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S u m m a r y

This paper is focused on actual and potential applications of mutanases as
enzymatic dental plaque control agents in vitro and in vivo. All studies reported
so far have demonstrated that mutanase was effective in preventing dental car-
ies, suppressing the glucan-dependent adherence and the accumulation of mi-
croorganisms in dental plaque, and removing biofilms from dentures. In addi-
tion to their potential usefulness in dentistry as oral therapeutic agents,
�-(1	3)-glucanases might be applicable to investigations of �-(1	3)-glucosidic
linkages occurring in microbial cell-wall structures and glucans of certain higher
plants. �-(1	3)-Glucanases obtained in a pure form are invaluable tools for
studying the chemical structures of carbohydrates. Most promising prospects
for the practical applications of �-(1	3)-glucanases in biocontrol of phyto-
patogenic fungi, as well as in efficient production of fungal protoplasts, are also
discussed.
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1. Wprowadzenie

�-(1	3)-Glukanazy s¹ unikatowymi enzymami zdolnymi do
hydrolizy wi¹zañ �-(1	3) w mutanach i �-glukanach innego po-
chodzenia.
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Mog¹ one stanowiæ u¿yteczne narzêdzie do usuwania �-(1	3)-glukanów z in-
nych polisacharydów oraz do badania struktury chemicznej tego typu biopolime-
rów. W ochronie roœlin przed grzybowymi patogenami szczególnego znaczenia na-
biera wytwarzanie biopreparatów rozk³adaj¹cych œciany komórkowe grzybów, któ-
rych istotnym sk³adnikiem s¹ �-(1	3)-glukanazy. Dodatkowo w po³¹czeniu z inny-
mi enzymami �-(1	3)-glukanazy mog¹ u³atwiaæ tworzenie siê protoplastów u grzy-
bów, które zawieraj¹ ten glukan w œcianie komórkowej.

Najwiêksze jednak mo¿liwoœci kryje w sobie produkcja mutanaz drobnoustrojo-
wych, które mo¿na wykorzystaæ w stomatologii do zapobiegania próchnicy zêbów
i oczyszczania z biofilmów protez zêbowych. Wykazano bowiem, ¿e efektywnym
uzupe³nieniem mechanicznych i chemicznych œrodków higieny jamy ustnej mo¿e
byæ stosowanie enzymów, które specyficznie rozk³adaj¹ makrocz¹steczki buduj¹ce
szkielet p³ytki nazêbnej lub p³ytki osadzaj¹cej siê na ruchomych aparatach prote-
tycznych. Proteazy rozk³adaj¹ bia³ka œliny, które adsorbuj¹ siê na powierzchni zê-
bów i tworz¹ b³onkê inicjuj¹c¹ powstawanie biofilmu. Zastosowane z lipazami nisz-
cz¹ bakterie poprzez lizê bia³ek i t³uszczów tworz¹cych strukturalne elementy ich
komórek, a podane z dodatkiem amylaz zapobiegaj¹ rozwojowi kamienia nazêbne-
go przez rozk³ad kompleksu wêglowodanowo-bia³kowego, który wi¹¿e wapñ (1,2).
Z kolei dekstranazy i mutanazy mo¿na wykorzystaæ do hydrolizy zrêbu p³ytki nazêb-
nej ³¹cz¹cego poszczególne jej elementy, a zbudowanego g³ównie z dekstranu i mu-
tanu.

2. Wykorzystanie mutanaz w dentystyce

Udzia³ mutanaz w profilaktyce próchnicy zêbów zwi¹zany jest z budow¹ p³ytki
nazêbnej (ang. dental plaque) oraz procesami jakie w niej zachodz¹. P³ytka stanowi
biofilm z³o¿ony z mikroorganizmów osadzonych w matrycy zbudowanej z polime-
rów pochodzenia bakteryjnego i œlinowego (rys. 1) (3). Budowa i w³aœciwoœci poli-
sacharydów wchodz¹cych w sk³ad substancji organicznej p³ytki maj¹ bardzo du¿y
wp³yw na szybkoœæ powstawania zmian próchnicowych. Spoœród licznych polime-
rów buduj¹cych p³ytkê (�-(1	6)-, �-(1	4)- i �-(1	3)-glukany, �-(2	6)-fruktany),
decyduj¹c¹ rolê w etiopatologii próchnicy zêbów odgrywa �-(1	3)-glukan, zwany
mutanem. Polimer ten stanowi 1,3-1,4% suchej masy p³ytki i posiada kilka unikato-
wych cech, dziêki którym tworzy jej zr¹b, tzn. ³atwo adsorbuje siê do szkliwa po-
krytego œlin¹ lub b³onk¹ nabyt¹, sprzyja wzajemnemu sklejaniu siê bakterii (agre-
gacja) oraz znacznie zwiêksza spójnoœæ p³ytki nazêbnej (4). Mutany s¹ ca³kowicie
nierozpuszczalne w wodzie i maj¹ strukturê w³ókien, co sprawia, ¿e nie s¹ roz-
puszczane i wymywane przez p³yny jamy ustnej. Ponadto, �-(1	3)-glukany nie
poddaj¹ siê dzia³aniu enzymów, ani tych obecnych w jamie ustnej ani wytwarza-
nych przez bytuj¹ce tam mikroorganizmy, co zapewnia p³ytce stabilnoœæ i trwa³oœæ
(5-7).
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Fakt, ¿e zdolnoœæ do syntezy mutanu przez paciorkowce zmienne – oprócz za-
kwaszania i umiejêtnoœci prze¿ycia w kwaœnym œrodowisku – zosta³a uznana za
g³ówny czynnik decyduj¹cy o ich próchnicotwórczoœci spowodowa³, ¿e próby elimi-
nacji tego w³aœnie sk³adnika p³ytki nazêbnej na drodze enzymatycznej hydrolizy
sta³y siê jak najbardziej uzasadnione. Rozk³ad i usuwanie �-(1	3)-glukanów prowa-
dzi do zniszczenia lub choæby naruszenia struktury p³ytki nazêbnej, a tym samym
mo¿e byæ sposobem zapobiegania próchnicy zêbów. Jedyn¹ grup¹ enzymów ma-
j¹cych zdolnoœæ hydrolizy wi¹zañ �-(1	3)-glukozydowych s¹ mutanazy. Z uwagi
jednak na fakt, ¿e natywne mutany zawieraj¹ w swojej strukturze obok wi¹zañ
�-(1	3) równie¿ wi¹zania �-(1	6)-glukozydowe, do rozk³adu tych ostatnich stosu-
je siê niekiedy dekstranazê lub enzym ten podaje siê ³¹cznie z mutanaz¹ (8). Nale¿y
jednak wyraŸnie podkreœliæ, ¿e w takim uk³adzie dekstranaza spe³nia jedynie funk-
cjê pomocnicz¹, a jedynym enzymem efektywnie rozk³adaj¹cym natywne i nieroz-
puszczalne w wodzie mutany pochodzenia paciorkowcowego jest mutanaza. Pomi-
mo ¿e badania nad wykorzystaniem obu tych enzymów w dentystyce prowadzone
s¹ od pocz¹tku lat siedemdziesi¹tych XX w., to ich wyniki zosta³y przedstawione za-
ledwie w kilkunastu doniesieniach i patentach (9-12).

W doœwiadczeniach prowadzonych na zwierzêtach wykazano, ¿e preparat muta-
nazy podawany z kariogennym po¿ywieniem szczurom z rodzim¹ mikroflor¹ powo-
dowa³ u nich wyraŸne zahamowanie próchnicy szczelinowej oraz próchnicy po-
wierzchni g³adkich zêbów, nie mia³ natomiast wp³ywu na redukcjê p³ytki nazêbnej.
Mutanaza generowa³a jednak pewne zmiany w sk³adzie populacji bakterii wystê-
puj¹cych w p³ytce, powoduj¹c selektywne zahamowanie wzrostu paciorkowców
Streptococcus mutans (13-15). Potwierdzono to w badaniach, w których preparat mu-
tanazy z Trichoderma harzianum OMZ 779 zastosowano u wzglêdnie gnotobiotycz-
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Rys. 1. Schemat p³ytki nazêbnej. A – powierzchnia zêba, B – warstwa glikoprotein œlinowych oraz
bakteryjnych, C – mikroorganizmy – pierwsi kolonizatorzy, D – bakterie z grupy Sterptococcus
mutans (4).



nych szczurów zaka¿onych szczepem S. mutans OMZ 176E. W tych warunkach zaob-
serwowano ograniczenie zarówno liczby zmian próchnicowych jak i wielkoœci p³ytki
nazêbnej (16). Guggenheim i wsp. (15) zauwa¿yli, ¿e dzia³anie kariostatyczne muta-
nazy mo¿e zostaæ wydatnie zwiêkszone poprzez miejscowe podanie preparatu en-
zymatycznego bezpoœrednio do p³ytki nazêbnej zwierz¹t. Mo¿na by³o w ten sposób
osi¹gn¹æ efekt zahamowania próchnicy porównywalny z tym, jaki dawa³y najlepsze
znane œrodki przeciwpróchnicowe, tj. chlorheksydyna i fluorki. Ograniczenie rozwo-
ju tej choroby osi¹gnê³o 70% w przypadku zmian próchnicowych g³adkich powierzch-
ni zêbów, 85% w przypadku zaawansowanych zmian w bruzdach i szczelinach, nato-
miast w pocz¹tkowych stadiach tego rodzaju próchnicy enzym by³ znacznie bardziej
skuteczny ni¿ chlorheksydyna. Profilaktyczne dzia³anie mutanazy zwi¹zane by³o praw-
dopodobnie z wystêpowaniem w jamie gêbowej szczurów specyficznych recepto-
rów pozwalaj¹cych na d³ugotrwa³¹ obecnoœæ enzymu i jego powolne uwalnianie.

Pierwsze próby u¿ycia mutanazy z Aspergillus nidulans w postaci p³ukanki do ust
dla ludzi nie da³y oczekiwanych rezultatów (9). Dzia³anie p³ukanki kontrolnej
(20% roztwór sacharozy) jak i p³ukanki z mutanaz¹ (20% roztwór sacharozy + muta-
naza) by³o prawie jednakowe, tzn. w obu przypadkach p³ytka nazêbna powstawa³a
z podobn¹ czêstotliwoœci¹. Jednak u osób stosuj¹cych p³ukankê z mutanaz¹ na-
st¹pi³y istotne zmiany w ekologii p³ytki – dzia³anie enzymu spowodowa³o ograni-
czenie liczebnoœci populacji S. mutans o blisko 75%, przy niezmienionej liczbie in-
nych drobnoustrojów. Fakt, ¿e podawanie mutanazy nie redukowa³o wielkoœci p³yt-
ki wynika prawdopodobnie st¹d, ¿e mutan nie jest jedynym polimerem uczest-
nicz¹cym w agregacji bakterii i obok homopolimerów, takich jak mutan czy dek-
stran, w p³ytce nazêbnej znajduje siê wiele heteropolimerów (9,16). Jednak, jak ju¿
wspomniano, to mutan spe³nia nadrzêdn¹ rolê w p³ytce, decyduj¹c o udziale w niej
bakterii S. mutans oraz o zaistnieniu szeregu zjawisk fizykochemicznych, które wa-
runkuj¹ kariogennoœæ takiego uk³adu (17,18).

Zadowalaj¹ce wyniki w postaci redukcji p³ytki nazêbnej u ludzi osi¹gniêto dopie-
ro, wówczas gdy zastosowano preparat grzybowej mutanazy pochodz¹cy ze szczepu
T. harzianum OMZ 779 (19). Równoczeœnie zaobserwowano jednak wystêpowanie
efektów ubocznych w postaci podra¿nieñ jêzyka i miejscowych uczuleñ, zwi¹zanych
z obecnoœci¹, w nieoczyszczonych preparatach mutanazy, aktywnoœci proteolitycz-
nej. Niedogodnoœci tych mo¿na jednak¿e unikn¹æ stosuj¹c wysokooczyszczone pre-
paraty rekombinowanej mutanazy, wolne od jakichkolwiek aktywnoœci towarzy-
sz¹cych lub poszukuj¹c nowych szczepów nie wytwarzaj¹cych proteaz (20,21).

Biopreparaty mutanolityczne mog¹ byæ u¿ywane jako dodatki do p³ukanek do
ust, past do zêbów, gum do ¿ucia, a nawet ¿ywnoœci. Okaza³o siê przy tym, ¿e nie
bez znaczenia jest wybór noœnika. Zastosowanie do tego celu gumy do ¿ucia ma
szczególne zalety ze wzglêdu na przed³u¿one dzia³anie mutanazy, zwiêkszone wy-
dzielanie œliny oraz mechaniczne usuwanie „naruszonej” przez enzym p³ytki (20).

Mutanaza grzybowa nie stanowi jedynej formy biopreparatu, który mo¿e byæ wy-
korzystany w profilaktyce próchnicy. WyraŸne zahamowanie przyrostu p³ytki na
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wargowych i jêzykowych powierzchniach zêbów przednich, które nast¹pi³o w wyni-
ku dzia³ania bakteryjnej mutanazy z Pseudomonas sp. zaobserwowali Inoue i wsp.
(22). Korzystne mo¿e byæ równie¿ u¿ycie kompozycji, zawieraj¹cych enzymy hydro-
lizuj¹ce mutan i hamuj¹ce jego powstawanie, np. mutanazê, dekstranazê i proteazê
(23). Intensywnie badana jest tak¿e mo¿liwoœæ dodawania do œrodków higieny jamy
ustnej mutanazy pochodz¹cej z Bacillus (21), lub naturalnych inhibiotorów aktywno-
œci glukozylotransferaz paciorkowców zmiennych (24).

Mo¿liwoœci wykorzystania mutanazy w praktyce stomatologicznej nie ograni-
czaj¹ siê tylko do usuwania p³ytki nazêbnej, ale te¿ innych biofilmów powstaj¹cych
w jamie ustnej, np. p³ytki protez (ang. denture plaque) gromadz¹cej siê na ruchomych
aparatach protetycznych. W wyniku obserwacji mikroskopowych dowodzi siê, ¿e
struktura tej p³ytki jest bardzo podobna do p³ytki nazêbnej (25). P³ytka protez wy-
stêpuje u wiêkszoœci osób korzystaj¹cych z uzupe³nieñ protetycznych i jest przy-
czyn¹ licznych stanów zapalnych jamy ustnej, których g³ównym sprawc¹ s¹ zasie-
dlaj¹ce biofilm dro¿d¿e z rodzaju Candida, a w szczególnoœci patogenny gatunek
C. albicans, izolowany u 50 do 100% pacjentów ze zmianami pod³o¿a protetycznego.
Kluczem do utrzymania b³ony œluzowej jamy ustnej we w³aœciwej kondycji jest, jak
siê wydaje, skuteczna metoda czyszczenia uzupe³nieñ protetycznych (26). Do tej
pory, zdolnoœæ mutanazy do usuwania p³ytki protez testowano w niewielu oœrod-
kach na œwiecie. W latach siedemdziesi¹tych XX w. duñski zespó³ Budtz-Jörgensena
prowadzi³ szeroko zakrojone prace nad enzymatycznym oczyszczaniem protez zê-
bowych przy u¿yciu dekstranazy, mutanazy i proteazy, stosowanych oddzielnie lub
w mieszaninie. W charakterze kontroli u¿ywano placebo lub handlowego preparatu
do czyszczenia ruchomych uzupe³nieñ protetycznych o nazwie Steradent®. Badaniu
poddano oko³o 200. ochotników korzystaj¹cych z kompletnych uzupe³nieñ prote-
tycznych. Jedynym sposobem czyszczenia aparatów w czasie trwania eksperymen-
tów by³o zanurzanie ich – raz dziennie na 15 minut – w roztworze sporz¹dzonym
przez rozpuszczenie jednej tabletki preparatu enzymatycznego w 150 ml wody.
Skutecznoœæ dzia³ania enzymów oceniano na podstawie obserwacji zmian w wielko-
œci (rozleg³oœci) p³ytki, stanu b³ony œluzowej podniebienia oraz iloœci komórek dro¿-
d¿y w wymazach pobranych z b³ony œluzowej podniebienia i p³ytki osadzonej na po-
wierzchni stycznej protezy z b³on¹ œluzow¹.

W pierwszej fazie badañ ochotnicy stosowali przez 2 tygodnie tabletki zawie-
raj¹ce bardzo du¿e dawki glukanaz (oko³o 1500 jednostek enzymatycznych) i porcjê
proteazy w iloœci 1,5 jednostki. Stwierdzono, ¿e mieszanina sk³adaj¹ca siê z muta-
nazy i proteazy skuteczniej oczyszcza protezy ni¿ te same enzymy u¿yte oddzielnie,
czego wyrazem by³a poprawa stanu b³ony œluzowej podniebienia, obni¿enie liczby
komórek dro¿d¿y w wymazach oraz spadek liczby leukocytów (23).

Nastêpnie sprawdzono, czy mieszanka enzymatyczna u¿yta w bardziej racjonal-
nym stê¿eniu (5-krotnie mniejsza iloœæ mutanazy) zapobiega powstawaniu biofilmu
na nowych, specjalnie przygotowanych dla ochotników protezach. Po miesi¹cu sto-
sowania proponowanej metody czyszczenia okaza³o siê, ¿e p³ytka odk³ada³a siê za-
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równo na aparatach traktowanych enzymami, placebo, jak i handlowymi preparata-
mi czyszcz¹cymi. Jednak w grupie ochotników stosuj¹cych enzymy do czyszczenia
protez mo¿na by³o zaobserwowaæ, ¿e utworzona na uzupe³nieniach protetycznych
p³ytka mia³a o wiele mniejsz¹ powierzchniê (27).

Celem ostatniego etapu badañ by³a ocena d³ugoterminowego (trzymiesiêcznego)
stosowania œrodka enzymatycznego do codziennego oczyszczania protez u¿ywanych
od d³u¿szego czasu przez osoby starsze, z widocznymi zmianami zapalnymi na b³onie
œluzowej podniebienia, wynikaj¹cymi z korzystania z zainfekowanych uzupe³nieñ pro-
tetycznych i z³ej higieny. W grupie pacjentów stosuj¹cych enzymy stwierdzono ograni-
czenie wielkoœci p³ytki po 6 tygodniach trwania eksperymentu, a stan b³ony œluzowej
jamy ustnej ulega³ poprawie w miarê up³ywu czasu (28). Dodatkow¹ zalet¹ stosowania
enzymatycznej metody czyszczenia uzupe³nieñ protetycznych jest jej prostota oraz
ma³a czasoch³onnoœæ, co zmniejsza mo¿liwoœæ ich zniszczenia (upuszczenie, z³amanie)
w trakcie u¿ytkowania przez starsze osoby. Poza tym, w obserwacji dzia³ania handlo-
wych preparatów czyszcz¹cych wykazano, ¿e tak krótki czas ekspozycji aparatów pro-
tetycznych na dzia³anie tych œrodków jest niewystarczaj¹cy, co powoduje, ¿e s¹ one
niewiele bardziej skuteczne od placebo czy wody wodoci¹gowej (23,26).

W badaniach nad grzybowymi i bakteryjnymi mutanazami i mo¿liwoœci¹ ich prak-
tycznego wykorzystania w dentystyce uczestniczy od wielu lat grupa badawcza prof.
Szczodraka z Zak³adu Mikrobiologii Przemys³owej UMCS w Lublinie. Ostatnio, w celu
rozwi¹zania niektórych kwestii aplikacyjnych, zespó³ podj¹³ œcis³¹ wspó³pracê z Ka-
tedr¹ i Zak³adem Stomatologii Zachowawczej AM w Lublinie. Badania z zakresu wy-
korzystania mutanaz w praktyce stomatologicznej nale¿¹ do pionierskich w Polsce,
a jednym z ich w¹tków jest u¿ycie tych enzymów do usuwania p³ytki protez (26,29).

W doœwiadczeniach prowadzonych in vitro przetestowano dzia³anie trzech enzy-
mów glukanolitycznych: grzybowej egzomutanazy ze szczepu T. harzianum CCM
F-340 (30), bakteryjnej endomutanazy z Paenibacillus curdlanolyticus MP-1 (31) oraz
handlowego preparatu dekstranazy z firmy Sigma-Aldrich. Specjalnie przygotowane
p³ytki akrylowe, imituj¹ce aparaty protetyczne, op³aszczano wstêpnie ja³ow¹ œlin¹,
a nastêpnie osadzano na nich biofilm utworzony przez 9 gatunków bakterii izolowa-
nych z jamy ustnej oraz jeden gatunek dro¿d¿y C. albicans. P³ytki akrylowe pokryte
biofilmem umieszczano na 12 godzin w roztworach buforowych o temperaturze
40°C, które zawiera³y poszczególne enzymy lub ich mieszaniny. Kontrolê stanowi³y
p³ytki zanurzone w samym buforze lub w wodzie z dodatkiem handlowego œrodka
do czyszczenia ruchomych uzupe³nieñ protetycznych. W badaniach po raz pierwszy
zastosowano mieszaninê dwóch ró¿nych mutanaz i dekstranazy, a ich synergiczne
dzia³anie powodowa³o ca³kowite usuwanie biofilmu osadzonego na modelu protezy
(rys. 2). Nale¿y przy tym pokreœliæ, ¿e stê¿enia poszczególnych glukanaz w miesza-
ninach reaguj¹cych by³y kilkanaœcie razy ni¿sze od tych jakie stosowano w doœwiad-
czeniach Budtz-Jörgensena (23), przy czym podobnie jak w doœwiadczeniach szko³y
duñskiej, preparat handlowy u¿yty do usuwania warstwy biofilmu z p³ytek akrylo-
wych by³ nieskuteczny, tzn. nie narusza³ struktury p³ytki protez.
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Rys. 2. Enzymatyczne usuwanie biofilmu zwi¹zanego z p³ytk¹ akrylow¹ (26). Widok przed (I), po
12-godzinnej hydrolizie (II) i kilkakrotnym p³ukaniu wod¹ (III). (A – kontrola bez dodania enzymu, B –
preparat handlowy, C – egzomutanaza + dekstranaza, D – endomutanaza + dekstranaza, E – egzo-
mutanaza + endomutanaza + dekstranaza).



3. Enzymatyczny rozk³ad �-(1�3)-glukanów œciany komórkowej

�-(1	3)-Glukanazy znalaz³y równie¿ zastosowanie jako skuteczne narzêdzie
w analizie strukturalnej oraz hydrolizie �-(1	3)-glukanów pochodz¹cych z innego
Ÿród³a ni¿ paciorkowcowe. Polimery tego typu wystêpuj¹ jako sk³adniki struktural-
ne œcian komórkowych zdecydowanej wiêkszoœci grzybów, g³ównie z rodzaju
Ascomycetes i Basidiomycetes (32,33) oraz niektórych roœlin wy¿szych, np. mango (34).
Œciany komórkowe grzybów sk³adaj¹ siê z piêciu g³ównych polimerów, �-(1	3)-glu-
kanu, �-(1	6)-glukanu, �-(1	3)-glukanu, chityny i glikoprotein (35), przy czym
iloœæ �-(1	3)-glukanów kszta³tuje siê na poziomie 9-46% suchej masy œciany,
a w owocnikach niektórych podstawczaków siêga nawet 88% (36).

�-(1	3)-Glukanazy nale¿¹ do enzymów mykolitycznych i s¹ wykorzystywane
m. in. w analizie chemicznej i w badaniach ultrastruktury œciany komórkowej grzy-
bów oraz do produkcji biopreparatów chroni¹cych roœliny przed grzybowymi pato-
genami. Selektywny rozk³ad poszczególnych sk³adników œciany przy u¿yciu ró¿nych
glukanaz (�-(1	3)-, �-(1	6)-, �-(1	3)-glukanazy, chitynazy) zaowocowa³ powsta-
niem techniki zwanej enzyme dissection (ang.), pozwalaj¹cej na skuteczn¹ i efektywn¹
izolacjê protoplastów z komórek grzybowych. Pocz¹tkowo enzymów litycznych u¿y-
wano w procedurach otrzymywania wolnych od komórek ekstraktów (37) oraz uwal-
niania organelli komórkowych do badañ biochemicznych (38). W dalszym etapie,
poprzez wieloletnie doskonalenie metod enzymatycznego otrzymywania grzybo-
wych protoplastów, przyœpieszono badania zwi¹zane z poznaniem struktury, wzro-
stu i od¿ywiania komórki (39,40), izolacj¹ b³on cytoplazmatycznych (41), lokalizacj¹
enzymów (42), badaniem systemów osmotycznych (43), analiz¹ wp³ywu ró¿nych
czynników fizycznych na komórkê (44,45), biosyntez¹ i mechanizmem dzia³ania an-
tybiotyków (46,47) oraz regeneracj¹ œciany komórkowej (48,49). Poza tym, uwalnia-
nie protoplastów za pomoc¹ enzymatycznego „koktajlu” sta³o siê skutecznym na-
rzêdziem wykorzystywanym w in¿ynierii genetycznej do badañ zwi¹zanych z izola-
cj¹ DNA (50,51) oraz fuzj¹ protoplastów pomiêdzy ró¿nymi gatunkami: Aspergillus
nidulans i A. rugrosus (52), A. nidulans i A. fumigatus (53), Mucor pussilus i M. miechei
(54), Penicillium roquefortii i P. chrysogeum (55), P. chrysogeum i P. cyaneofulvum (56),
Gandoderma lucidum i G. applanatum (57), Lentinus edodes i G. lucidum (58).

Na rynku pojawi³o siê wiele preparatów zawieraj¹cych enzymy lityczne, w któ-
rych aktywnoœæ �-(1	3)-glukanazy stanowi³a istotn¹ czêœæ sk³adow¹ (tab. 1). Jed-
nym z najczêœciej stosowanych preparatów by³ Novozym 234 (zwany równie¿ Muta-
nase-Novozym 234), otrzymywany z hodowli T. harzianum. Pocz¹tkowo s³u¿y³ on
jako Ÿród³o mutanazy u¿ywanej do rozk³adu �-(1	3)-glukanów syntetyzowanych przez
S. mutans (60). Jego w³aœciwoœci lityczne zosta³y wykorzystane stosunkowo póŸno.
W 1981 r. Stephen i Nasim (61) oraz Hamlyn i wsp. (59) u¿yli Novozymu 234 do izo-
lacji protoplastów z komórek ró¿nych grzybów. Wysoka skutecznoœæ dzia³ania tego
preparatu zaowocowa³a licznymi pracami i wykorzystaniem go do efektywnej izolacji
protoplastów z licznych gatunków dro¿d¿y: Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces
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pombe, Kluyveromyces lactis, Trichosporon pullulanas, Schwanniomyces alluvius (61),
Trichosporon cutaneum (62), Paracoccidioides brasiliensis (63) i grzybów strzêpkowych:
Neurospora crassa (64), Gremmeniella abietina, Ascocalyx abietis (49), Lentinus lepideus
(48), Acremonium chrysogenum, Aspergillus nidulans, A. niger, A. ochraceous, A. rugulosus,
Penicillium chrysogeum, Volvariella volvacea (59), Microsporum canis, M. gypseum,
Trichophyton mentagrophytes, T. rubrum, T. violaceum, Epidermophyton floccosum (65),
Trichderma harzianum (66), Trichothecium roseum (67), Termitomyces clypeatus (68),
Sporotrichum thermophile (69), Pseudozyma flocculosa (70), Eremothecium ashbyii,
Trichoderma reesei, Penicillium chrysogenum (71). Porównanie aktywnoœci litycznej
Novozymu 234 z innymi preparatami handlowymi przedstawiono w tabeli 2.

T a b e l a 1

Aktywnoœæ �-(1�3)-glukanolityczna w niektórych handlowych preparatach enzymów litycznych (59,60)

Preparat enzymatyczny
(Firma)

Specyficzna aktywnoœæ
�-(1	3)-glukanolityczna (×10-2)

Novozym 234 (Novo)
Cellulase (Merck)
Cellulase CP (Sturge)
Cellulase CT (Struge)
�-D-Glucanase (BDH)
Helicase (I`Industrie Biologique)
Lytic enzyme L1 (BDH)
Cereflo 200L (Novo)
�-D-Glucuronidase (Sigma)

6,57
9,75
4,57
2,87
33,3
3,16
9,68

10,59
1,30

T a b e l a 2

Porównanie dzia³ania litycznego handlowych preparatów enzymatycznych (o stwierdzonej aktywnoœci
�-(1�3)-glukanolitycznej) w kierunku uwalniania protoplastów z komórek wybranych grzybów (59)

Preparat enzymatyczny
(firma)

Liczba uwolnionych protoplastów

(×10-6/ml) (%)

A. chrysogenuma A. nidulans A. niger P. chrysogenum V. volvacea S. cerevisiaeb

1 2 3 4 5 6 7

Novozym 234 (Novo) 148±12 190±53 1,57±0,71 37,9±5,0 1,53±0,05 98,9±0,3

Cellulase (Merck) 8,00±3,27 2,07±0,57 0,83±0,33 – <0,25 67,9±6,5

Cellulase CP (Sturge) 133±18 19,0±5,0 0,94±0,06 8,3 <0,25 36,4±21,9

Cellulase CT (Struge) 1,67±1,03 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 6,40±6,80

�-D-Glucanase (BDH) <0,25 – – <0,25 <0,25 <0,50

Helicase (I’Industrie Biologique) 93,3±10,3 – – – – –

Lytic enzyme L1 (BDH) 237±29 – – – – –
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1 2 3 4 5 6 7

Cereflo 200L (Novo) <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 0,60±0,43

�-D-Glucuronidase (Sigma) – – – – –- 91,1±6,5

a – poddany wstêpnej obróbce za pomoc¹ ditiotreitolu (DTT)
b – poddany wstêpnej obróbce za pomoc¹ merkaptoetanolu

Wy¿sza skutecznoœæ tego preparatu wyra¿a³a siê aktywnoœci¹ w stosunku do
wszystkich testowanych szczepów. Ró¿norodnoœæ budowy œciany komórkowej ba-
danych grzybów by³a natomiast ograniczeniem dla efektywnego dzia³ania innych
handlowych preparatów, szczególnie �-D-Glucanase (BDH), Helicase (I’Industrie Bio-
logique) oraz Lytic enzyme L1 (BDH), które by³y aktywne wy³¹cznie w stosunku do
A. chrysogenum.

Szerokie spektrum dzia³ania Novozymu 234 zwi¹zane by³o z tym, ¿e posiada³ on
w swoim sk³adzie ca³¹ gamê aktywnoœci glukanolitycznych oraz proteazowych, któ-
re nie by³y spotykane w innych preparatach litycznych (59).

U wielu gatunków grzybów chityna i �-glukany tworz¹ fibrylarny szkielet œciany
komórkowej, zaœ do g³ównych komponentów wchodz¹cych w sk³ad spoiwa tej kon-
strukcji nale¿¹ bia³ka i �-glukany. Ait-Lahsen i wsp. (72) opisali �-(1	3)-glukanazê
(AGN13.1) z T. harzianum, która wi¹za³a siê ze œcian¹ komórkow¹ ró¿nych patoge-
nicznych grzybów (A. niger, Botrytis cinerea, Colletotrichum acutatum, Penicillium
aurantogriseum) i powodowa³a znaczn¹ jej degradacjê. Wykazano, ¿e enzym ten
dzia³a destrukcyjnie zarówno w stosunku do grzybni jak i zarodników. Dodatek do
pod³o¿a 270 �g/ml �-(1	3)-glukanazy hamowa³ w oko³o 70% tworzenie zarodników
u P. aurantogriseum, a uzupe³nienie 90 �g/ml AGN13.1 pod³o¿a wzrostowego za-
szczepionego wykie³kowanymi sporami A. niger, B. cinerea oraz P. aurantogriseum ha-
mowa³o znacz¹co ich rozwój.

Gatunki Trichoderma od wielu lat badane s¹ pod k¹tem mo¿liwoœci zastosowania
jako czynnik biokontroli w rolnictwie (73). Kontrola biologiczna obejmuje u¿ycie
korzystnych mikroorganizmów, takich jak grzyby i bakterie, do zwalczania i kontro-
li patogenów roœlin i chorób przez nie powodowanych. Trichoderma wykorzystuje
kilka mechanizmów antagonizmu, m.in. aktywnie paso¿ytuje na gospodarzu grzy-
bowym poprzez rozpoznawanie, wi¹zanie i niszczenie za pomoc¹ enzymów jego
œciany komórkowej, a nastêpnie korzystanie z zawartoœci komórek patogenu. Szcze-
gólnie u¿yteczne s¹ w tym procesie enzymy chitynolityczne i glukanolityczne wy-
twarzane przez paso¿yta. Rozk³adaj¹ one efektywnie œcianê komórkow¹ gospoda-
rza przez hydrolizê biopolimerów nie wystêpuj¹cych w tkankach roœlinnych (74).
Wspomniane enzymy wchodz¹ w sk³ad ca³ego zestawu enzymatycznego, okreœlane-
go mianem enzymów degraduj¹cych œcianê komórkow¹ (ang. CWDEs). Tak¿e oczysz-
czone CWDEs z ró¿nych gatunków Trichoderma skutecznie hamuj¹ kie³kowanie spor
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i wzrost grzybni wielu patogenów, np. Rizoctonia, Fusarium, Alternaria, Phytophtora,
a szczególnie Botrytis (75).

Nieobecnoœæ w œcianie komórkowej roœlin wy¿szych �-(1	3)-glukanów i aktyw-
noœci �-(1	3)-glukanolitycznej daje szerokie pole do wykorzystania mikroorgani-
zmów (szczególnie grzybów wytwarzaj¹cych �-(1	3)-glukanazy) jako skutecznego
narzêdzia w walce z patogenami roœlin. W tym kontekœcie ekspresja genu kodu-
j¹cego �-(1	3)-glukanazy w transgenicznych roœlinach mog³aby spowodowaæ naby-
cie przez te organizmy dodatkowej odpornoœci na patogeny grzybowe. Z kolei
�-(1	3)-glukanazy degraduj¹ce œciany komórkowe grzybów s¹ ju¿ stosowane
w biologicznej ochronie roœlin jako komponenty biopreparatów chroni¹cych roœliny
przed grzybowymi patogenami (72).

Preparat �-(1	3)-glukanazy w postaci Novozymu 234 by³ równie¿ wykorzysty-
wany do enzymatycznej obróbki wodnych roztworów heteropolisacharydów wytwa-
rzanych przez Xantomonas, Arthobacter i Sclerotium, m.in. ksantanów (76). Ze wzglê-
du na ich zdolnoœæ do znacznego zwiêkszania lepkoœci œrodowiska, zwi¹zki te s¹
szeroko stosowane jako œrodki zagêszczaj¹ce w przemyœle spo¿ywczym. S³u¿¹ te¿
do odzyskiwania ropy naftowej – wodne roztwory heteropolisacharydów o stê¿e-
niu od 300 do 3000 ppm s¹ u¿ywane do usuwania oleju z czêœciowo wyczerpanych
z³ó¿. Skutkiem ubocznym ich stosowania jest jednak zatykanie porów w utworach
skalnych, do których je wprowadzono. Powoduje to niepo¿¹dane wzrosty ciœnienia
i niemo¿noœæ odzyskania oleju. Zatykanie porów spowodowane jest obecnoœci¹
w roztworach polimerów nierozpuszczalnych cz¹stek (bakterie) oraz pó³przezroczy-
stych agregatów lub mikro¿eli. Dodatek Novozymu 234 powodowa³ rozpuszczenie
tych inkluzji, a tym samym polepszenie zdolnoœci filtracyjnych i u³atwienie dozowa-
nia roztworów heteropolisacharydów.

4. Podsumowanie

Z dokonanego przegl¹du piœmiennictwa wynika, ¿e enzymatyczna hydroliza bak-
teryjnych i grzybowych �-(1	3)-glukanów stanowi aktualny i wa¿ny problem bio-
technologiczny. Jego rozwi¹zanie mo¿e doprowadziæ do prze³omu w dentystyce,
gdzie specyficzne �-(1	3)-glukanazy (mutanazy), usuwaj¹ce z powierzchni zêbów
paciorkowcowe mutany, mo¿na bêdzie efektywnie wykorzystaæ do zapobiegania
próchnicy i oczyszczania aparatów protetycznych z bakteryjnych filmów. Próchnica
zêbów jest nadal naszym problemem narodowym i dotyczy 85-90% Polaków, przy
czym szczególnie podatne na tê chorobê s¹ dzieci i m³odzie¿ ze wzglêdu na specy-
ficzn¹ budowê zêba. Zaawansowana próchnica oraz z³y stan dzi¹se³ mog¹ równie¿
prowadziæ do mia¿d¿ycy naczyñ i chorób serca (zapalenie wsierdzia, niedomykal-
noœæ zastawek). W zwi¹zku z tym poszukuje siê intensywnie nowych induktorów
i producentów mutanaz, a najnowsze badania zmierzaj¹ do skonstruowania komen-
salnych mikroorganizmów bêd¹cych antagonistami próchnicotwórczych szczepów
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paciorkowców zmiennych. Z kolei �-(1	3)-glukanazy degraduj¹ce œciany komórko-
we grzybów s¹ wykorzystywane do produkcji grzybowych protoplastów i wytwarza-
nia skutecznych biopreparatów chroni¹cych roœliny przed grzybowymi patogenami.
W ostatnich latach dokona³ siê te¿ du¿y postêp w oczyszczaniu �-(1	3)-glukanaz,
poznaniu ich struktury molekularnej oraz zbadaniu genów odpowiedzialnych za
syntezê tych specyficznych biokatalizatorów. Kontynuacja tych badañ zmierza w kie-
runku lepszego zrozumienia mechanizmów indukcji i regulacji syntezy �-(1	3)-glu-
kanaz, poprawienia ich stabilnoœci oraz otrzymania genetycznie zmodyfikowanych
mikroorganizmów ukierunkowanych na szybk¹ i wydajn¹ produkcjê tych enzymów
w skali technicznej.
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