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Streszczenie: Celuloza jest podstawowym sktadnikiem komoérek roslinnych. Widkna celulozowe sg bardzo ciasno
upakowane w $cianach komorek, przez co utrudniajg dostgp enzymom celulolitycznym oraz czasteczkom wody.
Najwazniejsza role w procesie rozktadu celulozy pelnia celulazy, ktére naleza do rodziny hydrolaz
glikozydowych. Zdolno$¢ do hydrolizy celulozy i hemicelulozy wykazuja mikroorganizmy celulolityczne.
Prezentujg one dwa r6zne mechanizmy degradacji: hydroliza przy zastosowaniu enzymdw skompleksowanych w
celulosomie oraz enzymdw nietworzacych celulosomow.
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1. Opis zagadnienia

Jednym =z najpowszechniej wystepujacych w przyrodzie naturalnym polimerem jest celuloza. Jej
pojedynczy tancuch sklada si¢ z reszt D-glukopiranozydowych potaczonych wigzaniami B-1,4 glikozydowymi.
Stabilizacje struktury polisacharydu zapewniaja wewnatrz - i zewnatrz tancuchowe wigzania wodorowe oraz
oddziatywania Van der Waalsa. Wystepuja dwie formy natywnej celulozy — Kkrystaliczna i amorficzna
(bezpostaciowa) [Brown, 2004]. Krystaliczna celuloza wystepuje w dwoch postaciach — celulozy | i Il. W
$rodowisku naturalnym przewaza forma I, w ktérej tancuchy polisacharydowe sa ulozone réwnolegle. Ponadto
celuloza I wystepuje w formach o oraz B3, sposrod ktorych to If jest trwalsza. Tworzy ona podwoéjny jednosko$ny
faficuch, natomiast mniej stabilna forma Io. ma postaé¢ pojedynczego trojskosnego tancucha [Festucci — Buselli et
al. 2007].

Kluczowa role w procesie rozktadu celulozy pelnia enzymy celulolityczne, ktére naleza do rodziny
hydrolaz glikozydowych. Hydrolizuja one wigzania B-1,4-glikozydowe pomiedzy czasteczkami glukozy w
faficuchu polimeru. Podstawowe typy celulaz to: endoglukanazy, egzoglukanazy, B- glukozydazy [Lynd et al.
2002].

Endoglukanazy hydrolizujg tancuch polisacharydowy w przypadkowych amorficznych miejscach
wewnatrz struktury celulozy. Generuja w ten sposob czasteczki oligosacharydéw o réznych ditugosciach.
Egzoglukanazy, wsroéd ktorych wyr6znia si¢ glukanohydrolazy i celobiohydrolazy, hydrolizujg czasteczki
celulozy, dziatajac na koncach redukujacych i nieredukujacych tancucha. Produktami reakcji sa czasteczki
glukozy lub celobiozy. B-glukozydazy rozktadaja celodekstryny i celobioze do glukozy [Lynd et al. 2002].

Struktura segmentowa jest cechg charakterystyczng wigkszosci enzymoéw celulolitycznych. Enzym
zawiera jednostke katalityczng oraz jednostke wigzaca weglowodany - CBM (carbohydrate binding module).
CBM wigze enzym na powierzchni tancucha celulozy. Najprawdopodobniej, dzigki zblizeniu do siebie
powierzchni polisacharydu z domeng katalityczna, rozktad celulozy jest utatwiony [Lynd et al. 2002].

Ze wzgledu na to, ze celuloza jest jednym z najpowszechniej wystepujacych w przyrodzie biopolimerdw,
istnieje szereg wysoko wyspecjalizowanych organizméw zdolnych do jej degradacji. Pelniag one wazng role w
obiegu wegla w przyrodzie. Spontaniczna degradacja celulozy w naturze jest zjawiskiem bardzo powolnym.
Odpowiadaja za nia organizmy celulolityczne - bakterie i grzyby. Maja one zdolno$¢ do degradacji krystalicznej
formy celulozy, sa to np. Trichoderma reesei, Clostridium thermocellum, Thermobifida fusca [Sandgren et al.
2004].

W zaleznosci od sposobu organizacji enzymdéw, mikroorganizmy celulolityczne mozna podzieli¢ na dwie
grupy. Przedstawiciele pierwszej z nich posiadajg multienzymatyczne kompleksy zwane celulosomami.
Przyktadami  organizmow  posiadajacych  celulosomy  sa  Clostridium  thermocellum,  czy
Clostridium cellulolyticum. Kolejng grupe stanowig bakterie i grzyby nietworzace celulosoméw. W ich
przypadku enzymy dziataja w sposob kooperatywny, dzigki czemu efektywnos¢ hydrolizy jest znacznie wyzsza.
Przyktadami takich drobnoustrojéow sa: Trichoderma reesei, Humicola grisea, czy Streptomyces lividans
[Sandgren et al. 2004].

Celulosomy to multienzymatyczne kompleksy, ulokowane na powierzchni komérek mikroorganizmoéw.
W zalezno$ci od stopnia skomplikowania celulosomu, wyrdéznia si¢ proste i zlozone systemy. W systemach
prostych wystepuje jedna czasteczka CBM, pojedyncze kohezyny oraz od jednego do kilku modulow X2. Te
ostatnie to hydrofobowe czasteczki, co do ktorych uwaza sie, ze moga mie¢ udzial w wigzaniu kompleksu
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enzyméw do $ciany komodrkowej. Ztozone systemy zawieraja kilka potaczonych ze sobg skafoldyn.
Przynajmniej jedna ze skafoldyn petni funkcje gtéwnej [Doi and Kosugi 2004].

Skafoldyna stanowi podstawowy element kazdego celulosomu. Jest to biatko fibrylarne, zawierajace
kohezyny - miejsca wigzania enzymow celulolitycznych oraz czgsteczki lub domeny wigzace celuloze
(oznaczanych jako CBM lub CBD). Wigkszo$¢ skafoldyn zawiera od 6 do 9 réznych kohezyn, ktére maja
zdolno$¢ do zwigzania nawet 26 enzymow celululolitycznych. Z drugiej strony enzymy celulolityczne
wchodzace w sklad celulosomow posiadaja miejsca wigzania kohezyn, zwane dokerynami. Oddziatywanie
pomigdzy kohezynami a dokerynami to wazny czynnik w procesie sktadania celulosomu. W wigzaniu kohezyny
z dokeryng posredniczg oddziatywania hydrofobowe. Doktadna budowa skafoldyn rézni si¢ pomiedzy
poszczegolnymi gatunkami baterii [Doi and Kosugi 2004].

Jak wspomniano wcze$niej, nie wszystkie mikroorganizmy celulolityczne wytwarzaja celulosomy, czes$¢
nie posiada ,,zwartego” kompleksu enzymatycznego. Przedstawicielem tej grupy sa aerobowe grzyby. Taki
system enzymatyczny reprezentuje Trichoderma reesei. T. reesei produkuje przynajmniej dwie egzoglukanazy:
celobiohydrolaze 1 (CBHI) i celobiohydrolazg II (CBHII), pig¢ endoglukanaz (EG): EGI, EGII, EGIII, EGIV,
EGV oraz dwie B-glukozydazy (BGL): BGLI i BGLII. Konieczno$¢ wystepowania dwdch egzoglukanaz wynika
ze specyfiki ich dziatania. CBHI hydrolizuje konce redukujace, a CBHII nieredukujace tancuchow celulozy.
Celobioza to podstawowy produkt degradacji celulozy w wyniku dzialania CBHI. Aktywno$¢ enzymatyczna
celobiohydrolaz jest podstawa degradacji mikrokrystalicznej celulozy. Niemniej jednak enzymy te nie maja
zdolnosci do szybkiej depolimeryzacji sacharydu. Za ten proces odpowiadaja endoglukanazy, rozcinajace
fancuchy celulozy w miejscach o strukturze amorficznej. W ten sposob tworza nowe konce tancuchow.
Wspotdziatanie enzymow jest podstawg funkcjonowania systemu celulolitycznego T. reesei. Jednakze
mikroorganizm ten, podobnie jak niektére Clostridia posiada czasteczki odpowiadajgce za zwigzanie celulozy
(CBM), co utatwia degradacje polisacharydow. CBM znajdujg si¢ na powierzchni komorki. Nalezg do rodziny
CBMI1 i wiaza si¢ do krystalicznej celulozy [Lynd et al. 2002; Y.- H. P. Zhang, L. R. Lynd 2004].

Enzymy celulolityczne sa wykorzystywane w wielu gatgzniach przemystu, takich jak przemyst tekstylny,
spozywczy czy produkcja biopaliw. W procesie depolimeryzacji celulozy czesto stosowane s kultury mieszane
drobnoustrojéw (np. kilku szczepow bakterii). W tym przypadku wazny jest sposob doboru mikroorganizmow,
tak by ich hodowle mozna bylo prowadzi¢ w jednym reaktorze. Ponadto wymagane jest takze, by drobnoustroje
posiadaty rozny sktad enzyméw celulolitycznych, aby zapewni¢ jak najwydajniejszg degradacje celulozy.
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