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Microbial cellulose utilization

Abstract: Lignocellulosic biomass, consisting of lignin, cellulose and hemicellulose, can be utilized as a substrate in the production of
biofuels. Before application, lignocellulosic material requires preliminary treatment. Biological pretreatment, which can be an alternative
to the physical and chemical methods, is based on the activity of microorganisms, mainly bacteria and fungi. They produce cellulolytic
enzymes, cellulases, which can effectively degrade lignocellulosic biomass and other materials containing cellulose. At least three major
groups of cellulases are involved in the hydrolysis process: endoglucanases, exoglucanases and p-glucosidases. Various types of cellulases
exist in a free form or as complexes, known as cellulosomes. In order to increase the activity, cellulolytic enzymes can be modified by
means of genetic engineering. The final results are intended to increase the efficiency of hydrolysis of lignocellulosic biomass and thus the
process of biochemical changes in the context of biofuel production.

1. Introduction. 2. Characteristics of cellulose. 3. Cellulolytic microorganisms. 4. Cellulolytic enzymes. 4.1. Classification of cellulolytic
enzymes. 4.2. Operating principles of free and complexed cellulolytic enzymes. 4.3. Molecular biology and genetic engineering of cellulases.
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1. Wprowadzenie

W ostatnich latach zaobserwowano wzrost zainte-
resowania pozyskiwaniem przyjaznej dla $rodowiska
energii otrzymywanej z biopaliw uzyskanych z biode-
gradowalnych materiatéw. Uwzgledniajac aspekty eko-
nomiczne, substraty takie maja by¢ przede wszystkim
tanie i przyjazne dla srodowiska a uzyskane biopaliwa
takie jak biogaz czy bioetanol, zapobiega¢ rozwojowi
problemoéw zwigzanych z ochrona $rodowiska [78].

Jednym z najwazniejszych substratow wykorzysty-
wanych do produkcji biopaliw jest biomasa ,,lignino-
celulozowa’, ktora jest szeroko rozpowszechniona
i fatwo dostepna. Ligninoceluloza jest gtéwnym sktad-
nikiem $ciany komorkowej roslin i sklada sie z trzech
polimeréw: celulozy, hemicelulozy i ligniny, powia-
zanych ze sobg za pomocyg wigzan kowalencyjnych
i innych [8]. W roslinach masa ligninocelulozowa
wystepuje gtéwnie w lisciach, fodygach i pedach. Zr6d-
fem ligninocelulozy w procesie produkeji biopaliw sa
nie tylko roéliny energetyczne takie jak: kukurydza, ryz,
rzepak, sorgo, trawy, ale takze réznego rodzaju odpady
przemystowe i rolnicze [27]. Przyktadowe zawartosci
celulozy, hemicelulozy i lignin w réznych odpadach
i zrédlach biomasy przedstawione sg w tabeli I [85].

Wysoka wartos¢ ligninocelulozy, jako substratu
w procesach pozyskiwania biopaliw zwigzana jest z jej
powszechnym wystepowaniem wsrdd roélin, niska ceng
uzyskiwania energii, kosztem pozyskiwania substratu,
niewielkg toksycznoscig oraz mozliwosci uzycia surow-
cow odpadowych [34].

Wykorzystujac szerokie i réznorodne grupy mikro-
organizméw majace zdolnosci do rozkladu ligninocelu-
lozy w procesach m.in. fermentacji alkoholowej, meta-
nowej oraz procesach kompostowania nastapit znaczacy
postep badan, oraz rozwoj gospodarki, zwigzany z pozy-
skiwaniem biopaliw na drodze degradacji, a doktadnie
na etapie hydrolizy, biomasy ligniocelulozowe;j.

Celuloza, jako gléwne zrédio wegla stanowi blisko
50% wartosci substancji, wytworzonej w procesie foto-
syntezy [3]. Dla mikroorganizméw wykorzystujacych
biomase ligninocelulozowsy, celuloza jest sktadnikiem
odzywczym, natomiast dla czlowieka mikroorganizmy
celulolityczne moga stanowi¢ istotny $rodek do pozy-
skiwania biopaliw i w nastepstwie energii, na drodze
przemian biochemicznych.

W niniejszej pracy dokonano przegladu dotychcza-
sowej wiedzy na temat rozkladu celulozy przez mikro-
organizmy celulolityczne, umozliwiajace degradacje
biomasy ligninocelulozowej. W pracy opisano aspekty
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Tabela I
Przyktadowe procentowe zawartoéci celulozy, hemicelulozy i ligniny w réznych odpadach
i zrédtach biomasy

Procentowa zawarto$¢ weglowodanéw w suchej masie
Materiat ligninocelulozowy ; .
Celuloza Hemiceluloza Lignina

Lisciaste todygi 45-50 25-35 25-35
Drewniane todygi 40-55 24-40 18-25
Liscie 15-20 80-85 0
Trawy 25-40 35-50 10-30
Rzepak 27,30 20,50 14,20
Kolby kukurydzy 32,3-45,6 39,8 6,7-13,9
Stoma kukurydziana 35,1-39 20,7-24,6 11-19,1
Stoma pszenna 35-39 22-30 12-16
Stoma jeczmienna 36-43 24-33 6,3-9,8
Stoma sorgo 32-35 24-27 15-21
Stoma ryzowa 29,2-34,7 23-259 17-19
Stoma owsiana 31-35 20-26 10-15
Bambus 49-50 18-20 23
Lupiny orzechéow 25-30 25-30 30-40
Wilosy nasion bawelny 80-95 5-20 0
Odpady z hodowli trzody chlewnej 6 28 0
Obornik bydlecy 1,6-4,7 1,4-3,3 2,7-5,7
Pierwotne odpady $ciekowe 8-15 0 24-29
Papier celulozowy 85-99 0 0-15
Gazeta 40-55 24-39 18-30

taksonomii drobnoustrojéw celulolitycznych, enzy-
matyki (w tym biologii molekularnej oraz inzynierii
genetycznej enzymow celulolitycznych), mikrobiologii
przemystowej oraz biotechnologii procesu hydrolizy
materiatu roslinnego.

2. Charakterystyka celulozy

Gléwnym skladnikiem biomasy ligninocelulozo-
wej jest celuloza, w mniejszym stopniu hemiceluloza
oraz lignina [3]. Hemiceluloza to heteropolimer skfa-
dajacy si¢ gtownie z pentoz (D-ksylozy, D-arabinozy)
oraz heksoz (D-mannozy, D-glukozy, D-galaktozy).
Lignina, to polimer, ktérego monomerami sg zwigzki
organiczne bedace pochodnymi alkoholi fenolowych
(alkohol koniferylowy, synapinowy i kumarylowy).
Ligniny, ze wzgledu na ich strukture, cechuje wysoka
oporno$¢ na rozklad, tym samym stanowig bariere
fizycznochemiczng dla degradacji celulozy.

Celuloza jest nierozgalezionym polisacharydem,
ktorego tancuchy zawieraja od 3000 do 14000 reszt
D-glukozy polfaczonych wigzaniami f-1,4 glikozydo-
wymi [3]. Czasteczki celulozy (ok. 30 fragmentow)
montowane s3 w duze jednostki — wtokna elementarne
(protofibryle), ktdre sg pakowane w wigksze struktury

zwane mikrofibrylami, te z kolei sg sktadane do znanych
powszechnie wtokien celulozowych. Utozone réwnole-
gle widkna celulozowe stabilizowane sg poprzez liczne
wigzania wodorowe wystepujace pomiedzy sasiednimi
grupami hydroksylowymi, co prowadzi do powstania
obszaréw krystalicznej struktury celulozy. Ponadto
wplyw na tak solidng konstrukcje widkien celulozy
maja odzialywania Van der Waalsa, ktére wynikaja
ze specyfiki geometrii krétkich wigzann wodorowych
wegiel-wodor. Ze wzgledu na faczny efekt wspomnia-
nych wigzan, umozliwiaja odpowiednig konformacje
i duza stabilnos¢ czgsteczkom polimeru. Liczba wigzan
zmniejsza si¢ podczas hydrolizy celulozy prowadzone;j
przez mikroorganizmy celulolityczne, co powoduje
zwigkszenie si¢ odstepéw miedzy jej czasteczkami,
zmiany konformacji i tworzenie amorficznych regionéw
czasteczki celulozy. Poszczegdlne skladowe mikrofibryl
krystalicznej formy celulozy, pakowane s3 wystarczajaco
$cisle, aby zapobiec penetracji nie tylko przez rézno-
rodne enzymy, ale nawet mate czasteczki, takie jak woda
[68]. Oprocz regiondw krystalicznych i amorficznych,
wiokna celulozowe zawieraja rézne nieprawidlowosci
np. zalamania, skrety mikrofibryl lub puste przestrze-
nie, czyli mikropory. Catkowita powierzchnia wiékna
celulozy jest znacznie wigksza, niz powierzchnia idealnie
gladkiego widkna o takich samych wymiarach [17].
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W badaniach nad hydrolizg celulozy oraz mikroor-
ganizmami celulolitycznymi, wykorzystuje sie oczysz-
czone celulozy, roznigce si¢ pewnymi cechami struktu-
ralnymi od celulozy naturalnej. Komercyjnie dostepna
holoceluloza Solka Floc, wytwarzana jest w procesie
delignifikacji z drewna lub innych materialéw biomasy
ligninocelulozowej i charakteryzuje si¢ podwyzszong
zawarto$cig hemicelulozy. Celuloza mikrokrystaliczna
(np. Aviceli Sigmacell) jest prawie czysta celuloza. Ze
wzgledu na trudnosci zwigzane ze zmiennoscia struk-
tury czystej celulozy oraz problemami rozpuszczal-
nosci tych substratéw, doszlo do szerokiego stosowania
wysoce rozpuszczalnej karboksymetylocelulozy — eteru
stosowanego w badaniach nad produkejg i aktywnoscia
endoglukanaz [20].

Wykorzystanie biomasy roslinnej jest bardziej
skomplikowane niz uzycie czystej celulozy, nie tylko
z powodu kompozycji (np. obecnosci hemicelulozy
i ligniny), ale przede wszystkim ze wzgledu na roz-
norodno$¢ struktury, rozmiaru i organizacji komorek
oraz tkanek roélinnych. Oprdcz ograniczen zwigzanych
z wystepowaniem roznych struktur celulozy, dodatko-
wym problemem moze by¢ dyfuzja i transport enzy-
mow celulolitycznych do miejsca ich dzialania [53].

3. Mikroorganizmy celulolityczne

Taksonomia drobnoustrojow celulolitycznych opie-
ra si¢ na filogenetyce, a pokrewienstwa poszczegélnych
grup mikroorganizméw klasyfikowane sg na podstawie
sekwencji genéw kodujacych rRNA (u prokariotéw 16S
rRNA i 18S rRNA u eukariotow).

Przykltadowe drzewo filogenetyczne dla bakterii
celulolitycznych zostalo przedstawione na Rys. 1.

U bakterii, najszersza grupa zdolna do degradacji
celulozy sg tlenowe Actinobacteria oraz beztlenowe Fir-
micutes, glownie Clostridia. Na podstawie cech fizjolo-
gicznych mikroorganizméw celulolitycznych, wyréznié
mozna nastepujace grupy, zréznicowane pod wzgledem
prowadzonego metabolizmu:

(i) fermentacyjne beztlenowce - zazwyczaj bakterie
Gram-dodatnie takie jak Clostridium, Ruminococcus
i Caldicellulosiruptor, a takze przedstawiciele bakterii
gramujemnych, z ktérych wigkszos¢ spokrewniona jest
z Clostridium np. Butyvibrio i Acetovibrio

(ii) tlenowe bakterie gramdodatnie — najwazniejsi
przedstawiciele to Cellulomonas i Thermobifida

(iii) tlenowe bakterie sluzowe takie jak Cytophaga
i Sporocytophaga.

Powszechnie wystepujaca celuloza moze by¢, degra-
dowana przez bakterie w réznych warunkach $rodo-
wiska, uwzgledniajac m.in. zapotrzebowanie na tlen,
szeroki zakres tolerancji na temperature i zasolenie
[53]. Poszczegdlne grupy bakterii tlenowych i beztle-
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nowych maja odmienne strategie rozkladu celulozy.
Beztlenowce degradujg celuloz¢ przez system skom-
pleksowanych enzyméw wystepujacy w celulosomach,
dobrze scharakteryzowanych u termofilnych: Clostri-
dium thermocellum [80]. Natomiast w przypadku bak-
terii tlenowych enzymy wystepuja najczesciej w formie
wolnych enzyméw wytwarzanych zewnatrzkomorkowo,
ktére mozna tatwo odzyska¢ z hodowli. Czasem moga
wystepowa¢ w réznych kompleksach na powierzchni
komorek. Poszczegolne enzymy czesto wykazujg syner-
gistyczne dzialanie podczas hydrolizy celulozy. W trak-
cie rozkladu celulozy przez bakterie tlenowe kontakt
komorek z celulozg nie jest konieczny, mimo to wiek-
szo$¢ mikroorganizmoéw przylega do degradowanego
materiatlu [53].

Czes¢ z tlenowych bakterii celulolitycznych to ty-
powe gatunki glebowe, znane przede wszystkim z pro-
dukcji wtornych metabolitow (Streptomyces, Bacillus
i Micromonospora) lub tworzenia odrebnych form prze-
trwalnych np. endospor i egzospor (Bacillus, Micromo-
nospora, Thermobifida) [53].

Istnieja takze bakterie zawierajgce w genomie
sekwencje kodujace enzymy celulolityczne, ktdére nie
ulegaja ekspresji z powodu niesprawnej sekwencji genu
promotora. Przykladem jest bakteria Clostridium aceto-
butylicum [80].

W przypadku grzyboéw, wykorzystanie celulozy
jest powszechne w catym krélestwie — od prymityw-
nych protista, jak Chytridomycetes — do zaawansowa-
nych podstawczakéw [53]. Grzyby charakteryzujace
sie zdolnoscig hydrolizy celulozy zostaly wymienione
w tabeli II.

Systematyka grzybow opiera si¢ gléwnie na mor-
fologii grzybni i struktur rozrodczych podczas roz-
nych etapow grzybiczego cyklu zycia. Wyrdzni¢ mozna
grzyby brazowej, bialej i migkkiej zgnilizny. Grzyby
brazowej zgnilizny atakuja glownie celuloze, a bialej
i migkkiej, degraduja zaréwno celuloze jak i ligniny.
Grzyby bialej zgnilizny, do ktérej naleza Basidiomyce-
tes, to najskuteczniejsza grupa hydrolizujaca material
ligninocelulozowy [18, 79].

Zaréwno grzyby jak i bakterie s intensywnie eks-
ploatowane w procesach rozkladu biomasy ligniono-
celulozowej. Grzyby majg zdolno$¢ do przenikania
w materiale ligninocelulozowym dzigki wystepowaniu
nitkowatych filamentéw grzybni (strzepek). Bakte-
rie natomiast cz¢sto majg szybsze tempo wzrostu, co
umozliwia uzyskanie wigkszej ilosci enzyméw. Dodat-
kowo, bakteryjne hydrolazy czesto wystepuja w formie
enzymatycznych kompleksow, zapewniajac wyzsza
skuteczno$¢ hydrolizy. Izolacja drobnoustrojow celu-
lolitycznych z réznorodnych $rodowisk (w tym eks-
tremalnych) umozliwia selekcje mikroorganizméw
wyjatkowo opornych na stresy srodowiskowe, produ-
kujacych stabilne enzymy w trudnych warunkach jakie
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Rys. 1. Drzewo filogenetyczne bakterii celulolitycznych.
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Tabela II
Systematyka grzybow posiadajacych wlasciwosci celulolityczne

Pod-
Nazwa gatunku grzyba , T Klasa Rzad Rodzina

& sy krolestwo P 2
Trichoderma reesei
(Hypocrea jecorina)
Trichoderma viride Hypocreales ypocreaceae
Acremonium cellulolyticus Sordariomycetes
Fusarium oxysporum Nectriaceae
Neurospora crassa . Sordariaceae

Ascomycota Sordariales
Chaetomium globosum Chaetomiaceae
Aspergillus japonicus Aspergillaceae
Penicillium verruculosum
Penicillium funiculosum Eurotiomycetes Eurotiales .
Trichocomaceae
Penicillium janthinellum Dikarya
Penicillium occitanis
Phanerochaete chrysosporium
Ceriporia lacerata Phanerochaetaceae
Ceriporiopsis subvermispora Polyporales
POTIop P Basidiomycota | Agaricomycetes P
Pycnoporus sp. Polyporaceae
Trametes versicolor
Pleurotus ostreatus Agaricales Pleurotaceae
Neocallimastix patriciarum . .
Neocallimasti-

Orpinomyces sp. gomycota Neocallimastigomycetes | Neocallimastigales | Neocallimastigaceae
Piromyces sp.

moga wystapi¢ podczas biokonwersji materiatu lignino-
celulozowego. Obecnie prowadzonych jest wiele badan
dotyczacych wykorzystywania, poprawy wydajnosci
i aktywnosci enzymoéw oraz mikroorganizméw celu-
lolitycznych znajdujacych zastosowanie w przemysle
(m.in. produkgcji biopaliw) [55].

4. Enzymy celulolityczne

Celulazy to klasa enzymow celulolitycznych warun-
kujacych hydrolize wigzan B-1,4 glikozydowych we
wldknach celulozy. Mimo, iz rozklad celulozy wymaga
rozszczepienia jednego typu wigzania, to w praktyce
mikroorganizmy celulolityczne wytwarzaja wiele roz-
norodnych i komplementarnych enzymow [3].

Celulazy zbudowane s3 z niezaleznie powstatych,
sktadanych i funkcjonalnie odrebnych jednostek zwa-
nych domenami lub modutami. Typowe bakteryjne
wolne celulazy sktadaja si¢ z domeny wigzacej weglo-
wodany (CBM, Cellulose Binding Module) zlokalizo-
wanej na C-termialnej czesci enzymu, polaczonej za
pomoca krétkiego facznika z domeng katalityczng na
N-terminalnym koncu [55]. Domena CBM warunkuje
wigzanie z powierzchnig celulozy, w celu ulatwienia

hydrolizy poprzez domeng katalityczng polozong w bli-
skim sgsiedztwie. Wigzanie domeny CBM z celuloza
jest bardzo stabilne, lecz mimo to pozwala dyfundowa¢
enzymowi w poprzek powierzchni celulozy. Obecnos¢
CBM jest szczegolnie istotna w przypadku rozpoczecia
hydrolizy przez egzoglukanazy [53].

Zbadane sa dwa sposoby przeprowadzania hydro-
lizy celulozy przez enzymy. Pierwszy z nich polega na
inwersji lub utrzymaniu konfiguracji atomu wegla (C1)
na koncu redukujacym celulozy. Drugi oparty na typo-
wej reakeji katalizy kwasowo-zasadowej [55].

4.1. Podzial systemow celulolitycznych

Uwzgledniajgc strukture celulaz oraz ich aktywnos¢
enzymatyczng mozna wyrdznic [53]:

(i) Endoglukanazy, endo-1,4-B-D-glukanzy (EC
3.2.1.4). Dzialajg w wewnetrznej, amorficznej czesci
celulozy rozkladajgc dlugie tanicuchy celulozy i generu-
jac nowe tancuchy oligosacharydéw o réznej dtugosci.

(ii) Egzoglukanazy, glukan-1,4-3-glukozydazy (EC
3.2.1.74) oraz egzo-1,4-B-celobiozydazy (celobiohydro-
lazy) (EC 3.2.1.91). Dzialajg na zewnetrznych czesciach
czasteczki celulozy krystalicznej. Moga odczepiac poje-
dyncze jednostki glukozy lub celobioze (podwdjne
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jednostki glukozy potaczone wigzaniem 1,4-p gliko-
zydowym). Wyrdznia si¢ dwa rodzaje celobiohydrolaz.
Celobiohydrolaza I (CBI) dziala na nieredukujacym
koncu, natomiast celobiohydrolaza II (CBII) na redu-
kujgcym koncu tancucha.

(ili) B-glukozydazy, 3-glukozydowe glukohydrolazy
(EC 3.2.1.21). Degraduja jednostki celobiozy oraz oli-
godekstryn do glukozy.

Miedzy enzymami endo- i egzo- obserwuje si¢ roz-
nice pod katem architektury i budowy miejsca aktyw-
nego enzymu. Endoglukanazy charakteryzujg si¢ gle-
boka szczeling, zdolng do pomieszczenia lancucha
celulozy w dowolnym jej punkcie. Natomiast miejsce
aktywne egzoglukanaz ma postaé rozszerzonej petli,
ktora stanowi rodzaj tunelu dla jednego z hydrolizo-
wanych koncéw celulozy [3, 12].

System enzymow celulolitycznych dziala w $cisle
skoordynowany sposéb. Endoglukanazy hydrolizuja
dhugie tancuchy celulozy a wolne konce krotszych tan-
cuchow polisacharyddw sg trawione przez egzogluka-
nazy na redukujacym i nieredukujacym koncu oligo-
sacharydu. W efekcie powstaje coraz krotszy lancuch
celulozy oraz pojedyncze jednostki celobiozy i glukozy.
W wyniku dzialalnosci p-glukozydazy, nastepuje roz-
szczepienie jednostki celobiozy. Czesto B-glukozydazy
zwigzane z powierzchnig komdrek mikroorganizméw
celulolitycznych hydrolizuja celobioz¢ do glukozy,
przed lub w trakcie transportu do wnetrza komorki.
Efektem koncowym zlozonego procesu degradacji
czasteczki celulozy jest powstanie jednostek glukozy,
wykorzystywanej w dalszych procesach biochemicz-
nych [13, 87].

Mimo, iz podzial celulaz na podstawie rodzaju
aktywnosci enzymatycznej jest dosy¢ czytelny to coraz
cze$ciej okazuje si¢ niewystarczajacy. Niektore enzymy
zdolne s3 do dzialania zaréwno, jako endo- i egzoglu-
kanazy, co wskazuje, ze sposéb degradacji moze by¢
niezalezny od homologii sekwencji i struktury [3, 75].

Systematyka enzymow celulolitycznych jest dos¢
problematyczna. Poczatkowo podstawowym kryterium
klasyfikacji enzymow celulolitycznych, przyjetym przez
Komisje Enzymatyczng (EC) i Komitet Nazewnictwa
Miedzynarodowej Unii Biochemii i Biologii Moleku-
larnej (IUB), byt typ substratu i sposob, w jaki dany
enzym oddzialuje z podiozem. Enzymy te pogrupo-
wano zgodnie z reakcjami, jakie one katalizowaty np.
celulazy, ksylanazy, chitynazy. Klasyfikacja taka byta
niewystarczajaca [3]. Innym, sposobem na uporzadko-
wanie celulaz, jest podzial na podstawie podobienstwa
sekwencji aminokwasowej. Zazwyczaj istnieje zaleznos¢
miedzy sekwencja aminokwasows, pofaldowaniem
enzymu i strukturg trzeciorzedowg biatka. Klasyfika-
cja ta jest aktualizowana, jednak ze wzgledu na duza
liczbe badanych i odkrywanych hydrolaz sa problemy
z biezaca aktualizacja [11, 32]. W biezacej aktualizacji
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z 2001 roku hydrolazy glikozydowe s3 pogrupowane
w 86 rodzin. Taki system klasyfikacji zapewnia cenne
informacje i uzupelnia dane zgromadzone przez IUB.
Henrissat i wsp. w 1998 opracowali i zaproponowali
inna systematyke dla hydrolaz, w ktérym pierwsze
trzy litery oznaczaja pozadany i najbardziej korzystny
substrat, kolejne cyfry maja wyznacza¢ rodzine hydro-
laz i kolejne litery oznaczajg kolejnos¢, w ktorej celu-
lazy po raz pierwszy opisano [33]. Przykladem moga
by¢ enzymy wystepujace u Trichoderma reesei: CBHI,
CBHII i EGI, ktére sg odpowiednio oznaczone Cel7A
(CBHI), Cel6A (CBHII) i Cel6B (EGI). W przypadku,
gdy wystepuje wigcej niz jedna domena katalityczna w
enzymie, to rowniez przeklada si¢ na nazwy, takie jak
Cel9A - Cel48A dla dwoch domen katalitycznych celu-
lazy CelA z Caldocellulosiruptor saccharolyticus. System
ten jednak zawiera pewne wady np: brak stabilnosci
i wahania, co do zaproponowanej nomenklatury oraz
brak specyficznosci substratowej dla egzo- i endoglu-
kanaz, w zwigzku, z czym system ten nie jest jeszcze
w pelni akceptowany [53].

4.2. Zasady funkcjonowania wolnych i skomplekso-
wanych enzymow celulolitycznych

Pierwszg strategia hydrolizy celulozy jest produkcja
réznorodnych wolnych enzymoéw, ktére nie tworza sta-
bilnych komplekséw o wysokiej masie czasteczkowej.
Ten sposob wykorzystuja najczesciej grzyby nitkowate
oraz promieniowce. Strzgpki i komoérki drobnoustro-
jow przenikaja przez kapilary i pory materialu celulo-
zowego, penetrujac podloze udostepniajgc czasteczke
celulozy, bezposrednio produkowanym i dostarczanym
enzymom [15].

Przyktadem produkgji systemu wolnych enzymodw
jest T. reesei (forma telomorficzna: Hypocrea jecorina),
ktora byta przedmiotem badan przez okolo 50 lat [71,
56]. Grzyb ten wytwarza, co najmniej pie¢ endogluka-
naz, dwie egzoglukanazy (celobiohydrolazy) oraz dwie
B-glukozydazy. Wytwarzane celobiohydrolazy stanowia
80% catkowitej ilosci bialek systemu enzymoéw celulo-
litycznych [98]. Niektore endoglukanazy maja szeroka
specyficzno$¢ substratowa np. aktywnos¢ dla ksylanazy
[44]. W przypadku endoglukanaz, w odréznieniu od
egzoglukanaz, obecnos¢ CBM nie jest niezbedna dla
aktywnosci tych enzymoéw. Istotnym czynnikiem doty-
czacym zasady dzialania wszystkich wolnych enzy-
mow jest obecnos¢ celobiozy, ktéra hamuje dzialanie
endoglukanaz i egzoglukanaz [35]. Dlatego tak wazna
jest obecnos¢, co najmniej dwoch -glukozydaz, ktore
warunkuja rozklad celobiozy oraz innych krétkich oli-
gosacharydow do glukozy. Cze$¢ B-glukozydaz, ktora
zostala wyizolowana z hodowli T. reesei pozostawala
zwigzana ze $ciang komorkowa grzyba, co prawdo-
podobnie ograniczala straty w transporcie glukozy do
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wnetrza komorki [58, 90]. -glukozydazy sa produ-
kowane przez T. reesei na stosunkowo niskim pozio-
mie w poréwnaniu do innego grzyba Aspergillus sp.
Dziatalno$¢ ich jest hamowana przez glukoze, podczas
gdy te z gatunku Aspergillus sa bardziej tolerancyjne
na obecnos¢ monocukru [72, 95]. Celulazy z T. ressei
oraz z Aspergillus s3 najczesciej stosowanymi prepa-
ratami uzywanymi do rozkladu i utylizacji celulozy
[72]. U innego przedstawiciela grzybow — Phanerocha-
ete chrysosporium zaobserwowano, ze oprocz produkcji
wielu wolnych enzymow, ktére mogg by¢ wzajemnymi
homologami badz homologami biatek pochodzacych
z innych gatunkéw, produkuje on dehydrogenaze
celobiozy. Enzym ten redukuje chinony w obecnosci
celobiozy lub laktozy, ale nie wykazuje tej zdolnosci
w obecnosci glukozy [31, 91]. Biologiczna funkcja
tego enzymu nie zostala wyjasniona, lecz jego wigza-
nie do celulozy krystalicznej oraz zdolno$¢ enzymu do
wytwarzania wolnych rodnikéw, zwieksza proces jej
degradacji. Ponadto moze pomdc w depolimeryzacji
celulozy i ligniny [31].

W przypadku celulolitycznych bakterii tlenowych
produkujacych wolne enzymy, najbardziej poznanymi
sg Cellulomonas i Thermobifida. Cellulomonas wytwa-
rza, co najmniej sze$¢ endoglukanaz oraz jedna egzo-
glukanaze [9]. Natomiast z cieplolubnej nitkowatej bak-
terii Thermobifida wystepujacej w glebie, wyizolowano
sze$¢ celulaz: trzy endoglukanazy, dwie egzoglukanazy
oraz nietypowg celulaz¢ majaca wlasciwosci zaréwno
endoglukanazy i egzoglukanazy [39].

Drugim sposobem rozkladu celulozy, wykorzysty-
wanym najczesciej przez bakterie beztlenowe, jest
budowa kompleksu enzyméw tzw. celulosomow.
Prawdoodobnie spowodowane jest to brakiem zdol-
nosci przenikania bakterii do materiatu celulozowego,
wysoka konkurencyjnoscig ze strony innych mikro-
organizmow oraz ograniczong dostepnoscig energii
w postaci ATP. Zaletg tej strategii jest silny synergizm
pomiedzy celulazami zawartymi w celulosomach oraz
kontakt komorki bakteryjnej z degradowang czasteczka
celulozy, a w konsekwencji utatwiony transport produk-
tow hydrolizy do wnetrza komorki [3, 53, 80].

Wielkos$¢ celulosoméw moze waha¢ si¢ od 2 do
16 MDa. Wysoka zawarto$¢ grup glikozylowych na
powierzchni celulosoméw (od 6 do 13% zawartosci
weglowodanoéw), chroni przed szkodliwym dziataniem
innych enzymow takich jak proteazy, a takze ma wplyw
na wigzania kohezyny-dokeryny [53].

Dzigki pofaczeniom technik biochemicznych, immu-
nochemicznych, badan ultrastrukturalnych i gene-
tycznych mozliwym stalo si¢ poznanie ich struktury.
Wykazano, ze struktura celulosomu przypomina pigs¢,
ktéra otwiera sie¢ w kontakcie z celulozg. Celulosomy
tworza wypuklosci $ciany bakteryjnej. Sq one stosun-
kowo silnie z nig zwigzane, ale na tyle elastycznie, aby
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rownie silnie przylega¢ do celulozy mikrokrystalicznej
[53]. Pomigdzy celulosomem, a $ciang komdrkowsq jest
przestrzen zapewniajaca kontakt z wnetrzem komorki.
Dzieki temu mozliwy jest transport powstatych pro-
duktéw do wnetrza komorki ograniczajgc tym samym
dyfuzje do $rodowiska zewnetrznego [3, 80]. Struktura
celulosomow jest podobna u wigkszosci bakterii, cho¢
w zaleznosci od gatunku mogg wystepowac drobne réz-
nice. Po raz pierwszy budowa tych komplekséw zostata
opisana w 1983 roku u beztlenowca C. thermocellum
[46]. Celulosomy wystepuja takze u innych laseczek
z rodzaju Clostridium (np. C. cellulolyticum, C. cellulovo-
rans, C. perfringens, C. josui) oraz bytujacych w zwaczu
bydta — Ruminococcus albus, Fibrobacter succinogenes.
Termofilne Thermotoga i Caldicellulosiruptor, produ-
kuja termostabilne kompleksy enzyméw hydrolitycz-
nych o budowie domenowej i charakterze multika-
talitycznym. Tak zwane , megazymy” moga zawieraé
réznorodne celulazy i hemiceluazy, réznigce si¢ roz-
mieszczeniem i budowa domen katalitycznych [14, 53].
Ponadto, wystepowanie celulosoméw zaobserwowano
réwniez u niektorych gatunkow grzybow beztlenowych:
Neocallimastix i Piromyces [19, 48].

Przykladowa budowa celulosomu zostala opisana na
podstawie kompleksoéw wyizolowanych z C. thermocel-
lum. Celulosomy skladajg si¢ z duzego niekatalitycz-
nego biatka (197 kDa) - skafoldyny (CipA), ktdre jest
zbudowane z wielu domen i obejmuje dziewie¢ kohe-
zyn, cztery moduly hydrofilowe oraz modul wigzacy
weglowodany (CBM). Skafoldyna jest przymocowana
do $ciany komodrkowej przy pomocy domeny kohe-
zyny typu II. Kompleksy enzymatyczne moga zawie-
ra¢ nawet 22 rodzaje enzymow z czego co najmniej
dziewie¢ wykazuje aktywnos¢ endoglukanazy (CelA,
CelB, CelD, CelE, CelF, CelG, CelH, CelN i CelP),
cztery aktywnos¢ egzoglukanazy (CbhA, CelK, Celo,
CelS), 5 aktywnos$¢ hemicelulaz (XynA, XynB, XynV,
XynY, XynZ ), jeden aktywnos¢ chitynaz (ManA), oraz
jeden o aktywnosci lichenazy (LicB). Wszystkie moduly
zawieraja dokeryny umozliwiajace wigzanie si¢ z kohe-
zyna bialka skafoldyny tworzac w ten sposdb jednolita
strukture celulosomu. Schemat organizacji celulosomu
przedstawiono na Rys. 2.

Uktad moduléw katalitycznych w skafoldynie, ich
sklad, synergiczne dzialanie sg wciaz stabo poznane.
Zaklada sie, ze skfad celulosomu moze si¢ zmienia¢,
a domeny katalityczne nie wigzg si¢ ze specyficznymi
kohezynami. Mozna jedynie domniemywa¢ o ich
korzystnych relacjach zblizeniowych [53, 4]. Gtéwna
endoglukanazg w celulosomie jest CelA, natomiast
gléwna egzoglukanaza zawsze wystepujaca w celuloso-
mie jest CelS. Bialko CelS jest aktywne wobec mikro-
krystalicznej i amorficznej celulozy z wykluczeniem
karboksymetylocelulozy. Produktem funkcjonowania
CelS jest celobioza, ktéra na zasadzie sprzezenia zwrot-



MIKROBIOLOGICZNA UTYLIZACJA CELULOZY 139

h % ALK R

Domena katalityczna

Typ- | domeny kohezyny

Typ- | domeny dokeryny

Typ- Il domeny kohezyny

Typ- Il domeny dokeryny

Domena homologicznego biatka,
warstwy powierzchniowej
btony komérkowe;j

Modut wigzgcy weglowodany

Jes3Bmea [

Rys. 2. Schemat struktury celulosomu (opis w tekécie)

nego dziala hamujaco na jej aktywnos¢ [43]. Wyjatko-
wos¢ i efektywnos¢ celulosomu wynika miedzy innymi:
(i) ze zdolnosci jednoczesnego dziatania endoglukanaz
wewnatrz tancucha celulozy, (ii) aktywnosci egzo-
glukanaz dziatajacych w przeciwnych kierunkach na
ich koncach, przymocowanych do biatka skafoldyny,
(iii) odpowiednim stosunku pomiedzy katalitycznymi
domenami, ktére optymalizujg synergizm miedzy nimi,
(iv) odpowiednimi odstepami miedzy poszczegdlnymi
sktadnikami celulosomu, oraz (v) obecnosci wielu roz-
nych enzyméw w tym chitynaz i hemicelulaz, ktére
umozliwiaja rozktad innych skladnikow $cian komor-
kowych roslin [53].

Niektdre elementy i wlasciwosci celulosomoéw, po-
szczegolnych gatunkéw bakterii sa zadziwiajaco podob-
ne, co moze $wiadczy¢, ze geny kodujace te kompleksy
moga by¢ przenoszone za pomocg horyzontalnego
transferu genéw i moga pochodzi¢ od wspdlnego
przodka. Wykazano, ze niecelulolityczny C. acetobuty-
licum zawiera geny kodujace sktadniki celulosomu i ich
odpowiednia aktywacja umozliwia hydrolize karboksy-
metylocelulozy [86].

4.3. Biologia molekularna oraz inzynieria
genetyczna celulaz

Dotychczasowe badania molekularne nad enzy-
mami celulolitycznymi mikroorganizméw pozwolily na
ustalenie pewnych informacji dotyczacych organizacji
genow, regulacji produkcji oraz duplikacji i horyzon-
talnego transferu genow.

Zaréwno w przypadku grzybow jak i bakterii geny
kodujgce celulazy znajduja si¢ na chromosomie [88].
Geny te sa rozlozone losowo jak w przypadku np.
C. thermocellum lub skupione w genomie (np. u C. cello-
lyticum, C. cellulovorans, C. acetobutylicum) [6, 28].

Duza liczba homologicznych genéw kodujacych celu-
lazy, u mikroorganizmoéw celulolitycznych, powiazanych
ze soba lub wystepujacych w tym samym $rodowisku (np.
zwacz), sugeruje, ze rearanzacje genéw chromosomo-
wych oraz horyzontalny transfer genéw, przyczynit sie
do obecnego bogatego spektrum systemow celulaz [53].
Przykladem moga by¢ geny kodujace celobiohydrolazy
(Cel7D) w genomie P. chrysosporium oraz wysoce homo-
logiczne geny kodujace celulazy CelK i CbhA w genomie
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C. thermocellum [10, 101]. Ponadto wykazano, ze po-
wstawanie celulaz z tej samej rodziny w obrebie gatunku,
lecz o réznej aktywnosci, takich jak endoglukanaza
— Cel6B i celobiohydrolaza — Cel6A w genomie T. reesei,
moze by¢ spowodowane duplikacjg genéw i nastepczym
réznicowaniu ich specyficznosci w zaleznosci od pod-
toza, na ktérym wystepowat gatunek [53].

Na podstawie badan genomoéw stwierdzono, ze
grzyby beztlenowe nabyly geny kodujace enzymy celu-
lolityczne od bakterii. Potwierdza to brak intronéw
w genach hydrolaz glikozydowych grzybéw beztle-
nowych oraz bakterii. Zjawisko to ttumaczy sie wyso-
kim zageszczeniem komorek oraz bliskoscia miedzy
komorkami bakterii i grzybow wystepujacych w zwaczu.
Grzyby tlenowe w sekwencjach kodujacych geny hydro-
laz glikozydowych zawieraja juz takie introny [24, 63].

Regulacja ekspresji genéw oraz produkeja celulaz
zalezy od podloza, na jakim wystepuja drobnoustroje.
Enzymy celulolityczne produkowane sg tylko w obec-
nosci substratu (celuloza), a hamowane, gdy dostepne
sa monosacharydy latwo nadajace si¢ do wykorzysta-
nia np. glukoza [81]. Celobioza, §-celobiozo-1,5-lakton
i inne utlenione produkty hydrolizy celulozy (nawet
ksylobioza w wyniku hydrolizy ksylanu) nie zostaly
wykluczone, jako naturalne induktory. Celobioza moze
funkcjonowac zaréwno, jako induktor jak i inhibitor
przy jej wysokim stezeniu [44]. Ekspresja gendw celu-
laz T. fusca regulowane sa na poziomie transkrypcji
i ulegaja indukecji w obecnosci celobiozy oraz represji
katabolicznej w obecnosci glukozy. Represorem jest
biatko CelR, ktére hamuje produkeje celulaz w przy-
padku braku celulozy lub celobiozy. Celobioza dziala,
jako induktor, a takze unieszkodliwia CelR, co uta-
twia jego oddysocjowanie od promotora, pozwalajac
na transkrypcje genéw enzymoéw z tych promotorow.
W przypadku braku celobiozy i obecnosci w podlozu
glukozy, biatko CelR blokuje promotor, co uniemozli-
wia transkrypcje tych gendw [84].

Rozwoj badan genetycznych oraz postep technik
molekularnych, sktonit naukowcéw do modyfikacji
istniejagcych enzymoéw, wykorzystujgc narzedzia inzy-
nierii genetycznej. Gtéwnym celem i zalozeniem, byta
poprawa efektywnosci, wydajnosci i aktywnosci ist-
niejacych enzymoéw. Pomimo szerokiego spektrum
izolowanych celulaz badz mikroorgazniméw celulo-
litycznych, dotychczas zadne nie spelniaja wszystkich
wymagan procesu przemyslowego. Jednakze enzymy
te, sa dobrym punktem wyjscia do poprawy ich aktyw-
nosci oraz zastosowaniu w mikrobiologii przemystowe;.
Istniejg dwie gtéwne metody umozliwiajace modyfika-
cje enzymow: (i) $wiadome i ukierunkowane projekto-
wanie enzymoéw dzieki mutagenezie oraz (ii) ukierun-
kowana ewolucja celulaz.

Racjonalne projektowanie enzymoéw oparte jest
na odpowiednim wyborze modyfikowanego enzymu,
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wskazania miejsc aminokwasow, ktére majg podle-
ga¢ zmianom oraz charakterystyce mutantéow. Uzycie
tej metody wymaga doktadnej znajomosci sekwencji
aminokwasow w miejscu aktywnym biatka oraz zalez-
nosci struktury biatka od funkcji. Wiedza ta pozwala
na zmiany w sekwencji genéw kodujacych amino-
kwasy, bedace czescig miejsca aktywnego i ostatecznie
na zmiane struktury bialka, a nawet wymianeg catych
domen takiego biatka [69]. Zmiany w sekwencji mozna
uzyskac¢ poprzez ukierunkowana mutageneze typu non-
sens, insercje, badz obcinanie fragmentéw gendw.

W przeciwienstwie do ukierunkowanego projekto-
wania i konstrukeji enzymow, drugi sposob oparty jest
na ewolucji enzymow, selekcji naturalnych biatek i roz-
woju pozadanych cech celulaz. Najczg$ciej stosowanymi
technikami sg podatne na btedy epPCR (Error-prone
Polymerase Chain Reaction) i tasowanie fragmentow
DNA (DNA shuflling). Metody te powoduja powstanie
réznych mutacji punktowych, w losowych miejscach
(epPCR), generowanie duzej biblioteki wariantow wielu
kopii genéw kodujacych jedno biatko, ale nieznacznie
réznigcych sie pomiedzy sobg. Metoda wykorzystu-
jaca ,ukierunkowang ewolucj¢” ma tg przewage, ze
jest niezalezna od struktury enzymow i interakcji mie-
dzy enzymem i substratem. Gléwnym wyzwaniem jest
jednak opracowanie technik do oznaczania wydajno-
$cii selekeji mutantéw. Przyktady niektérych enzymow
celulolitycznych poddanych modyfikacjom zostaly
przedstawione w tabeli III.

5. Ekologiczny i praktyczny aspekt utylizacji celulozy

Réznorodne srodowiska, w ktorych celuloza jest
powszechnie dostepna, sprzyjaly rozwojowi wielu
sposobow utylizacji celulozy przez mikroorganizmy.
Dostepnos¢ wody, tlenu, potencjal redoks, zmiany tem-
peratury i skfadnikéw odzywczych to gtéwne czynniki,
ktore wptywaly na zréznicowanie oraz istotng ewolucje
tych strategii [53].

W glebach, celuloza jest dostepna przede wszyst-
kim w postaci $ciolki, ktdra jest stosunkowo oporna na
rozklad, ze wzgledu na wysoki stopien polimeryzacji
lignin. Braki azotu w postaci dostepnych aminokwasow,
biatek i innych skladnikéw odzywczych stymulujacych
wzrost mikroorganizméw, pozwolily na dominacje
grzybow w tych $rodowiskach [52]. Grzyby opraco-
waly strategie degradacji materialu ligninocelulozo-
wego oparta na wytwarzaniu zewnatrzkomorkowych
enzymow celulolitycznych i ligninowych produkowa-
nych w obecnosci aktywnych czasteczek tlenu. Podobna
strategie odnotowuje si¢ rowniez u niektorych bakterii
z rodzaju Cytophyga, Bacillus i Cellulomonas [92].

W $rodowisku wodnym, dominujaca grupg mikro-
organizmodw celulolitycznych sg bakterie. W warstwach
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Tabela III
Przyktady modyfikacji genetycznych niektorych enzymow celulolitycznych
Gatunek bakterii Modyfikowany enzym Zmiany wiasciwosci Metoda Literatura
Ukierunkowana mutanogeneza
Acidothermus cellulolyticus | Endoglukanaza rodzaj uwolninego produktu | ukierunkowana mutacja [73]
Acidothermus cellulolyticus Endoglukanaza redukcja inhibicji enzymu ukierunkowana mutacja [2]
przez produkt
Pectobacterium chrysanthami | Endoglukanaza aktywnos¢ mutacja nonsens [51]
Pectobacterium chrysanthami | Endoglukanaza aktywnos¢ obciecie insercji [67]
Thermobifida fusca Procesualna endoglukanaza |aktywno$¢ ukierunkowana mutacja [16]
Thermotoga maritima Endoglukanaza aktywnos¢ ukierunkowana mutacja, [54]
inzynieria CBD
Ukierunkowana ewolucja
Agrobacterium sp. zmutowana a-glukozydaza |aktywno$¢ epPCR [42]
Bacillus subtilis Endoglukanaza aktywnos¢ tasowanie DNA [41]
Clostridium cellulovorans Endoglukanaza termiczna stabilno$¢ tasowanie rodzin [64]
Paenibacillus polymyxa a-D-glukozydaza termiczna stabilno$¢ epPCR [26]
Paenibacillus polymyxa a-D-glukozydaza termiczna stabilno$§¢ epPCR + tasowanie rodzin [1]
Pyrococcus furiousus a-glukozydaza aktywnos¢ tasowanie rodzin [40]
Termotoga neapolitana a-D-glukozydaza aktywnos¢ epPCR [57]

osadu detrytusu panuja gléwnie warunki z ograni-
czonym dostepem tlenu, dlatego bakterie beztlenowe
wyksztalcily ekonomiczng strategie wychwytywania
produktéw hydrolizy celulozy a ich enzymy celuloli-
tyczne wystepuja w formie kompleksow (celulosomow)
[53]. Podobnym s$rodowiskiem jest przewod pokar-
mowy zwierzat roslinozernych, gdzie panuja trudne
warunki beztlenowe z wysoka konkurencja innych
mikroorganizmdw oraz enzymow gospodarza. Dodat-
kowym ograniczeniem jest czas przej$cia materiatu
przez uklad pokarmowy zywiciela. Mikroorganizmy
musialy, wiec zoptymalizowaé swoj czas regeneracji
oraz wyspecjalizowa¢ czynniki ochronne przed enzy-
mami gospodarza.

Przeprowadza si¢ wiele badan oraz izolacji drobno-
ustrojow celulolitycznych i ich enzymoéw, ze Srodowisk
ekstremalnych (temperatura, zasolenie itp.). Przy-
kladem moze by¢ Paenibacillus campinasensis BL11,
szczep o wlasciwosciach celulolitycznych, wyizolowany
w 2006 roku z czarnego tugu w procesie roztwarzania
Krafta. Warunki tam panujace sg silnie alkaliczne, wigc
zdecydowanie niekorzystne dla wzrostu bakterii. Izo-
lacja mikroorganizméw celulolitycznych o szerokim
zakresie tolerancji na pH moze by¢ dodatkowym atry-
butem podczas zaburzonych warunkéw wzrostowych
dla mikroorganizméw w trakcie wstepnej obrobki
ligninocelulozy [26]. Z goracych zrddet termalnych
wyizolowano, termostabilny szczep Bacillus subtilis
DR wykazujacy 70% swojej aktywnosci celulolitycznej
nawet w 75°C [49]. Inny termofilny gatunek Brevibacil-
lus sp. JXL wyizolowany z rolniczych odpadéw hodowli

trzody chlewnej, charakteryzuje si¢ wysokim spektrum
substratow takich jak krystaliczna celuloza, CMC, ksy-
lan, celobioza, glukoza i ksyloza. Enzymy tego szczepu
byly aktywne przezl godzing nawet w 100°C [50].

W przyrodzie utylizacja i wykorzystanie celulozy
prowadzone sa gtéwnie przez wiele celulolitycznych
oraz niecelulolitycznych drobnoustrojéw. Mikroorga-
nizmy w takich konsorcjach czgsto konkuruja o zwiazki
odzywcze, ale wiele z nich réwniez wspolpracuje na
zasadzie komensalizmu, protokooperacji lub syntrofii.
Komensalizm, czyli wspoélzaleznos¢, w wyniku, ktorej
jeden z gatunkéw czerpie wyrazne korzysci, polega
gltéwnie na przeprowadzeniu przez mikroorganizmy
celulolityczne substratéw, nieprzyswajalnych przez
partnera (ligninocelluloza), w produkty, ktére juz
moze wykorzystac, jako skladniki odzywcze (glukoza).
W przypadku protokooperacji interakcja miedzyga-
tunkowa charakteryzuje si¢ czerpaniem obustronnych
korzysci przez organizmy, lecz nie jest wymagana do
egzystencji monokultur tych drobnoustrojéw. Polega
gltéwnie na wzajemnym dostarczaniu zwigzkéw odzyw-
czych, w tym metabolitéw wtérnych (np. witamin),
przetwarzaniu bialek oraz rozkladzie ztozonych weglo-
wodanow.

Syntrofia w procesie metanogenezy opiera si¢ na
$cistej wspolpracy réznych grup mikroorganizméw
w procesie katabolizmu beztlenowego. Metan jest pro-
dukowany przez archeony metanogenne w procesie
redukeji dwutlenku wegla lub octanu wodorem powsta-
tym w fermentacji zwigzkéw organicznych (takich jak
maélan, propionian, mréwczan, etanol). Praktycznie
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Tabela IV

Przyktady interakcji mikroorganizméw celulolitycznych i niecelulolitycznych

Mikroorganizym itera-
gy Substrat Warunki hodowli Efekt kooperacji Litera
celulolityczne niecelulolityczne tura
Clostridium Methanobacterium Mikrokrystaliczna | Hodowla wsadowa, | Zwiekszona szybko$¢ degradacji | [96]
thermocellum thermaautotropium celuloza/celobioza | 60°C celulozy; zmiany produktu
koncowego z etanolu na metan
C. thermosaccharolyticum | Solka Floc Hodowla wsadowa, | 3-krotny wzrost wydajnosci [65]
produke;ji etanolu
C. thermohydrosulfuricum | Celuloza Hodowla wsadowa, | Zwiekszona szybko$¢ degradacji | [62]
60°C celulozy
C. thermohydrosulfuricum | Wytloki z Osiki Hodowla wsadowa, | Zwigkszona produkcja etanolu [94]
60°C
Fibrobacter Selenomonas ruminantium | Celuloza Hodowla wsadowa, | Zwigkszona degradacja celulozy, | [77]
succinogenes 60°C konwersja bursztynianu do
propionianu
Ruminococcus albus | Methanobrevibacter smithii | Mikrokrystaliczna | Hodowla ciagla, Metanogeneza dzieki miedzy- [68]
celuloza 37°C gatunkowym interreakcjom
mikroorganizmom wodorowym
E succinogenes lub | Prevotella ruminicola Trawa kupkéwka | Hodowla wsadowa, | Zwiekszony stopien [23]
Ruminococcus pospolita 38°C rozkladu celulozy
flavefaciens lub lucerna
FE succinogenes/ Treponema bryantii Stoma jeczmienna | Hodowla wsadowa, | Zwigkszenie szybkosci trawienia | [45]
Buytrivibrio 39°C stomy jeczmiennej,
fibrisolvens ale nie czystej celulozy
Trichoderma Clostridium butyricum Celuloza Hodowla Produkty hydrolizy tlenowej [93]
harzianum celulozy wykorzystywane przez
beztlenowe Clostridium sp.
wigzace N2
Cellulomonas Azospirillum brasilense Filtr papierowy, Hodowla wsadowa, | Fizyczne oddzialywania bakterii | [30]
flavigena stoma pszenicy 30°C degradujacych celuloze
z wigzacym azot Azospirillum
Cellulomonas Xanthomonas sp. Wrytloki z trzciny | Hodowla ciagta, Wydajniejszy wzrost w wspot- [70]
flavigena cukrowej 30-40°C hodowli niz w monokulturze

wszystkie zwigzki organiczne moga by¢ ostatecznie
przekonwertowane w metan, w wyniku syntrofii bak-
terii fermentacyjnych i metanogenéw. Konsumentami
produkowanego wodoru moga by¢ wspomniane meta-
nogeny, ale takze, obecne bakterie homoacetogenne
i bakterie redukujace siarczany. Procesy fermentacyjne
i produkcja metanu muszg pozostawaé w rownowadze
gdyz nadmierne gromadzenie w hodowli produktéow
fermentacji, w tym wodoru moze by¢ toksyczne dla
roznych grup mikroorganizméw przeprowadzajacych
proces fermentacji metanowej [22, 60]. Przyktadowe
wyniki prowadzonych badan nad interakcjami mikro-
organizmow celulolitycznych oraz niecelulolitycznych
przedstawione sg w tabeli I'V.

W hodowli mikroorganizméw, stosowanej w pro-
cesie utylizacji ligninocelulozy na ogét otrzymuje sie
mieszanine produktéw, ktére moga zawiera¢ glukoze,
kwas octowy, dwutlenek wegla. W obecnosci innych
grup drobnoustrojéw ich réznorodnos¢, moze zostaé
zredukowana do ostatecznych produktéw. W zaleznosci

od grupy fizjologicznej prokariontéw wchodzacych
w skiad zespotu mikroorganizméw (beztlenowe bak-
terie fermentacyjne, archeony metanogenne) ostatecz-
nymi produktami mogg by¢: etanol i metan wchodzacy
w sktad warto$ciowego biogazu. Proces metanogenzy
jest powszechnie stosowany w oczyszczalniach $ciekow,
w celu wytworzenia biogazu, aby zréwnowazy¢ koszt
pracy oczyszczalni [36, 59, 89].

Zastosowanie enzymow oraz drobnoustrojow celu-
lolitycznych (réwniez tych modyfikowanych genetycz-
nie) moze mie¢ ogromny wplyw na poprawe efektyw-
nosci hydrolizy, co za tym idzie zoptymalizowaniu oraz
obnizeniu kosztéw produkeji biopaliw.

Biopaliwa, w obecnej chwili moga by¢ najwazniej-
szymi alternatywnymi zrédlami energii. W biotech-
nologii wyrdznia sie dwie mozliwosci otrzymywania
paliw z biomasy ligninocelulozowej. Pierwszy proces
SHF (Separate Hydrolysis and Fermentation), oparty
jest na oddzielnych etapach hydrolizy oraz fermen-
tacji. Substraty sa degradowane przez enzymy celuloli-
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tyczne, hemicellulolityczne, ligninolityczne w wyniku
hydrolizy, a nastepnie produkty te ulegajg przemianom
biochemicznym do ostatecznych produktéw np. do
metanu. Drugi proces tzw. ,,skonsolidowany bioproce-
sing” (CBP, Consolidated Bioprocessing), oparty jest
na polaczeniu dwoch wymienionych etapéw, w jeden
nieroztgczny proces przeprowadzany w jednym bio-
reaktorze. Obecnie wcigz poszukuje si¢ takich bak-
terii, ktore efektywnie radzityby sobie zaréwno z pro-
cesem hydrolizy jak i fermentacji. W tym celu prébuje
sie stosowa¢ metody inzynierii genetycznej. Proces
»skonsolidowanego bioprocesingu” boryka sie zdwoma
gléwnymi problemami. Pierwszy z nich to optymalna
temperatura dla hydrolizy biomasy ligninocelulozo-
wej (ok. 30°C) oraz fermentacji (w przypadku fermen-
tacji metanowej — 37°C). Drugi problem polega na
utrzymaniu stabilnej struktury mikroorganizmoéw tle-
nowych i beztlenowych, umozliwiajaca kontrole prze-
biegu proceséw biochemicznych przeprowadzanych
przez dane grupy mikroorganizmoéw i prowadzacych
do powstawania wartosciowych biopaliw w procesie
przemystowym.

6. Podsumowanie

Istnieje ogromna ilo$¢ odpadéw o niskiej war-
tosci lub tez materialow lignocelulozowych, ktore sa
zwyczajowo marnowane. Wykorzystanie materialow
lignocelulozowych, takich jak pozostalosci rolniczych,
przemystowych, traw, odpadéw lesnych, jak réwniez
roélin energetycznych, moze znacznie przyczyni¢ sie
do poprawy bioenergetyki w skali swiatowej. Dzigki
mikroorganizmom celulolitycznym mozliwe jest wyko-
rzystanie zgromadzonych zapaséw energii i ich biokon-
wersja w uzyteczne zrodla energii [97].

Procesem kluczowym, czesto limitujagcym szyb-
kos¢ biokonwersji, jest wlasnie reakcja hydrolizy mate-
riatu ligninocelulozowego. W celu ulatwienia szybkiej
i skutecznej degradacji ligninocelulozy wymagana jest
wstepne przygotowanie biomasy. Alternatywa dla zna-
nych metod fizycznych i chemicznych, s3 metody bio-
logiczne wykorzystujace aktywnos¢ mikroorganizmow,
gltéwnie grzybow i bakterii, produkujacych enzymy
celulolityczne.

Izolowane drobnoustroje celulolityczne réznig sie
m.in budowg i postacig wystepowania enzymoéw, szyb-
koscig i zakresem aktywnosci celulolitycznej, aktyw-
noscig pomocniczych enzymoéw oraz losami produktow
powstatych podczas hydrolizy materiatu ligninocelu-
lozowego. Wspomniane wyzej mutualistyczne inte-
rakcje mikroorganizméw celulolitycznych z niecelulo-
litycznymi majg znaczace konsekwencje w srodowisku
naturalnym oraz w procesach wykorzystywanych przez
czlowieka.

Réwnoczesny proces utylizacji celulozy oraz meta-
nogenezy badz fermentacji alkoholowej prowadzony
przez liczne drobnoustroje, prowadzi do otrzymania
biogazu i bioetanolu.

Wiedza na temat utylizacji celulozy, enzymoéw
i mikroorganizméw celulolitycznych a takze znajomo$¢
zachodzacych proceséw biochemicznych, stwarza sze-
rokie mozliwosci dotyczace rozwoju oraz optymalizacji
proceséw pozyskiwania ekologicznej energii.
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