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Streszczenie
Wprowadzenie. Glukany, a szczególnie mutan, spełniają ważną rolę w powstawaniu płytki nazębnej lub płytki
protez, ponieważ umożliwiają adhezję drobnoustrojów do twardych powierzchni oraz inicjują wiele innych proce−
sów fizykochemicznych, które warunkują próchnicotwórczość powstającego biofilmu.
Cel pracy. Ocena skuteczności niektórych enzymów glukanolitycznych w rozkładzie mutanu oraz biofilmów two−
rzonych z jego udziałem na powierzchni płytek stanowiących imitację aparatów protetycznych.
Materiał i metody. W doświadczeniach użyto enzymów glukanolitycznych pochodzenia grzybowego, egzomuta−
nazy (EC 3.2.1.84) i dekstranazy (EC 3.2.1.11) oraz endomutanazy bakteryjnej (EC 3.2.1.59), oddzielnie lub
w mieszaninie. Skuteczność enzymatycznej degradacji mutanu oceniono na podstawie stopnia scukrzenia oraz
upłynniania tego biopolimeru. Płytki protez formowano z udziałem 9 gatunków bakterii i jednego gatunku droż−
dży, a ich enzymatyczny rozkład dokumentowano fotograficznie.
Wyniki. Wykazano, że efektywne usuwanie mutanu (wolnego i związanego z powierzchnią płytki) następuje
w przypadku synergicznego działania mutanaz i dekstranazy, przy czym endomutanaza szybciej upłynnia ten po−
limer, egzoenzym natomiast jest bardziej skuteczny w jego scukrzaniu. Mieszanina tych enzymów usuwała rów−
nież całkowicie utworzone na powierzchni płytek akrylowych biofilmy. Działania takiego nie wykazywał preparat
handlowy przeznaczony do oczyszczania ruchomych aparatów protetycznych.
Wnioski. Testowane w pracy enzymy glukanolityczne mogą być z powodzeniem zastosowane do usuwania płyt−
ki protez (Dent. Med. Probl. 2005, 42, 2, 241–247).
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Abstract
Background. Glucans, especially mutan, play an important role in dental or denture plaque as they enable adhe−
sion of microorganisms to hard surfaces and initiate a series of other physico−chemical phenomena which condi−
tion the caries−causing nature of the biofilm being formed.
Objectives. An assessment of the effectiveness of some glucanolytic enzymes in the dissolution of mutan and
mutan−based biofilms on the surface of plates imitating dental prostheses.
Material and Methods. Glucanolytic enzymes of fungal origin, exomutanase (EC 3.2.1.84) and dextranase (EC
3.2.1.11) and bacterial endomutanase (EC 3.2.1.59) – separately or in a mixture – were used in this study. The
effectiveness of their action on mutan was assessed on the basis of saccharification and solubilization of this
biopolymer. Denture plaque on the plates had been formed with nine species of bacteria and one species of yeast
and its enzymatic dissolution was documented photographically.
Results. It has been demonstrated that removal of mutan (both native and adherent to the surface of the plate) is
effective when mutanases and dextranase act synergically. Also, endomutanase is faster at dissolving the polymer,
while the exoenzyme is more effective in its saccharification. A mixture of the enzymes also thoroughly removed
biofilms formed on the surface of the acrylic plates, which was not the case with a commercial preparation used
for cleaning removable dental prostheses.
Conclusions. The tested glucanolytic enzymes can be successfully used for removal of denture plaque (Dent. Med.
Probl. 2005, 42, 2, 241–247).
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W skład płytki nazębnej wchodzą głównie
drobnoustroje oraz pewna ilość materiału pozako−
mórkowego. Węglowodany stanowią około 20%
suchej masy, przy czym dominują wśród nich
przede wszystkim glukany (dekstrany i mutany)
oraz fruktany. Nadrzędną rolę w utrzymaniu wła−
ściwej struktury oraz próchnicotwórczości płytki
pełnią zewnątrzkomórkowe glukany, których
udział wynosi około 10% jej suchej masy, w tym
mutanu 1,35–1,4% [1, 2]. Badania strukturalne do−
wiodły, że polimery te zawierają głównie wiązania
α−1,3−; α−1,6− i α−1,4−glikozydowe. Nierozpu−
szczalne w wodzie mutany (α−1,3−; α−1,6−gluka−
ny) odgrywają istotną rolę w adsorbowaniu się
bakterii do powierzchni szkliwa, doprowadzając
do wytworzenia stabilnego połączenia między pa−
ciorkowcami a błoną nazębną, a także umożliwia−
ją agregację bakterii występujących w niezależ−
nych łańcuchach. W ten sposób odpowiadają za−
równo za zwiększanie masy płytki i jej ścisłe połą−
czenie ze szkliwem, jak i za dalszą kolonizację
i agregację bakterii [3, 4]. Dekstrany (α−1,6−gluka−
ny), ze względu na swoją rozpuszczalność w wo−
dzie, stanowią głównie rezerwę do dalszych prze−
mian metabolicznych w przypadku niedoboru cu−
kru w pożywieniu oraz ułatwiają agregację bakte−
rii w płytce [5]. Mutany i dekstrany tworzą łącznie
swoisty szkielet (matrix), który spaja poszczegól−
ne elementy płytki. Zniszczenie lub naruszenie
struktury tego szkieletu może znacznie ułatwić
mechaniczne usuwanie biofilmu. Wykazano sku−
teczność enzymów, zwłaszcza mutanaz hydrolizu−
jących wiązania α−1,3−glikozydowe oraz dekstra−
naz rozkładających wiązania α−1,6−glikozydowe,
dlatego jest możliwe ich zastosowanie do enzyma−
tycznej degradacji płytki, a tym samym do łatwiej−
szego usuwania z powierzchni zębów [6–9].

We współczesnym społeczeństwie duży odse−
tek osób korzysta z ruchomych uzupełnień prote−
tycznych. Osoby takie są narażone na występowa−
nie licznych zakażeń błony śluzowej jamy ustnej,
szczególnie zakażeń grzybiczych. Niewłaściwa hi−
giena jamy ustnej i protez, zaleganie resztek po−
karmu oraz mikroporowata struktura uzupełnień
protetycznych jest przyczyną tworzenia się płytki
protez. Akryl stosowany do uzupełnień protetycz−
nych jest idealnym siedliskiem dla grzybów i bak−
terii, które zasiedlając je, upośledzają zmysł sma−
ku, są przyczyną nieprzyjemnego zapachu oraz
stanów zapalnych o podłożu protetycznym. Jak
wykazują liczne badania, głównym źródłem tego
typu zakażeń są grzyby drożdżopodobne z rodzaju
Candida, a w szczególnie z gatunku Candida albi−
cans, które izoluje się od 50–100% pacjentów ze
zmianami podłoża protetycznego. Gatunek ten
uważa się za najbardziej inwazyjny wśród droż−
dżaków bytujących w jamie ustnej [10–12]. 

Obecnie są znane i rekomendowane dwie me−
tody usuwania materiału nagromadzonego na pły−
tach protez – oczyszczanie mechaniczne lub che−
miczne albo połączenie obu sposobów [13]. Meto−
dy te powinny zapewniać usunięcie nagromadzo−
nej już płytki oraz zapobiegać powstawaniu no−
wej. Nie zawsze jednak uzyskuje się pożądany
efekt, ponieważ oczyszczanie mechaniczne jest
z reguły mało skuteczne, a środki chemiczne mo−
gą uszkadzać materiał, z którego są wykonane
uzupełnienia lub wywoływać skutki uboczne u pa−
cjentów używających ruchomych uzupełnień. Me−
todą alternatywną może być użycie do czyszczenia
protez enzymów, które w sposób swoisty rozkła−
dają makrocząsteczki budujące niekomórkowy
szkielet płytki protez. Wykazano, że enzymy li−
tyczne drożdży, enzymy proteolityczne oraz glu−
kanazy naruszają strukturę płytki, zmniejszają jej
przyczepność i ułatwiają mechaniczne usuwanie
[14–16].

Celem pracy była ocena skuteczności nie−
których enzymów glukanolitycznych w rozkładzie
mutanu oraz biofilmów tworzonych z jego udzia−
łem na powierzchni płytek akrylowych, będących
imitacją uzupełnień protetycznych.

Materiał i metody

Do badań użyto trzech enzymów glukanohy−
drolitycznych, egzomutanazy z Trichoderma ha−
rzianum CCM F−340 (Czeska Kolekcja Mikroor−
ganizmów, Brno), endomutanazy z Paenibacillus
sp. (Kolekcja Zakładu Mikrobiologii Przemysło−
wej UMCS, Lublin) oraz dekstranazy firmy Sig−
ma−Aldrich®. Oceniono ich skuteczność w działa−
niu na mutan (oddzielnie lub w mieszaninie), okre−
ślając stopień scukrzenia oraz solubilizacji (upłyn−
niania) tego biopolimeru. Mutan użyty do do−
świadczeń otrzymano z hodowli Streptococcus so−
brinus OMZ 176 (Kolekcja Uniwersytetu w Goe−
teborgu, Szwecja). Hydrolizę mutanu prowadzono
w temperaturze 40°C w ciągu 120 minut. Stopień
scukrzenia określano na podstawie ilości uwolnio−
nych z glukanu cukrów redukujących, które ozna−
czano metodą Somogyi−Nelsona [17, 18]. Solubi−
lizację mierzono metodą turbidymetryczną, bada−
jąc przy długości fali 560 nm spadek zmętnienia
wywołanego obecnością w próbie nierozpuszczal−
nego w wodzie polisacharydu [19]. Oceniono rów−
nież przydatność badanych enzymów do usuwania
mutanu lub biofilmów tworzonych z jego udzia−
łem i osadzonych in vitro na płytkach akrylowych
(Probase, Ivoclar Vivadent, Niemcy, wykonane
w Laboratorium Protetycznym REMA−DENT
w Lublinie). Płytki wstępnie opłaszczano jałową
śliną i w celu osadzenia na nich mutanu umie−
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szczano w płynie pohodowlanym S. sobrinus
OMZ 176 z dodatkiem 3% sacharozy. Aby wy−
tworzyć biofilm – płytki zanurzano w podłożu
BHI (Brain Heart Infusion) z 3% sacharozą, za−
szczepionym 9 gatunkami bakterii: Streptococcus
sobrinus OMZ 176, S. sobrinus CKMZ 6070,
S. mutans CKMZ 6067 (Czeska Kolekcja Mikro−
organizmów Zoopatogennych w Brnie), S. mutans
DSM 20381 (Niemiecka Kolekcja Mikroorgani−
zmów w Braunschweig), oraz Fusobacterium nuc−
leatum, Prevotella intermedia, Peptostreptococcus
anaerobius, Peptostreptococcus magnus, Propio−
nibacterium acnes i jednym gatunkiem drożdży
Candida albicans (Kolekcja Zakładu Mikrobiolo−
gii Jamy Ustnej AM w Gdańsku dzięki uprzej−
mości prof. dr hab. Anny Kędzi). Po 24−godzinnej
inkubacji płytki pokryte mutanem lub biofilmem
przepłukiwano wodą i umieszczano w temperatu−
rze 40°C na 12 godzin w roztworach buforowych
zawierających poszczególne enzymy lub ich mie−
szaniny. Kontrolę stanowiły płytki zanurzone
w samym buforze lub w wodzie z dodatkiem pre−
paratu handlowego do czyszczenia protez. Wyniki
badań archiwizowano fotograficznie. Stężenie en−
zymów we wszystkich doświadczeniach wynosiło
odpowiednio: 0,1 U/cm3 dla egzo− i endomutanazy
oraz 1 U/cm3 dla dekstranazy. Za jednostkę aktyw−
ności (U) przyjęto taką ilość enzymu, która w cią−
gu minuty uwalnia z glukanu cukry redukujące
równoważne 1 µmol glukozy.

Wyniki 

W przeprowadzonych badaniach oceniano
skuteczność enzymatycznej degradacji mutanu
w warunkach in vitro. W pierwszym etapie do−
świadczeń zbadano przydatność wybranych enzy−

mów glukanolitycznych do hydrolizy mutanu
otrzymanego z hodowli S. sobrinus OMZ 176.
Mutan ten w swojej strukturze miał 59,1% wiązań
α−1,3 oraz 40,9% wiązań α−1,6 i dlatego do jego
rozkładu użyto egzo− i endomutanazy oraz de−
kstranazy. Ze względu na nierozpuszczalność
w wodzie badanego glukanu, efektywność jego
enzymatycznej hydrolizy określano badając sto−
pień scukrzania lub upłynniania substratu (ryc.
1a i b). Analiza uzyskanych wyników wskazuje,
że wydajny rozkład mutanu następuje w przypad−
ku synergicznego działania mutanazy i dekstrana−
zy (mieszanina D, F i G). W tych warunkach już
po 60 minutach hydrolizy mutan został upłynnio−
ny w 79–92% (ryc. 1b). Uwidoczniła się również
różnica w mechanizmie rozkładu polimeru przez
egzo− i endomutanazę. Po dwugodzinnej hydroli−
zie, egzomutanaza uwalniała z 1 mg mutanu więk−
sze ilości cukrów (0,26 mg) w porównaniu z endo−
mutanazą (0,18 mg). Po upływie tego samego cza−
su endoenzym skuteczniej upłynniał mutan
(w 92%) niż egzomutanaza (53%). Działanie sa−
mej dekstranazy było mało efektywne (po 2 godzi−
nach scukrzenie wyniosło 2,8%, a solubilizacja
13,4%), ale jej dodatek wyraźnie wzmacniał dzia−
łanie obu mutanaz. Ograniczone działanie dekstra−
nazy na mutan jest prawdopodobnie wynikiem
małej dostępności wiązań α−1,6 dla tego enzymu.

Do dalszych badań wykorzystano efektywną
pod względem rozkładu mutanu mieszaninę muta−
naz i dekstranazy w wersjach: egzomutanaza + de−
kstranaza (C), endomutanaza + dekstranaza (D)
oraz egzomutanaza + endomutanaza + dekstranaza
(E). W celu lepszej obserwacji tworzenia się muta−
nu i biofilmów na twardych powierzchniach,
skonstruowano imitację uzupełnienia protetyczne−
go w postaci płytki akrylowej (3 × 3 cm), którą po
opłaszczeniu śliną „pokrywano” warstwą mutanu
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Ryc. 1. Enzymatyczna hydroliza wolnego (niezwiązanego z płytką) mutanu: a – scukrzanie, b – solubilizacja: A –
egzomutanaza, B – endomutanaza, C – dekstranaza, D – egzomutanaza + endomutanaza + dekstranaza, E – egzomu−
tanaza + endomutanaza, F – egzomutanaza + dekstranaza, G – endomutanaza + dekstranaza

Fig. 1. Enzymatic hydrolysis of native mutan: a – saccharification, b – solubilization: A – exomutanase, B – endomu−
tanase, C – dextranase, D – exomutanase + endomutanase + dextranase, E – exomutanase + endomutanase, F – exo−
mutanase + dextranase, G – endomutanase + dextranase
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bądź biofilmu. Na tak przygotowanych płytkach
testowano następnie działanie ww. mieszanin en−
zymatycznych. 

Na rycinie 2 przedstawiono płytki pokryte mu−
tanem, przed i po 12−godzinnej hydrolizie. Działa−
nie mieszanin enzymatycznych w każdym przy−
padku (C, D i E) było podobne – polimer osadzony
na powierzchni płytek został całkowicie rozłożony.
Na płytce kontrolnej zanurzonej w samym buforze
(A) lub roztworze handlowego preparatu do czy−
szczenia protez (B) mutan pozostał nienaruszony. 

Skuteczność, z jaką mieszanina mutanazy
i dekstranazy rozkłada zarówno mutan wolny, jak
i związany z twardą powierzchnią, została osta−
tecznie wykorzystana do usuwania biofilmu ufor−
mowanego na płytkach akrylowych (ryc. 3). Po
12−godzinnej hydrolizie mutan będący spoiwem
biofilmu został rozłożony, co widać na rycinie 3II.
Na płytkach C, D i E pozostała warstwa nieprzyle−
gającego, delikatnego osadu, który stanowiły
przede wszystkim wolne komórki drobnoustrojów,
co udowodniono mikroskopowo oraz przez kilka−
krotne przepłukanie płytek wodą destylowaną
(ryc. 3III). Działanie poszczególnych mutanaz
z dodatkiem dekstranazy (płytki C i D) spowodo−
wało wyraźne (w stosunku do kontroli niezawiera−
jącej enzymu, płytka A) naruszenie struktury bio−

filmu, mieszanina natomiast wszystkich trzech en−
zymów (E) zhydrolizowała mutan całkowicie (co
widać na zdjęciach w postaci bardzo cienkiej war−
stwy osadu). Pozostałości biofilmu można było
usunąć przez płukanie płytek wodą. W wyniku te−
go zabiegu nienaruszona, przylegająca biowarstwa
pozostała na płytce kontrolnej (A) i poddanej dzia−
łaniu preparatu handlowego (B). 

Omówienie

Glukany, a szczególnie mutan, spełniają waż−
ną rolę w powstawaniu płytki nazębnej lub płytki
protez. Umożliwiają adhezję drobnoustrojów do
powierzchni zębów oraz inicjują wiele innych pro−
cesów fizykochemicznych, które warunkują
próchnicotwórczość tworzonego biofilmu [20,
21]. Badania dowodzą, że u szczurów gnotobio−
tycznych zakażonych mutantami Streptococcus
mutans niezdolnymi do syntezy mutanu, mimo bo−
gatej w sacharozę diety nie stwierdzono zmian
próchnicowych [22, 23]. Stąd nasuwa się wniosek,
że hydroliza mutanu może zniszczyć integralność
płytki, i ułatwić jej mechaniczne usunięcie. 
Wydaje się, że glukanazy, a przede wszystkim mu−
tanazy i dekstranazy, są użyteczne w usuwaniu
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Ryc. 2. Enzymatyczne usuwanie mutanu związanego z płytką akrylową. Widok przed (I) i po 12−godzinnej hydroli−
zie (II): A – kontrola bez dodania enzymu, B – preparat handlowy, C – egzomutanaza + dekstranaza, D – endomuta−
naza + dekstranaza, E – egzomutanaza + endomutanaza + dekstranaza

Fig. 2. Enzymatic removal of mutan adherent to the acrylic plate. The view before (I) and after 12−h hydrolysis (II):
A – control without enzyme, B – commercial preparation, C – exomutanase + dextranase, D – endomutanase + dextra−
nase, E – exomutanase + endomutanase + dextranase



biofilmów zawierających glukany pochodzenia
paciorkowcowego. 

W latach sześćdziesiątych i siedemdziesiątych
XX wieku nadzieje na zwalczenie próchnicy wią−
zano głównie z dekstranazą. W badaniach in vitro
[24], in vivo [25] i w próbach klinicznych [26] te−
stowano wpływ dekstranaz różnego pochodzenia
na rozkład glukanów płytki nazębnej, formowanie
się biofilmu i rozwój próchnicy. Prace te nie przy−
niosły jednak spodziewanych wyników. Okazało
się, że enzym skutecznie rozkładał tylko rozpu−
szczalne glukany (dekstrany), a to nie zapewniało
zniszczenia płytki. Dopiero zastosowanie przez

badaczy szwedzkich [27] innej glukanazy – muta−
nazy otrzymanej z Trichoderma harzianum OMZ
779 dało wymierny efekt w postaci zmniejszenia
płytki nazębnej. Skuteczność tej mutanazy wyka−
zali również Kelstrup et al. [9], stosując ją jako do−
datek do gum do żucia. Formowanie się płytki na−
zębnej na powierzchniach przednich zębów było
skutecznie hamowane także za pomocą płynów do
płukania jamy ustnej zawierających mutanazę wy−
twarzaną przez Pseudomonas [28]. Ograniczenie
ilości płytki, dzięki mutanazie zastosowanej jako
dodatek do płukanek jamy ustnej, potwierdzili
również Nanako et al. [29].
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Ryc. 3. Enzymatyczne usuwanie biofilmu związanego z płytką akrylową. Widok przed (I), po 12−godzinnej hydroli−
zie (II) i kilkakrotnym płukaniu wodą (III): A – kontrola bez dodania enzymu, B – preparat handlowy, C – egzomu−
tanaza + dekstranaza, D – endomutanaza + dekstranaza, E – egzomutanaza + endomutanaza + dekstranaza

Fig. 3. Enzymatic removal of biofilm adherent to the acrylic plate. The view before (I) and after 12−h hydrolysis (II)
and after repeated washing with water (III): A – control without enzyme, B – commercial preparation, C – exomuta−
nase + dextranase, D – endomutanase + dextranase, E – exomutanase + endomutanase + dextranase



Ze względu na złożoną strukturę związków bu−
dujących zrąb płytki, ich enzymatyczne usuwanie
z biofilmu może być bardziej skuteczne, jeżeli środ−
ki czyszczące będą zawierały mieszaninę różnych
enzymów. Doniesień na ten temat jest jednak nie−
wiele. Budtz−Jörgensen [30, 31] oraz Budtz−Jörgen−
sen i Kelstrup [27] zastosowali do oczyszczania pro−
tez środek zawierający duże stężenia mutanazy, de−
kstranazy i proteaz, uzyskując znaczne zmniejsze−
nie ilości płytki wraz z efektem terapeutycznym
w postaci zmniejszenia liczby stanów zapalnych
o podłożu protetycznym u osób korzystających
z ruchomych uzupełnień protetycznych, co zapew−
ne wiąże się z ograniczeniem ilości grzybów droż−
dżopodobnych Candida albicans na ich po−
wierzchni. 

W badaniach własnych zastosowano po raz
pierwszy mieszaninę trzech enzymów, które jak
wykazano, w różnym stopniu hydrolizowały wol−
ny, niezwiązany z płytką akrylową mutan. Syner−
giczne działanie glukanaz spowodowało całkowi−
te usunięcie zarówno mutanu, jak i biofilmu osa−
dzonego na modelu protezy. Należy przy tym po−
kreślić, że zastosowane stężenia poszczególnych
glukanaz były znacznie niższe (10 000 razy
w przypadku mutanazy i 1000 razy dla dekstrana−
zy) niż w badaniach prowadzonych przez zespół
Budtz−Jörgensena. 

Preparat handlowy użyty w badaniach do usu−
wania warstwy mutanu lub biofilmu z płytek akry−
lowych był nieskuteczny, tzn. w obu przypadkach
struktura mutanu pozostała nienaruszona. Wyniki
te potwierdzają wcześniejsze obserwacje poczy−
nione przez Budtz−Jörgensen i Kelstrup [27],
z których wynika jednoznacznie, że testowany
preparat handlowy Corega Tabs® nie wykazywał
żadnego działania na osadzoną na protezach płytkę. 

Zastosowanie do oczyszczania protez prepara−
tów zawierających enzymy, charakteryzujące się
swoistym i łagodnym działaniem, jest rozwiąza−
niem biotechnologicznym będącym konkurencją
dla innych metod eliminacji biofilmu. Ze wstępne−
go rozeznania wynika, że w naszym kraju istnieje
duże zapotrzebowanie na tego typu preparaty,
a szczególnie byliby nimi zainteresowani produ−
cenci gum do żucia, płynów do płukania jamy ust−
nej, żeli stosowanych na dziąsła i past do zębów.
Preparatów takich nie ma jeszcze na polskim ryn−
ku, a w krajach zachodnich istnieją jedynie poje−
dyncze wzmianki na temat patentów receptur
środków higieny jamy ustnej zawierających
oprócz wysoko skoncentrowanej mutanazy dodat−
kowo jeszcze inne enzymy. Wydaje się więc, że
nadszedł odpowiedni moment na rozwinięcie tego
typu badań w kraju, a uzyskane wyniki należałoby
jak najszybciej praktycznie wykorzystać.
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