jednak od sktadu podtoza a-1-fosforan cukru
moze powstawaé w odmiennym szlaku metabolicznym. Jesli
w podiozu obecna jest fruktoza Lb. bulgaricus transportu-
je ten cukier do wnetrza komoérki za pomoca systemu PEP-
fruktoza-PTS, gdzie przeksztatcany jest on w fruktozo-1-
fosforan. W reakcji katalizowanej przez 1-fosfofruktokinaze
powstaje fruktozo-1,6-bisfosforan. Jest on przeksztatcany
z kolei we fruktozo-6-fosforan i kolejno w glukozo-6-fos-
foran oraz glukozo-1-fosforan [27].

Na podiozu bogatym w glukozg jej transport do wngtrza
komorki odbywa sig z udziatem systemu PEP-glukozo-PTS,
powstaje glukozo-6-fosforan, ktéry bezposrednio zamie-
niany jest w glukozo-1-fosforan [27]. Z kolei szczep Lc.
lactis rosnacy na podtozu bogatym w laktoze, transpor-
tuje ja poprzez system laktozoswoistych fosfotransferaz,
a nastgpnie przeprowadza disacharyd w laktozo-6-fosfo-
ran. Czasteczka ta jest nastgpnie hydrolizowana przez fos-
fo-B-galaktozydaze do galaktozo-6-fosforanu i czasteczki
glukozy, ktéra z udzialem glukokinazy jest przeksztalca-
na w glukozo-6-fosforan [12,62].

Mozliwa jest réwniez przemiana galaktozy z udzialem en-
zymoéw szlaku Leloir, gdzie galaktoza przeksztalcana jest
w o-galaktozo-1-fosforan w reakcji katalizowanej przez
galaktokinaz¢ (enzym GalK), nastgpnie w UDP-galakto-
z¢ z udziatem urydylotransferazy 1-P-galaktozy (GalT)
i wreszcie w UDP-glukoze w reakcji katalizowanej przez
4-epimeraze UDP-Gal (GalE) (ryc. 4) [37].
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Rha

I |
C55-PP +[GlcGlc-Galln C55-PP-GlcGlc-Gal + C55-PP-Glc Gl Gal +

Ryc. 5. Schemat powstawania nukleotydow cukréw

Glukozo-1-fosforan > dTDP-glukoza bioracych udziat w tworzeniu podjednostek

EPS
l Pirofosfolyraza UDP-glukozy l dehydrataza
UDP-glukoza dTDP-4-keto-6-deoksymannoza
UDP-galaktozo-4-epimeroza l reduktaza i epimeraza
UDP-galaktoza dTDP-ramnoza
Gal-P  EpsA+EpsB

Gal-P GaII—P

Rha 5 erla

btona komérkowa

Epsl lub EpskK

(C55-PP  (S55-PP-Glc
EpsD EpsEF EpsG

UDP-Glc  UMP UDP-Glc UDP UDP-Gal  UDP

(55-PP-Glc-Glc C55-PP-Glc-Gle-Gal C55-PP-GlcGleGal

Gal-P
|
C55—PP—GIc—GIc—GIaI

EpsH Rha Eps) Rha
TDP-Rha  TDP UDP-Gal UMP

Ryc. 6. Szlak biosyntezy powtarzajacych sie podjednostek EPS u Lc. factis subsp. cremoris NIZO B40 [88]

SYNTEZA NUKLEOTYDOW CUKROW | TWORZENIE PODJEDNOSTKI EPS

Geny kodujace bialka biorace udziat w syntezie EPS po-
dzielono na dwie grupy: geny wymagane do syntezy nu-
kleotydéw cukru i geny EPS-swoiste. Sg one fizycznie od-
separowane w genomie.

W sktad pierwszej grupy wchodza geny kodujace enzymy
i biatka wymagane do syntezy nukleotydowych pochod-
nych cukréw, z ktérych sa budowane podjednostki EPS.
Nukleotydy cukréw nie sa swoiste dla biosyntezy EPS,
w syntezie wigkszosci struktur EPS biora udziat UDP-glu-
koza, UDP-galaktoza i dTDP-ramnoza. Bardzo dobrze po-
znano geny kodujace enzymy wymagane do ich syntezy
z glukozo-1-fosforanu (galU, galE, rfbA, rfbB, rfbC i rfbD)
[42]. Pierwszym enzymem jest GalU, bedacy pirofosfory-
laza UDP-glukozy. Przyjmuje si¢, ze UDP-Gal jest two-
rzony z UDP-Glc poprzez GalE katalizujacy wewngtrzna
zamiang tych dwéch UDP-cukréw. Enzymy RfbA, RfbB,
RfbC i RfbD zamieniaja o-glukozo-1-fosforan w dTDP-
glukozg a nastgpnie w 4-keto-6-deoksymannoze, ktéra jest
prekursorem dTDP-ramnozy (ryc. 5).

Z powstatych nukleotydéw cukréw syntetyzowane sa pod-
jednostki oligosacharydowe, ktére z kolei taczone sa w po-
limer egzopolisacharydu. Proces ten katalizowany jest
przez enzymy drugiej grupy, swoiste dla biosyntezy EPS.
Kodujace je geny sa umiejscowione na plazmidzie (Lc.
lactis subsp. cremoris NIZO B40 [88]) badZ chromoso-

mie (S. thermophilus Sfi6 [79]. Organizacja klasteréw ge-
néw jest podobna w obu przypadkach i sktada si¢ z czte-
rech oddzielnych domen (ryc. 2 i 3).

PoLimERYZACIA JEDNOSTEK CUKROWYCH EPS 1 TRANSPORT DO
SRODOWISKA OTACZAJACEGO KOMORKE

Doktadny mechanizm polimeryzacji i transportu EPS przez
warstwe peptydoglikanu nie jest znany. Czasteczka EPS
powstaje przez polimeryzacje od kilkuset do kilku tysigcy
podjednostek oligosacharydowych. Odpowiednie pochodne
dodawane sa kolejno do rosnacego taincucha polisachary-
du, w ktérym pierwsza reszta cukrowa jest zwiazana piro-
fosforanowym wigzaniem B-glikozydowym z fosforylowa-
nym lipidem — fosforanem undekaprenylu nosnika C55-P
(undecaprenyl phosphate carrier, C55-P). Nosnik ten zako-
twiczony jest w btonie cytoplazmatycznej. Przypuszcza sie,
ze podjednostki zwiazane z no$nikiem C55-P, po syntezie,
podlegaja przejsciu przez btong typu flip. Na zewngtrzne;j
stronie blony nastepuja — katalizowane przez swoiste en-
zymy — reakcje ich polimeryzacji oraz odcigcia od nosni-
ka. Na ilos¢ powstajacego EPS ma wptyw zaréwno wy-
dajnos¢ etapu polimeryzacji podjednostek, jak i transportu
zsyntetyzowanego egzopolisacharydu. Na ryc. 6 przedsta-
wiono prawdopodobny szlak biosyntezy powtarzajacych
si¢ podjednostek EPS u Lc. lactis subsp. cremoris NIZO
B40 [88]. Powstaly EPS wydzielany jest do srodowiska ze-
wnetrznego badZ pozostaje zwiazany z zewngtrznymi war-
stwami Sciany bakteryjnej w postaci otoczki.
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Ryc. 7. Schemat transportu weglowodandw do wnetrza komdrki bakteryjnej oraz drég katabolizmu laktozy i syntezy nukleotydéw cukréw, wykorzystywanych

do syntezy egzopolisacharydéw

Kazdy z etapéw biosyntezy EPS: konwersja heksozy w fos-
foran heksozy, synteza nukleotydéw cukréw, fosforylacja
nos$nika undekaprenylowego C55, a takze polimeryzacja
i transport polisacharydu sa procesami wymagajacymi do-
starczenia energii. Ze wzgledu na beztlenowe warunki zycia,
wytwarzanie energii przez bakterie kwasu mlekowego jest

PiSmiENNICTWO

ograniczone, co wplywa na wytwarzanie EPS. Dodatkowo,
w zwiazku z tym, ze nosnik lipidowy C55 zaangazowany
jest w synteze innych polimeréw Sciany komdérkowej, tj.
peptydoglikanu, kwaséw tejchojowych czy lipopolisacha-
rydéw, w réznych fazach wzrostu komérki istnieje konku-
rencja w tworzeniu sktadnikéw btony [62].
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