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CELULAZY — WLASCIWOSCI,
OTRZYMYWANIE I ZASTOSOWANIE

Streszczenie: Celulazy sa enzymami produkowanymi gléwnie przez mikroorganizmy, ktére
wykorzystuja celuloze jako zroédto wegla i energii. Degradacja natywnej celulozy prowadzona
jest przez kompleks enzymow dziatajacych synergistycznie, w ktérym kluczowa rolg odgrywa-
ja zaréwno endo-, jak i egzo-B-1,4-glukanazy. Preparaty celulaz otrzymywane sa w wyniku
hodowli grzybow, sposrod ktorych gatunek Trichoderma reesei odgrywa kluczowa rolg. Celula-
zy znajduja coraz szersze zastosowanie. W przemysle spozywczym sa uzywane przy produkcji
sokow, win, piw, a w piekarnictwie — do wypieku chleba i ciast. Sa dodawane do pasz w celu
poprawienia strawnosci sktadnikow odzywczych w nich zawartych. Powszechnie stosowane sa
takze w przemysle papierniczym do odbarwiania i odwadniania papieru. Ciesza si¢ rowniez
zainteresowaniem producentow odziezy, szczeg6lnie zajmujacych si¢ obrobka tkanin jeanso-
wych, a w przemysle chemicznym znajduja wykorzystanie jako dodatek do proszkéw do prania.
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1. Wstep

Celuloza jest jednym z najobficiej wystepujacych zwigzkow organicznych w biosfe-
rze, stanowi bowiem podstawowy sktadnik materiatu roslinnego. Celuloza zbudo-
wana jest z tancuchéw utworzonych z jednostek B-D-glukozy, potaczonych wigza-
niami [-1,4-glikozydowymi. Podstawowa jednostka w tancuchu celulozy jest
disacharyd celobioza. W przyrodzie zachodzi ciagly proces biosyntezy celulozy w
roslinach i jej biodegradacji prowadzony glownie przez drobnoustroje wytwarzajgce
enzymy celulolityczne.

Kompleks enzymatyczny hydrolizujacy celuloze, wytwarzany przez grzyby
strzepkowe ztozony jest z trzech podstawowych enzymoéw. Endo-fB-1,4-glukanaza
hydrolizuje wigzania p-1,4-glikozydowe wewnatrz tancucha celulozowego. Egzo-f-
-1,4-glukanaza odszczepia jednostki celobiozy Iub glukozy od nieredukujacych kon-
cow celulozy. Beta-glukozydaza (celobiaza) katalizuje reakcje hydrolizy celobiozy
do dwoch czasteczek glukozy 1 odszczepia czasteczki glukozy od nieredukujacych
koncoéw celooligosacharydow [Janas, Targonski 2001].
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Wyselekcjonowane szczepy mikroorganizmow, zazwyczaj mutanty, maja gene-
tycznie uwarunkowana zdolno$¢ do nadprodukcji i wydzielania stosunkowo duzych
ilosci enzymoéw celulolitycznych. Produkcja enzymow zalezy takze od warunkow
technologicznych prowadzenia procesu, a w szczegdlnosci optymalnego sktadu po-
zywki.

Preparaty celulolityczne sa wykorzystywane w réznych galeziach przemystu
spozywczego, m.in. w technologii sokow owocowych, w piekarnictwie. Zwazywszy
na obecno$¢ w tych preparatach nie tylko celulaz, ale takze hemicelulaz, proteaz
i innych enzymow, sa one wykorzystywane przy produkcji pasz. Celulazy znalazty
zastosowanie takze w przemysle papierniczym, wtokienniczym, chemicznym (do-
datki do proszkéw do prania) i w produkeji etanolu.

2. Celuloza — substrat hydrolizowany przez celulazy

Budowa celulozy

Celuloza stanowi jeden z najbardziej rozpowszechnionych biopolimeréw na kuli
ziemskiej 1 produkowana jest gtéwnie przez rosliny wyzsze, ale rowniez przez algi
i grzyby. Jest gtéwnym produktem procesu fotosyntezy. Resztki ro§lin w glebie za-
wieraja od 45% do 90% celulozy. Ma ona zatem, obok dwutlenku wegla, istotne
znaczenie dla obiegu wegla w biosferze. Jedynie w ciagu jednego roku syntetyzowa-
ne i degradowane jest okoto 10" kg celulozy [Kumar, Sompal Singh, Singh 2008].
Lancuchy celulozy, taczac si¢ ze soba wiazaniami wodorowymi i sitami Van der
Waalsa, tworza fibryle. Dzigki prostemu lancuchowi tworzonemu przez wiazania
B-1,4-glikozydowe wtokna celulozowe wykazuja duza wytrzymato$¢ na rozciaga-
nie. Celulozie przypisuje si¢ budowg krystaliczno-bezpostaciowa (rys. 1), w ktorej
wlokna celulozy sktadaja si¢ z obszarow krystalicznych i bezpostaciowych, amor-
ficznych. Pierwsze, w ktorych tancuchy celulozy utozone sa réwnolegle, tworza
strukture krystaliczng. Natomiast drugie to regiony amorficzne, w ktorych tancuchy
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Rysunek 1. Schemat budowy celulozy
Zrodto: [http:/mymen3.w.interia.pl/cukry/12.html].

Figure 1. Cellulose structure

Source: [http://mymen3.w.interia.pl/cukry/12.html].
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sg utozone nieregularnie. Strefy krystaliczne cechujg si¢ zdecydowanym pleomorfi-
zmem. Stopien krystaliczno$ci celulozy uzalezniony jest od jej pochodzenia i zrodta
pozyskiwania. Wskaznik krystalicznosci celulozy ksztaltuje si¢ od 0% dla amorficz-
nej celulozy (napeczniata celuloza pod wpltywem stezonego kwasu fosforowego) do
niemalze 100% dla celulozy naturalnej wyizolowanej z komorek glonu Valonia ma-
crophysa [Russel, Gorska, Wyczotkowski 2005].

3. Charakterystyka enzymow celulolitycznych

3.1. Aktywnos$¢ celulaz

Pomiar aktywnos$ci celulaz dokonuje si¢ na podstawie jednej z trzech metod; sa
nimi: (1) oznaczenie ilosci nagromadzanych produktow po hydrolizie, (2) redukcji
ilosci substratu po hydrolizie enzymatycznej i (3) zmiany we wiasciwosciach fizycz-
nych substratu. Najczesciej jako substrat wykorzystuje si¢ bibule filtracyjna (FPA) i
karboksymetylocelulozg (CMC) [Dashtban i in. 2010]. Testy z uzyciem bibuty filtra-
cyjnej pokazuja zdolnos¢ enzymoéw do hydrolizy celulozy do cukrow redukujacych.
Testy te sa szczegolnie zalecane do badania surowych preparatéw celulaz produko-
wanych przez grzyby z rodzaju Trichoderma oraz innych preparatow z wysokim
poziomem zawartosci celobiohydrolaz. Z kolei CMC jest uzyteczna do oznaczania
aktywnosci wielu endoglukanaz, ktore maja zdolno$¢ do degradacji tego substratu.
W tym te$cie mozna dokona¢ pomiaru zmian lepkosci roztworu karboksymetyloce-
lulozy spowodowanej dzialaniem celulaz.

Endoglukanazy sg zdolne do degradacji celulozy amorficznej i rozpuszczalnej w
wodzie, celobiohydrolazy za$ najaktywniej dziataja na krystaliczng celuloze w kom-
pleksie z endoglukanazami [Bhat 2000].

3.2. Mechanizm reakcji hydrolizy enzymatycznej

Poczatkowa faza dziatania enzymu jest adsorpcja celulazy na powierzchni celulozy.
Szybkos¢ adsorpcji zalezy od lepkosci srodowiska reakcji. W rozcienczonym, do-
brze zmieszanym uktadzie rownowaga powinna nastapi¢ w czasie 5 minut. Rowno-
waga procesu adsorpcji jest opisana empirycznie za pomoca izotermy adsorpcji
Langmuira [Ooshima, Sakata, Harano 1998]:

— K pP maxPL ,
ads 1 + Kp PL
gdzie:
P, — zaadsorbowane biatko [mg/g celulozy],
P — stala nasycenia [mg/g celulozy],
P, —biatko w roztworze [ml/mg],

K, - stata adsorpcji [ml/mg].
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Dla naturalnych substratow, takich jak celuloza, wartos¢ P, wynosi 10mg/g.
Celuloza poddana obrébce chemicznej, jak np. pulpa drzewna, ma wyzszg wartos¢
P ze wzglgdu na wigkszg powierzchnig wlasciwg celulozy w stosunku do celulozy
natywnej. Dodatek celulaz w dawkach przewyzszajacych wartos¢ P, _ma niewielki
wplyw na szybkos¢ reakcji enzymatycznej hydrolizy celulozy [Tolan Foody 1999].

Proces enzymatycznej hydrolizy poprzedzony jest adsorpcja kompleksu celulaz
na celulozie. W sktad kompleksu pochodzacego z Trichoderma reesei wchodzg dwie
celobiohydrolazy, co najmniej pie¢ endoglukanaz i celobiaza [Wang i in. 2004]. Ce-
lobiohydrolaza I atakuje tancuch celulozy od nieredukujacego konca, celobiohydro-
laza II powoduje za$ degradacj¢ celulozy od redukujacego konca. Z kolei endoglu-
kanazy atakuja losowo tancuch celulozy od $rodka. Kompleks endoglukanaz
i celobiohydrolaz dziala ze soba w sposob synergistyczny, intensyfikujac degradacje
celulozy [Tolan, Foody 1999]. Ostatnio wykazano, ze w procesie degradacji celulo-
zy istotng role odgrywaja lityczne polisacharydowe monooksygenazy, ktére katali-
zujg utlenianie nierozpuszczalnych polisacharydow [Isaksen i in. 2014].

Dziatanie celulaz jest hamowane przez produkty hydrolizy celulozy, czyli przez
celobioze i glukozg. W przypadku surowego preparatu celulaz wytwarzanego przez
szczep Trichoderma reesei zahamowanie hydrolizy celulozy ma miejsce, gdy steze-
nia glukozy w mieszaninie reagujacej wynosi 69g/L, a celobiozy — 3,3g/l. Enzymy
celulolityczne moga by¢ rowniez inhibitowane albo inaktywowane przez rozmaite
zwigzki, naleza do nich silne oksydanty i reduktory, zwigzki fenolowe, rozpuszczal-
niki i surfaktanty [Ximenesa i in. 2010]. Wigzanie enzymoéw przez celuloze chroni
je przed wymienionymi substancjami. Dla wigkszo$ci materiatow celulozowych ist-
nieje gdrna granica stopnia konwersji ze wzgledu na ograniczong dostepnos¢ celulo-
zy dla enzymow z racji jej struktury porowatej lub obecnosci niecelulozowych
sktadnikéw. Opisany spadek szybkosci hydrolizy celulozy nazywany jest oporem
substratu [Sun, Cheng 2002].

Do scharakteryzowania kinetyki reakcji enzymu lub kompleksu enzymatyczne-
go korzysta si¢ m.in. z modelu reakcji Michaelisa-Menten [Juturu, Wu 2014]. Jest on
stuszny dla B-glukozydazy, ktora hydrolizuje rozpuszczong celobioze do glukozy.
Natomiast dla celulaz rozktadajacych celulozg do celobiozy wskazany model reakcji
si¢ nie sprawdza. Istotnie, jest kilka czynnikdéw, z powodu ktorych celulazy atakujg
nierozpuszczalng celuloze wbrew kinetyce modelu reakcji Michaelisa-Menten. Jed-
nym z nich jest fakt adsorpcji celulaz na substracie, gdyz jedynie zaadsorbowane
enzymy majg mozliwo$¢ hydrolizy celulozy. Sporna jest takze kwestia, czy nalezy w
badaniach uwzglednia¢ caly substrat, czy tylko jego cze$¢ majaca kontakt z enzy-
mem [Zhang, Himmel, Mielenz 2006].

3.3. Znaczenie temperatury i pH dla aktywnosci celulaz

Po adsorpcji celulaz na substracie rozpoczyna si¢ reakcja enzymatyczna. Istotne
znaczenie dla jej przebiegu majg temperatura i pH. Na ogo6t pomiar aktywnosci ce-
lulolitycznej przeprowadza si¢ w przedziale temperatur 50-60°C. Pewne szczepy
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termofilne, rosngce w przedziale temperatur 45-50°C wytwarzajg celulazy, ktoérych
maksimum aktywnosci jest w przedziale 50-78°C [Wojtczak i in. 1987]. Przekrocze-
nie temperatury maksymalnej powoduje dos¢ szybki spadek aktywnosci celulaz i ich
inaktywacje. Waznym parametrem, charakteryzujacym enzymy jest ich termostabil-
no$¢. Celulazy takich gatunkow, jak Penicillium purpurogenum, Pleurotus Xorida
i Pleurotus cornucopiae, wykazywaly maksimum aktywnos$ci w temperaturze 50°C,
za$ aktywnos¢ celulaz: CMCazy, FPazy i B—glukozydazy obnizyta si¢ po 48-godzin-
nej inkubacji w temperaturze 40°C odpowiednio do 98%, 59% i 76 % [Kumar, Som-
pal Singh, Singh 2008].

Dla wigkszos$ci celulaz pochodzenia grzybowego optymalne pH miesci si¢ w
przedziale 4,5-5,5. Kim i in. [2009] wykazali, ze dla celulaz z Aspergillus phoenicus
maksymalna adsorpcja ma miejsce, gdy pH wynosi 4,8-5,5, co odpowiada takze
maksymalnej aktywnosci enzymoéw. Jezeli warto$¢ pH sie zmienia, zmianie moga
ulec takze wlasciwosci substrat, a w szczegdlnosci jego sktadniki jonowe. Z tych
powodow profil temperatury i pH dla danego enzymu moze by¢ odmienny w przy-
padku réznych substratow. W pewnym stopniu przebieg reakcji enzymatycznych
zalezy rowniez od zastosowanej dawki enzymu. Jesli ilo$¢ uzywanego enzymu
zmniejszymy o polowe, to jego aktywnos$¢ zmniejszy si¢ czterokrotnie [Bayer i in.
1998; Percival i in. 2006].

4. Produkcja celulaz przez grzyby gatunku Trichoderma reesei
4.1. Charakterystyka grzyba gatunku Trichoderma reesei

Trichoderma reesei, znany rowniez jako Hypocrea jecorina (rys. 2), nalezy do me-
zofilnych grzyboéw nitkowatych z klasy Ascomycetes [Druzhinina i in. 2010]. Jest
uwazany za jednego z najbardziej wydajnych producentdow ksylanaz i celulaz. Cha-
rakteryzuje si¢ zdolno$cig do wydzielania duzych ilosci biatek do podtoza hodowla-
nego. Dlatego T. reesei i jego mutanty sg jednym z podstawowych producentow ce-
lulaz i ksylanaz w skali przemystowej. Preparaty enzymatyczne zawierajace te
enzymy znalazly zastosowania w przemysle spozywczym i paszowym, a ostatnio sa
réwniez wykorzystywane w przemysle wtokienniczym oraz celulozowo-papierni-
czym [Nakari-Setala, Penttila 1995; Wang i in. 2004; Xiong i in. 2004].

Dzigki inzynierii genetycznej jest mozliwa modyfikacja Trichoderma reesei z
wykorzystaniem techniki rekombinacji DNA. Modyfikacje genetycznie ukierunko-
wane s na zwickszenie produkcji celulaz, w szczegolnosci zwigkszenie produkcji
endoglukanazy I lub eliminacje niektérych enzymow, np. cellobiohydrolazy 11 [Ja-
nas, Targonski 2001]. Umozliwiajg takze uzyskanie odpowiedniej proporcji po-
szczegolnych enzymow kompleksu celulaz i dostosowanie sktadu kompleksu enzy-
matycznego do okreslonych zastosowan. Modyfikacje genetyczne oraz optymalizacja
hodowli Trichoderma reesei umozliwiajag wytworzenie do 40 g biatka w litrze pod-
loza hodowlanego [Nakari-Setala, Penttila 1995; Wang i in. 2004; Xiong i in. 2004].
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Rysunek 2. Trichoderma reesei

Zrédto: [http://genome.jgi-psf.org/Trire2/t.reesei.jpg].

Figure 2. Trichoderma reesei

Source: [http://genome.jgi-psf.org/Trire2/t.reesei.jpg].

Tabela 1. Enzymy celulolityczne wytwarzane przez grzyba Trichoderma reesei

Table 1. Cellulolytic enzymes produced by fungus of Trichoderma reesei

Enzym Udzial w kompleksie [%]

CBHI (EC 3.2.1.91) 50
CBHII (EC 3.2.1.91 20
EGI (EC 3.2.1.4) 10
EGII (EC 3.2.1.4) 5

EGIII (EC 3.2.1.4) <5
EGIV (EC 3.2.1.4) <5
B-glukozydaza (EC 3.2.1.21) 1-2
Inne (nie celulazy) 10

Zrédto: [Tolan, Foody 1999].
Source: [Tolan, Foody 1999].
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4.2. Przebieg produkcji celulaz

Wigkszos¢ enzymoéw celulolitycznych produkowana jest na skale przemystowa
w procesie fermentacji wglebnej przez grzyby z rodzaju Trichoderma, Humicola,
Aspergillus i Penicillium [Kuhad 1 in. 1999; Sun, Cheng 2002; Sukumaran, Singha-
nia, Pandey 2005; Kuhad i in. 2010].

Produkcja celulaz jest silnie uzalezniona od obecnosci w podtozu hodowlanym
induktora oraz podlega represji w obecnos$ci tatwo przyswajanego zrodta wegla, ja-
kim jest np. glukoza [Targonski, Szajer 1979; Aro, Pakula, Penttild 2005]. Najlep-
szym induktorem dla enzymow celulolitycznych jest celuloza. Pozadana jest celulo-
za czysta, o odpowiedniej strukturze krystalicznej, a takze podatnosci na dziatanie
enzyméw. Problem jednak stanowi jej koszt, wynikajacy z wysokiej ceny i ograni-
czonej dostepnosci. W kregu zainteresowania znalazty si¢ rowniez materiaty ligni-
nocelulozowe, jak trociny trzewne, stoma zbdz, makulatura. Trudnosci w ich stoso-
waniu wynikaja z obecnosci ligniny przyczyniajacej si¢ do obnizenia wydajno$ci
pozyskiwania celulaz. Z tego powodu uwage skupiono na laktozie wchodzacej w
sktad serwatki jako materiale tanim i o duzej dostepnosci. Ponadto serwatka zawiera
azot, sole mineralne i witaminy istotne dla wzrostu drobnoustrojow [Wesotowska-
-Trojanowska, Targonski, Udeh 2005].

Oproécz zrodta wegla wiele czynnikow srodowiskowych oraz stan fizjologiczny
grzybni wptywaja na produkcj¢ bialka. Naleza do nich pH podtoza hodowlanego,
obecno$¢ swiatla, temperatura hodowli [Janas, Targonski 1995], specyficzna szyb-
ko$¢ wzrostu, stezenie grzybni w podtozu, stopien natleniania pozywki. Jako zrodto
azotu wykorzystuje si¢ mocznik i siarczan amonowy. Substancje odzywcze, zazwy-
czaj w ilosci 5-25g/L, sa dostarczane w postaci namoku kukurydzianego, ale czgsto
dodawany jest rowniez ekstrakt drozdzowy. Do podtoza dodaje si¢ surfaktanty, takie
jak Tween 80, oraz substancje antypienigce [Kuhad, Singh, Ericsson 1997; Percival
Zhang, Kimmel, Mielenz 2006; Deswal, Khasa, Kuhad 2011].

Proces produkcji celulaz jest przeprowadzany w warunkach tlenowych, asep-
tycznych i zgodnych ze standardami produkcji enzymow czy antybiotykow. Obje-
tos¢ biorektora uzywanego do produkcji na skale przemystowa wynosi od 100 000
litrow do 300 000 litréw. Hodowla wymaga duzych ilosci tlenu, ktory jest dostarcza-
ny poprzez belkotke w ilosci 0,3-1,2 objetosci zbiornika na minutg. Sterylizacja od-
bywa si¢ zazwyczaj w temperaturze 121°C i trwa 20 minut. Wprowadzane gazy sa
filtrowane [de Carvalho, de Castro, da Silva 2003; Percival Zhang, Kimmel, Mielenz
2006].

Temperatura i pH w zbiorniku fermentacyjnym sa monitorowane i kontrolowane
w czasie trwania hodowli. Dla grzyba z rodzaju Trichoderma optymalne warunki do
wzrostu to temperatura 28-30°C i pH 4-5 [Bayer i in. 1994; Singh 1999]. Hodowla
okresowa trwa na ogot kilka dob z zachowaniem sterylnosci.
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4.3. Izolacja i oczyszczanie enzymu

Po zakonczeniu hodowli grzybnia jest oddzielana od filtratu zazwyczaj za pomoca
filtra prozniowego. Na ogot stezenie enzymow w filtracie jest zbyt niskie od wyma-
ganej dla zastosowan przemystowych. Masa molekularna wickszosci celulaz wyno-
si od 25 do 75 kDa, dlatego tez do ich zageszczenia mozna zastosowac ultrafiltracje
na membranach o masie czasteczkowej odciecia wynoszacej 5000 Da. Aby zwigk-
szy¢ czysto$¢ enzymu, mozna zastosowac dializ¢ [Kubicek 1993; Sang-Mok, Koo
2001].

W produkcji statych preparatow enzymatycznych ultrafiltracja jest prowadzona
do uzyskania od 10% do 40% zawarto$ci suchej masy. Materiat jest poddawany su-
szeniu rozpytowemu i granulowany z dodatkiem stabilizatora. Typowymi stabiliza-
torami sa cukry, dekstryny, skrobia, poliole, jony metali, sole. Inne dodawane sub-
stancje, jak cytryniany czy fosforany, maja na celu utrzymanie pH preparatu na
etapie sporzadzania roztworu wodnego. Surfaktanty, takie jak Triton X-100, popra-
wiajg aktywnos¢ enzymow stosowanych w przemysle tekstylnym i w produkcji de-
tergentdw. Estry kwasow tluszczowych, guma arabska i inne naturalne gumy sa sto-
sowane do uzyskania pozadanej tekstury oraz zapobiegaja pyleniu granulatu. W celu
osiggnigcia odpowiedniego stezenia enzymu w preparacie dodawany jest siarczan
sodu jako wypetniacz. Ponadto dazy sie do jak najmniejszej ilosci wilgoci w statych
preparatach enzymatycznych [Kuhad, Manchanda, Singh 1999; Sukumaran, Singha-
nia, Pandey 2005; Kuhad i in. 2010b].

Ciekte preparaty enzymatyczne stabilizowane sg sorbitolem, glicerolem lub gli-
kolem propylenowym [Misset 1992]. Substancje te dodawane sg w ilosci od 10% do
50% w celu stabilizacji petnej aktywnosci preparatu enzymatycznego w okresie kil-
ku miesigcy. Aby zabezpieczy¢ preparat przed rozwojem mikroorganizmami, stosu-
je sie dodatek chlorku sodowego oraz konserwanty, takie jak benzoesan sodu i sor-
binian potasu. Bufory i surfaktanty moga by¢ takze dodawane, ale w mniejsze;j ilosci
niz do preparatow statych [Bayer, Morag, Lamed 2004].

5. Zastosowanie enzymow celulolitycznych
5.1. Obrébka tkanin z jeansu

Stonewashing denim to nazwa procesu obrobki wstepnej tkanin jeansowych. Polegat
on na tym, ze tkanine prano z udzialem kamiennego pumeksu, ktory $cierat i szlifo-
wat odziez. W rezultacie jeansy byty delikatniejsze, a zatem gotowe do nalozenia w
czasie zakupu. Po 1980 r. enzymy celulolityczne staty si¢ alternatywa dla procesu
stonewashing denim. Zastosowanie enzymow celulolitycznych zdominowato branze
producentoéw jeansoéw, pozwolito bowiem uzyskaé wyroby o pozadanym wygladzie
1 migkkosci. Poza tym enzymy byty konkurencyjne cenowo, co sprzyjato ich rozpo-
wszechnieniu [Heikinhei i in. 2000; Hebeish, Ibrahim 2007; Karmakar, Ray 2011].
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Celulaza, majaca zastosowanie w tym przemysle, to surowy enzym produkowany
przez mikroorganizmy z rodzaju Trichoderma i Humicola, zwane potocznie kwasna
celulazg (pH 4-5) i ,,neutralng celulaza (pH 6-7) [Singh, Kuhad, Ward 2007]. Ce-
lulaza, pochodzaca od grzyba z rodzaju Trichoderma, zawiera pelny zestaw enzy-
méw zdolnych do przeprowadzenia catkowitej hydrolizy celulozy. Dziataja one
duzo szybciej i s3 w stanie w znacznym stopniu spowodowac $cieranie i zanikanie
niebieskiego barwnika, a efekt obrobki jest zadowalajacy. Celulaza produkowana
przez grzyba z rodzaju Humicola dziala na odziez delikatniej, co daje wicksza wy-
trzymatos$¢ i mozliwos¢ przechowywania materiatu przez dtuzszy czas. Neutralny
zakres pH dla dziatania tych celulaz utatwia dostosowanie do pH $rodkéw piora-
cych, ktére wykazujg nieznacznie alkaliczny odczyn [Bhat 2000]. Korzysci przema-
wiajg za stosowaniem enzymow wytwarzanych przez grzyby z rodzaju Humicola,
ale enzymy produkowane przez Trichoderma reesei sa nadal szeroko stosowane
[Galante, DeConti, Monteverdi 1998; Uhli 1998; Anish, Rahman, Rao 2006].

W potowie lat 90. kilka nowych preparatdéw enzymatycznych znalazto zastoso-
wanie w obrobce tkanin z jeansu. Nizszy stopnien utraty wytrzymalosci tkaniny
osiagnigto za pomocg zestawienia poszczegolnych komponentéw celulaz. Celulaza
produkowana przez rodzaj Trichoderma, zastosowana w kombinacji z proteza dawa-
fa efekty obrobki tkanin zblizone do celulaz wytwarzanych przez rodzaj Humicola.
Niektore specjalne celulazy sg uzywane do zminimalizowania smug barwnika na
tkaninie, mogg tez powodowac wigksze $cieranie w poblizu szwow lub inne pozada-
ne efekty [Sreenath i in. 1996; Miettinen-Oinonen, Suominen 2002; Hebeish; Ibra-
him i in. 2011].

5.2. Srodki piorace

W 1993 r. zastosowano preparat celulazy pochodzacej z grzyba Humicola insolens
w proszkach do prania celem usuwania zmechaconych mikrofibryli, ktore pojawiaja
si¢ na bawelnianych ubraniach podczas wielokrotnego noszenia i prania w pralkach
automatycznych [Bhat 2000]. W rezultacie tkaniny dtuzej zachowuja swoj pierwot-
ny wyglad, kolory nie blakng i nie tracg swojej intensywnosci. Celulaza dziata row-
niez zmigkczajaco na widkna tkaniny, co pozwala zachowa¢ odziezy przyjemng w
dotyku strukture, gtadka, ceniong przez konsumentoéw. Stosowanie enzymow celulo-
litycznych eliminuje konieczno$¢ dodawania kationowych substancji zmickczaja-
cych tkaniny, co pozwala obnizy¢ koszty produkeji srodkéw piorgcych, nie zmniej-
szajac ich skutecznosci [Singh, Kuhad, Ward 2007].

Pranie w pralkach automatycznych odbywa si¢ w srodowisku alkalicznym (pH
8-9,5), a wigc celulaza powinna by¢ aktywna w tym zakresie pH. Z tych powodow
celulaza wytwarzana przez grzyby z rodzaju Trichoderma nie znalazta zastosowania
w tym procesie. Enzym powinien by¢ odporny na potencjalne inhibitory i inaktywa-
tory, takie jak proteazy, surfaktanty i wybielacze. Z tego powodu potrzebna byla
modyfikacja grzyba z rodzaju Humicola, aby uzyska¢ enzym o korzystnych wtasci-
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wosciach. Dzigki zastosowanym zmianom uzyskano enzym odporny na inhibicje
powodowana przez anionowe surfaktanty, proteazy i wybielacze, a takze o wyzszej
zdolnos$ci do adsorpcji na celulozie [Sukumaran, Singhania, Pandey 2005; Karma-
kar, Ray 2011].

Inne enzymy celulolityczne stosowane w §rodkach piorgcych, obejmujace celu-
lazy aktywne w $rodowisku alkalicznym sg produkowane m.in. przez bakterie z ro-
dzaju Bacillus. Efektywnie usuwaja zabrudzenia, nie niszczac widkien bawelnia-
nych [Ito 1996].

5.3. Biopolishing — obrébka enzymatyczna tkanin

Enzymy celulolityczne usuwaja zmechacenia z tkanin, zapobiegaja ich powtdrnemu
powstawaniu i poprawiaja jakos¢ tkaniny. Wiele tkanin, szczegdlnie mieszanki ba-
welhy i innych wiokien nie wykonanych z bawelny, podczas szycia i tkania ulega
mechaceniu. Jest to zjawisko negatywnie ocenienie przez uzytkownikow, poniewaz
pogarsza wyglad ogdlny odziezy, a takze ostros$¢ kolorow. Lyocell, czyli sztuczne
wlokna celulozowe, mieszanki wiokien bawelianych 1 wetnianych, sg szczeg6lnie
podatne na mechacenie [Anish, Rahman, Rao 2006; Hebeish; Ibrahim i in. 2011].

Preferowang metodg usuwania zmechacen jest uzycie enzyméw celulolitycz-
nych. Proces ten zwykle przebiega nastgpujacych warunkach: pH — 5, temperatura
—40-50°C, czas — 15-30 min [Bhat 2000].

Wigkszo$¢ barwnikow uzywanych do sztucznych wiokien celulozowych jest
stabilniejsza w kwasnym pH niz w alkalicznym. Z tej przyczyny stosowana jest ce-
lulaza produkowana przez grzyba z rodzaju Trichoderma [Cortez, Eblis, Bishop
2002; Ibrahim i in. 2011].

5.4. Pasze dla zwierzat

Po raz pierwszy preparat celulazy zastosowano w przemystowej produkcji pasz z
jeczmienia i pszenicy do zywienia brojleréw i trzody chlewnej. Jeczmien i pszenica
zawierajg rozpuszczalne B — glukany, ktoére zwigkszajg lepko$¢ masy w przewodzie
pokarmowym zwierzat. Skutkiem tego jest wchtanianie wody, co zmniejsza dostep-
no$¢ weglowodanéw i witamin, ktore sa zawarte w paszy. Oprocz tego wzrost lep-
kosci przyczynia si¢ do dolegliwosci ze strony przewodu pokarmowego zwierzat
[Godfrey, West 1996; Dhiman i in. 2002].

Po zastosowaniu dodatku enzymow celulolitycznych do pasz stwierdzono po-
lepszenie warto$ci rzeznej brojleréw nimi zywionych. Cechy fizykochemiczne mig-
$ni piersiowych takze okazaly si¢ korzystniejsze. Test sprawnos$ciowy przeprowa-
dzony wwarunkach laboratoryjnych wykazat, ze kompleks enzymow celulolitycznych
spowodowal wzrost strawnosci frakcji wiokna pokarmowego oraz podstawowych
sktadnikow odzywczych [Lin, Tanaka 2006; Shrivastava i in. 2011; Karmakar, Ray
2011].
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Prowadzono takze badania, ktére miaty na celu okreslenie skutkow zywienia kur
niosek mieszankg z jeczmieniem z dodatkiem celulaz. Wynika z nich, ze wprowa-
dzenie enzymow do paszy wplyneto na poprawe niesnosci kur o 9%. Zaobserwowa-
no réwniez korzystny wzrost produkcji jaj o 6,5% oraz polepszenie barwy zoltka
[Cowan 1996; Galante i in. 1998; Pascual 2001; Pazarlioglu, Sariis,ik, Telefonu
2005; Wang i in. 2004].

5.5. Produkcja sokow owocowych

Produkcji sokow owocowego 1 warzywnych przebiega na ogot z niskg wydajnoscia,
jezeli nie przeprowadzi si¢ maceracji enzymatycznej pulpy otrzymanej po rozdrob-
nieniu owocow lub warzyw. Dlatego dazy si¢ do daleko posunietej degradacji sktad-
nikow $cian komorkowych za pomoca enzymow pektynolitycznych, celulolitycz-
nych i hemicelulaz. Nieroztozone czastki state sg oddzielane od moszczu za pomoca
filtracji 1 wirowania. Wydajno$¢ soku zalezy w duzej mierze od rodzaju owocu,
z ktérego produkowany jest sok, ale takze od sktadu enzymoéw macerujacych mia-
zge, ktore rOwniez majg wpltyw na jego stabilnos¢ [Minussi, Pastore, Dur’an 2002;
de Carvalho, de Castro, da Silva 2008].

Preparaty enzymow celulolitycznych rozktadajg celuloze, hemicelulozy i B-glukan,
ktore wchodzg w sktad §ciany komorkowej roslin. Prowadzi to do zmniejszenia lep-
kosci przecieru lub moszczu i zwickszenia wydajnosci ekstrakcji soku z miazgi.
Hydroliza celulozy i B-glukanu do cukréw rozpuszczalnych w wodzie prowadzi do
wzrostu wydajnosci soku. Dzigki stosowaniu celulaz zostaja rowniez ograniczone
koszty usuwania osadu z soku [Nowak, Huong 2006; Singh, Kuhad, Ward 2007; de
Carvalho, de Castro, da Silva 2008].

Zastosowanie preparatdéw macerujacych polepsza takze klarownosé soku po-
przez poprawe rozpuszczalnosci matych czasteczek. Wydobyte z przecieru przy po-
mocy enzymow zwiazki aromatyczne i smakowe wzmacniajg smak i zapach soku.
Poprawia to jego wtasciwosci organoleptyczne i wptywa na atrakcyjnos$¢ produktu
[Grassini, Fauquembergue 1996; Rai i in. 2007].

Zastosowanie preparatow enzymatycznych zawierajagcych m.in. enzymy celulo-
lityczne w technologii piwa i wina wptywa na ksztaltowanie smaku tych produktow.
Jest to zwigzane ze zwigkszong ekstrakcja zwigzkow smakowych, co pozwala utrzy-
mac staty, powtarzalny smak charakterystyczny dla danego gatunku piwa lub wina
[Galante, DeConti, Monteverdi 1998; Sukumaran, Singhania, Pandey 2005; Anish,
Rahman, Rao 2006; Bamforth 2009].

Wigkszo$¢ preparatow celulaz stosowanych do obrobki sokéw pochodzi z grzy-
ba z rodzaju Trichoderma, poniewaz moszcze majg zazwyczaj niskie pH. Stosuje si¢
takze preparaty celulaz wytwarzane m.in. przez plesnie z gatunku Aspergillus niger
[Canales i in. 1988; Bamforth 2009].
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5.6. Piekarnictwo

Enzymy celulolityczne znajdujg stosowane takze w piekarnictwie. Preparaty enzy-
matyczne, zawierajgce m.in. celulazy i hemicelulazy, sa wykorzystywane do degra-
dacji gum roslinnych. Ma to na celu wytworzenie odpowiedniej struktury ciasta, co
pozwala na lepszy wzrost pieczywa i poprawia jego smakowitos¢. Jednakze zbyt
duza aktywno$¢ celulaz moze zniszczy¢ strukture ciasta. Preparaty celulaz produko-
wane przez grzyby z rodzaju Trichoderma odznaczajg si¢ zbyt agresywnym dziala-
niem w przypadku produkcji pieczywa, dlatego ich zastosowanie ogranicza si¢ do
wypieku krakerséw [Dourado i in. 2002; Grassin, Fauquembergue 1996].

Najpowszechniej stosowanymi celulazami sg preparaty otrzymywane z hodowli
grzyba z rodzaju Aspergillus. Maja one duze znaczenie w produkcji zarowno chleba,
jak i ciast [Bhat 2000].

5.7. Odbarwianie i odwadnianie papieru

Odbarwianie to proces, w ktdrym tusz jest usuwany z papieru, co pozwala na jego
recykling. Klasyczny sposob odbarwiania przeprowadzany jest przez flotacje. Pulpa
papieru, zawieszona w wodzie w stezeniu od 5% do 20%, zostaje przepompowana
do basenu, gdzie powietrze jest doprowadzane przez inzektora. Dzigki dodanym sur-
faktantom tusz migruje zgodnie z kierunkiem nawiewanego powietrza i wyplywa na
powierzchni¢ basenu. Tusz zostaje odtluszczony i odbarwiona pulpa kierowana jest
do bielenia, ktére przeprowadza si¢ za pomocg nadtlenku wodoru lub bardziej agre-
sywnych wybielaczy, jak dwutlenek chloru czy ozon [ Akhtar 1994; Park, Park 1998;
Pere i in. 2001, Mai, Kues, Militz 2004].

Preparat celulaz jest dodawany podczas odbarwiania w celu zwigkszenia ilosci
usuwanego tuszu z widkien. Dzieki temu arkusze papieru staja si¢ jasniejsze i czyst-
sze. Ponadto zastosowanie celulaz pozwala ograniczy¢ ilo$¢ uzywanych surfaktan-
tow 1 wybielaczy chemicznych. Mechanizm enzymatycznego odbarwiania nie jest
do konca poznany. Preferowane dla tej obrobki sa wiec celulazy wytwarzane przez
grzyby z rodzaju Humicola 1 Aspergillus, charakteryzujace si¢ wyzszym optymal-
nym pH dzialania niz z pochodzace z T. reesei [Dienes, Egyh’azi, R'eczey 2004;
Mansfield i in. 1996; Viesturs i in. 1999].

Enzymy celulolityczne zwickszaja szybko$¢ odwadniania pulpy, skracaja czas
procesu i poprawiaja jego ekonomike. Celulaza degraduje wicksze czasteczki do
mniejszych, co pozwala na uwolnienie i usunigcie uwigzionej wody. Dodawana jest
do tanku z zawiesing pulpy przed operacja tloczenia. Zazwyczaj czas potrzebny na
jej efektywne dziatanie to jedna godzina. Stosowane sg preparaty wytwarzane przez
grzyba z rodzaju Trichoderma, dla ktorych optymalne pH dziatania zawiera si¢ w
przedziale od 4 do 5 [Kantelinen, Jokinen, Sarkki 1995; Karnis 1995; Stork, Puls
1996].
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5.8. Produkcja etanolu

Biomasa roslinna stanowi najbardziej obfite naturalne zrodto zwigzkow organicz-
nych na naszej planecie. Dzigki temu jest uznawana za najatrakcyjniejsze zrodto
odnawialnej energii. Jednym z kierunkow jej zagospodarowania i efektywnego
wykorzystania jest wytwarzanie etanolu na bazie materiatow, takich jak odpady rol-
ne i lesne, makulatura oraz odpady przemystowe. Ze wzgledu na ich powszechna
dostepnosc i niskie ceny paliwo na bazie etanolu pozyskiwanego z celulozy i hemi-
celuloz moze si¢ sta¢ alternatywa dla paliw kopalnych [Fujita i in. 2002; Sukumaran,
Singhania, Pandey 2005; Gupta, Khasa, Kuhad 2011].

W ostatnich latach nastgpit wzrost produkcji bioetanolu, jednak gtéwnie na bazie
skrobi zawartej w kukurydzy i sacharozy z trzciny cukrowej. Znaczacy wzrost pro-
dukcji bioetanolu na cele paliwowe wymaga jednak korzystania z surowcow nie
wykorzystywanych w produkcji zywnos$ci. Takimi surowcami sg materiaty lignino-
celulozowe. Celuloza jest rozkladana do glukozy, a hemicelulozy sg rozkladane
gtéwnie do ksylozy. Nastepnie w procesie fermentacji prowadzonej przy uzyciu mo-
dyfikowanych genetycznie bakterii lub drozdzy cukry metabolizowane sg do etano-
lu. [Ghosh, Singh 1993; Wyman i in. 2005; Lin, Tanaka 2006; Kuhad, Gupta, Khasa
2010].

Obrobka wstepna materiatdow celulozowych ma na celu zniszczenie struktury
wlokien i umozliwienie celulazom kontaktu z substratami. Proces ten zazwyczaj
zachodzi w temperaturze 180-250°C, w obecnosci 0,5-2-procentowego kwasu siar-
kowego, czas jego trwania waha si¢ od kilku sekund do kilku minut. Po obrobce
material ma posta¢ wodnistej zawiesiny, w ktdrej zawarto$¢ celulozy waha si¢ w
ilo$ci 35%-55%. Preparaty enzymatyczne zawierajace celulazy i hemicelulazy doda-
wane sg do wstepnie modyfikowanych materialow lignionocelulozowych, uwalnia-
jac znich glukozg, celobioze, ksyloze i inne cukry. Enzymy celulolityczne sg dodane
w ilosci od 5 do 25 jednostek FPA na 1 gram celulozy. Proces trwa do 1 doby do
3 dob. Nastepnie prowadzona jest fermentacja etanolowa, a po niej odzysk etanolu
na drodze odpedu i rektyfikacji. Do enzymatycznej hydrolizy biomasy najczgsciej
wykorzystuje si¢ preparaty pochodzace z mutantow lub rekominantow 7richoderma
reesei, biorac pod uwage nie tylko aktywny kompleksu celulaz wytwarzany przez
ten gatunek, ale takze obecno$¢ hemicelulaz, wzbogacanych o B-glukozydazy po-
chodzace z innych zrodet. Optymalne warunki dla dziatania tych enzymow to tempe-
ratura 50°C i pH 5 [Gupta, Khasa, Kuhad 2011; Kuhad i in. 2010]. Nagromadzajace
si¢ podczas hydrolizy cukry, tj. glukoza, a w szczegolnosci celobioza, powodujg ha-
mowanie hydrolizy enzymatycznej celulozy. Aby ograniczy¢ ten proces zapropo-
nowano proces SSF (simultaneous saccharification and fermentation), polegajacy
na jednoczesnej enzymatycznej hydrolizie i fermentacji. W procesie SSF glukoza
jest fermentowana przez drozdze, co prowadzi do spadku ilo$ci glukozy inhibituja-
cej B-glukozydaze. Pozwala to na kontynuowanie hydrolizy celobiozy. Ujemng stro-
ng procesu SSF sg trudno$ci w wyborze najkorzystniejszej temperatury dla jego
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przebiegu. Optymalna temperatura dla namnazania drozdzy wynosi 28°C, natomiast
dla dziatania celulaz jest to 50°C. Najczesciej stosuje sie temperature 37°C, ktora
miesci si¢ w zakresie tolerancji zarowno drozdzy, jak i enzymow celulolitycznych
[Kuhad, Singh 1993; Sun, Cheng 2002; Mosier, Wyman, Dale 2005].

6. Podsumowanie

Enzymy celulolityczne znajduja coraz szersze zastosowanie w roznych galeziach
przemystu spozywczego, tekstylnego, fermentacyjnego, jako dodatki do pasz, §rod-
koéw piorgeych i innych. Jednak najwigksze nadzieje na ich wielkotonazowe wyko-
rzystanie wigze si¢ z biodegradacjg materiatow ligninocelulozowych i pozyskaniem
cukrow prostych, takich jak glukoza i ksyloza, stanowigcych zrodto wegla i energii
dla wielu procesow biotechnologicznych, w tym produkcji etanolu jako dodatku do
paliw, czy wielu chemikalii.

Dominujgcym mikroorganizmem wykorzystywanym do produkcji enzymow ce-
lulolitycznych na skalg przemystows jest grzyb Trichoderma reesei. Koszty produk-
cji preparatow celulolitycznych stanowia jeden z waznych czynnikow kosztotwor-
czych otrzymywania cukrow z biomasy lignocelulozowe;j. Dlatego tez prowadzi si¢
wielokierunkowe prace badawcze, ktorych celem jest intensyfikacja produkcji celu-
laz przez Trichoderme reesei.

Przeglad pi$miennictwa wskazuje na wzrastajagce mozliwosci aplikacji prepara-
tow celulolitycznych, ktorym towarzysza inne enzymy, w szczegolnosci hemicelulo-
zy. Biorac pod uwage rosngca konkurencyjnos¢ biopaliw i biochemikalii w stosunku
do produktéw z ropy naftowej, mozna si¢ spodziewac w najblizszych latach duzego
zapotrzebowania na preparaty bogate w enzymy celulolityczne.
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CELLULASES — PROPERTIES, APPLICATION AND PRODUCTION

Summary: Cellulases are enzymes produced mainly by microorganisms which use cellulose
as a source of carbon and energy. The degradation of native cellulose is performed by a
complex of synergistically acting enzymes in which both endo-and exo-8-1,4-glucanases play
a key role. Cellulase preparations are obtained from fungal cultures and the fungal species
Trichoderma reesei plays the major role in cellulase production. Cellulases find wider and
wider application. In the food industry, they are used in the production of juice, wine, beer,
and in the bakery industry to bake break and cakes. They are added to animal feed to improve
the digestibility of nutrients contained in it. They are also commonly used in the paper industry
for bleaching and dewatering of paper. They also attract the interest of clothing manufacturers,
in particular those involved in denim processing, whereas in the chemical industry they find
application as an additive to washing powders.

Keywords: cellulases, biosynthesis, Trichoderma reesei, properties, application.



