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OCENA WEASCIWOSCI CELULOLITYCZNYCH
CELLULOSIMICROBIUM CELLULANS

DO BIOKONWERSJI POLISACHARYDOW
SELOMY RZEPAKOWEJ

Streszczenie: Celulazy sg waznymi enzymami o zastosowaniu przemystowym, ktére moga
by¢ syntetyzowane na podtozach zawierajacych tanie odpady lignocelulozowe. Przeprowa-
dzono badania, ktorych celem byto okreslenie przydatnosci bakterii celulolitycznych Cellulo-
simicrobium cellulans PCM 2385 w produkcji celulaz podczas hodowli z odpadowa stoma
rzepakowg jako gtownym zrodtem wegla i energii. W doswiadczeniu uzyskano aktywnos$¢
enzymow scukrzajacych celulozg (FP-az) na poziomie 0,02 FPU - ml'. Suplementacja podto-
za hodowlanego dodatkowymi zwigzkami o charakterze potencjalnie indukujagcym biosynte-
zg enzymow nie przyczynila si¢ do zwigkszenia sekrecji celulaz u testowanego szczepu bak-
terii. Optymalizacja parametréw dzialania celulaz z zastosowaniem programu Statistica — plan
Box-Behnkena wykazata ich najwyzsza aktywnos$¢ hydrolityczna w warunkach: temperatura
40°C i pH 7,5 (aktywno$¢ FP-az na poziomie 0,0232 IU - cm™). W wyniku procesu hydrolizy
polisacharydow stomy rzepakowej w ustalonych warunkach, z zastosowaniem ptynu poho-
dowlanego natywnego i zatezonego 50-krotnie uzyskano odpowiednio 1,51 i 14 g - dm? cu-
krow redukujacych w medium poreakcyjnym.

Stowa kluczowe: celulazy, Cellulosimicrobium cellulans, lignoceluloza, stoma rzepakowa.

DOI: 10.15611/nit.2014.4.04

1. Wstep

Postep w rolnictwie i przemysle spozywczym niesie za soba wzrost ilosci generowa-
nych w trakcie roznych proceséw produktéw ubocznych, w tym glownie odpadow
ligninocelulozowych. Biomasa ro$linna stanowi doskonate zrédto wielu pozadanych
produktéw — m.in. cukréw prostych, ktére otrzymywane sg na drodze enzymatycz-
nej hydrolizy i moga by¢ wykorzystane np. do produkcji bioetanolu. Szacuje sie,
ze w procesie fotosyntezy produkowanych jest rocznie 200 mld ton biomasy ligno-
celulozowej [Ragauskas i in. 2006]. Taka obfito$¢ substratoéw czyni je potencjalnie
niewyczerpalnym Zrodlem energii. Cenne energetycznie, a zupeklie nieprzydatne
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w rolnictwie sg slomy: rzepakowa, bobikowa i stonecznikowa. Rocznie w Polsce
produkuje si¢ ok. 25 mlIn ton stomy, natomiast w catej Europie, wedtug danych FAO,
stoma (gtéwnie pszenicy i jgczmienia) wytwarzana jest w ilosci 149 min ton rocznie
[FAO 2004; Janowicz 2006]. Zagospodarowanie przynajmniej czesci olbrzymiej ilo-
$ci zasobow lignocelulozy wystepujacych w przyrodzie znacznie zmniejszytoby
spodziewany deficyt biopaliw. Rozwigzanie to wymaga jednak uzyskania tanich
i wydajnych enzymow celulolitycznych i1 hemicelulolitycznych niezbednych w pro-
cesach biokonwersji ukierunkowanych na wspomniany cel [Grzybowski 2009].

Mimo Ze celuloza jest homopolimerem, konieczne jest uzycie kilku enzymow do
jej degradacji. Wyroznia si¢ trzy grupy aktywnos$ci o réznej specyfice dzialania: en-
do-1.,4-glukanazy (EC 3.2.1.4), ktére hydrolizuja wewnetrzne struktury amorficzne;j
celulozy, egzo-1,4-glukanazy (EC 3.2.1.91, znane tez jako celobiohydrolazy), odpo-
wiadajace za odlaczenie czasteczek celobiozy od koncow celulozy, a takze
B-glukozydazy (EC 3.2.1.21), ktére hydrolizuja celobiozg¢ do glukozy. Enzymy te
zdolne sg do rozktadu celulozy dzigki szczegdlnym wilasciwosciom synergistyczne-
go dziatania. Dla wigkszosci z nich optymalne warunki to temperatura 50°C przy pH
4,0+5,0 [Kristensen 2009; Russel, Gorska, Wyczotkowski 2005].

Obecnie celulazy naleza do jednej z trzech najczesciej produkowanych przemy-
stowo grup enzyméw. Znajduja szerokie zastosowanie w przetworstwie zywnosci,
produkcji pasz, przemysle widkienniczym, papierniczym i detergentow [Kaur i in.
2007; Sukumaran, Singhania, Pandey 2005; Sukumaran i in. 2009]. Produkcja celu-
laz stale ros$nie réwniez z powodu wzrastajacego zapotrzebowania na nie w techno-
logiach produkcji bioetanolu z substratow lignocelulozowych, z przeznaczeniem na
paliwo transportowe [Singhania i in. 2010]. Jednak wysokie koszty produkcji enzy-
mow celulolitycznych sg ograniczeniem w przemystowej skali biokonwersji celulo-
zy, stanowiac 50% kosztow procesu jej hydrolizy. Wynika to z niskiej specyficznej
aktywnosci celulaz, ktora powoduje koniecznos$¢ zastosowania duzej ilosci enzymu
na jednostke substratu w celu uzyskania znacznego stopnia hydrolizy [Hao, Yu,
Yan 2006].

Poznano wiele gatunkow drobnoustrojow zdolnych do produkcji enzymow celu-
lolitycznych, ale tylko nieliczne z nich moga znalez¢ zastosowanie w produkcji
przemystowej. Cechg limitujaca jest zdolnos¢ do wydzielania duzych ilo$ci pozako-
morkowego biatka. Wérdod najlepszych celulolitow wymienia si¢ bakterie termofilne
1 mezofilne (Cellulomonas i Clostridium), promieniowce (Streptomyces, Actinomy-
ces), a przede wszystkim grzyby z rodzaju Trichoderma, Sporotrichum, Humicola,
Fusarium i Aspergillus [Sukumaran, Singhania, Pandey 2005].

W celach handlowych pozyskiwanie preparatow celulaz ogranicza si¢ do wyko-
rzystywania hodowli grzybow nitkowatych. Za najbardziej produktywne i wydajne
uwaza si¢ nalezace do rodzaju Trichoderma grzyby celulolityczne. Handlowe prepa-
raty celulaz opierajg si¢ na genetycznie zmodyfikowanych mutantach 7richoderma
reesei 1 s3 produkowane na skale przemystowg przez wiele firm na $wiecie. W przy-
padku grzybow z rodzaju Aspergillus wigkszos¢ badan nad tymi mikroorganizmami
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zostala ukierunkowana do pozyskiwania B-glukozydazy, ksylanazy i ksyloglukana-
zy [Gusakov 2011]. Innym waznym zrédlem enzymdw celulolitycznych sg bakterie.
Sposob wytwarzania bakteryjnych enzymow celulolitycznych jest uwarunkowany
stosunkiem drobnoustrojéw do obecnosci tlenu. Bakterie beztlenowe produkuja
kompleksy celulaz, zwane celulosomami, zwigzane w glikokaliksie. Ze wzgledu na
takie umiejscowienie celulosomu obszar dziatania kompleksu celulolitycznego jest
ograniczony do miejsca przylegania komorki bakteryjnej do powierzchni hydrolizo-
wanej. Aparat hydrolizujacy celulozg jest wytwarzany tylko wtedy, gdy komorki
bakteryjne rosng na podtozu z materiatem zbudowanym z krystalicznych fibryli ce-
lulozowych. Przykladem bakterii wytwarzajacych celulosomy sg bakterie z gatunku
Clostridium 1 Ruminococcus [Lynd, Weimer, Zyl 2002]. Z kolei bakterie aerobowe
wytwarzaja nanokompleksy ukladow enzymatycznych nie zwigzane ze $ciang ko-
morkowa. Wszystkie enzymy wytwarzane sg na zewnatrz komorki prokariotycznej,
dzieki czemu powierzchnia dziatania enzymow nie ogranicza si¢ do miejsca przyle-
gania komorki. Najlepiej poznane zewnatrzkomorkowe hydrolazy pochodza z Cel-
lulomonas i Thermobifida [Lynd, Weimer, Zyl 2002; Wilson 2009]. Gtéwna zaletg
bakterii jest ich przezywalno$¢ w wyzszych temperaturach i lepsze przystosowanie
do trudnych warunkow.

Poszukiwanie wysokowydajnych szczepow, ustalenie czynnikow wplywajacych
na ich wzrost i wytwarzanie enzymow celulolitycznych jest waznym zagadnieniem
wplywajacym na rozwdj procesoOw syntezy tej grupy enzymow w skali przemy-
stowej. Materialy lignocelulozowe ze wzgledu na swoj charakter odpadowy, tatwa
dostepnos¢ i odnawialnos¢ sa atrakcyjnym ekonomicznie substratem w produkcji
celulaz.

Celem przeprowadzonych badan bylo okreslenie zdolnosci bakterii Cellulosimi-
crobium cellulans PCM 2385 do biosyntezy enzymow celulolitycznych oraz poten-
cjalnego wykorzystania ptynu pohodowlanego do hydrolizy polisacharydéw bioma-
sy lignocelulozowej. Efekty hydrolizy oceniano na podstawie ilosci wydzielonych
cukréw, mozliwych do wykorzystania przez drozdze w procesie fermentacji alkoho-
lowe;.

2. Materialy i metody
2.1. Material badawczy

W badaniach wykorzystano szczep bakterii Cellulosimicrobium cellulans PCM
2385, pochodzacy z Polskiej Kolekcji Mikroorganizmoéw Instytutu Immunologii
1 Terapii Doswiadczalnej PAN. Hodowle bakterii prowadzono w temperaturze 27°C
przez 24 h, stosujac podtoze Congo — Red Agar [Gupta, Samant, Sahu 2012], o skta-
dzie: KH PO, 0,5 g - dm™, MgSO, 0,25 g - dm?, celuloza mikrokrystaliczna (Sigma-
-Aldrich) 2,0 g - dm?, zelatyna 2,0 g - dm™, agar 16,0 g - dm?, pH 6,8 — 7,2. Podloze
Congo — Red Agar stosowano réwniez do przechowywania szczepu.
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Substratem lignocelulozowym zastosowanym w do$wiadczeniu byta stoma rze-
pakowa (Brassica napus L. var. napus) rozdrobniona do poziomu 1-2 mm, o zawar-
tosci ok. 95% suchej masy. Poddano ja chemicznej obrobce w warunkach: tempera-
tura: 120°C, czas: 1 h, dodatek: NaOH 0,1 g - g'! s.s. substratu, stosunek frakcji statej
do ptynnej: 1:9 (parametry te wyznaczono na podstawie wcze$niejszych badan
[Swigtek i in. 2014]). Materiat po obrébee, detoksykacii i korekcie kwasowosci $ro-
dowiska do pH 5,0 (za pomocg 99% kwasu octowego) wykorzystano jako sktadnik
podtoza do syntezy celulaz oraz jako zrodto celulozy w procesie hydrolizy enzyma-
tycznej.

2.2. Metody prowadzenia hodowli

Do przygotowania inokulum bakterii wykorzystano podtoze [Agarwal, Mahanty,
Venkata Dasu 2009] o sktadzie: karboksymetyloceluloza: 4 g - dm”, K HPO, 1,0 g
-dm”, KH,PO, 1,0 g - dm?, KC1 0,5 g - dm”, MgSO, - 7TH,0 0,5 g - dm™, FeSO, -
7H,0 0,01 g - dm?, ekstrakt drozdzowy: 2,0 g - dm?, NaNO, 0,5 g - dm”. Podtoze
rozlano po 100 cm? do kolb stozkowych o pojemnosci 250 cm?, ktdre po zaszczepie-
niu inkubowano w temperaturze 27°C przez 48 h, w warunkach niestacjonarnych
(350 obr. - min’'; inkubator Innova 40, New Brunswick Scientific). Uzyskang zawie-
sing bakterii w podtozu (400 cm?) wprowadzono do bioreaktora (Chemap FZ 2000),
zawierajgcego 4000 cm® podtoza wedtug Agarwal i in. [Agarwal, Mahanty, Venkata
Dasu 2009], w ktérym karboksymetyloceluloze zastapiono odpadowa stoma rzepa-
kowa (przygotowang jak opisano). Stezenie substratu lignocelulozowego w podtozu
roboczym ustalono na poziomie 1% s.s. Hodowle prowadzono przez 72 h, w tempe-
raturze 27°C, stosujac mieszanie 250 obr. - min' oraz napowietrzanie 1,5 1 - min’,
przy pH poczatkowym 6,8. Po zakonczeniu hodowli uzyskany supernatant poddano
zageszczeniu w wyparce (BUCHI R-210; 30°C, 60 min, 16 mbar), do uzyskania 5-
i 50-krotnego stopnia koncentracji ptynu. W zaggszczonym ptynie pohodowlanym
oznaczano aktywnos¢ celulaz (FPU', zgodnie z zaleceniami [UPAC) [Ghose 1987].

W drugiej czegsci doswiadczen oceniono wptyw induktoréw (laktozy, laktulozy
lub maltozy) na produkcje celulaz przez badany szczep bakterii. W tym celu pltynne
podtoze [Agarwal, Mahanty, Venkata Dasu 2009] rozlano po 100 cm?® do kolb stoz-
kowych o pojemnosci 250 cm?® i uzupelniono dodatkiem wymienionych induktorow
kazdorazowo w ilosci 1g. Hodowle bakterii C. cellulans prowadzono przez 48 h,
w temperaturze 27°C i przy pH poczatkowym 6,8, stosujac wytrzasanie 350 obr. -
min! (inkubator Innova 40, New Brunswick Scientific). Po zakonczeniu hodowli
w uzyskanym filtracie pohodowlanym zmierzono aktywnosci enzymow celuloli-
tycznych [Ghose 1987].

Przeprowadzono réwniez badania, ktorych celem byto okreslenie wpltywu war-
tosci pH i temperatury na aktywno$¢ celulaz. Doswiadczenia zaplanowano przy wy-

' FPU (z ang. filter paper units) — ilo§¢ enzymu uwalniajaca 1 pmol réwnowaznika glukozy
w wyniku hydrolizy bibuty Whatman No. 1 w czasie 1 minuty [Ghose 1987].
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korzystaniu programu STATISTICA — plan Box-Behnkena. Wielkosci wejsciowe
stanowity dwie zmienne — temperatura: 35+45°C, i pH: 6,6+8,1. Wielkoscia wyj-
sciowa byta aktywnos¢ celulaz wyrazona wartoscia FPU. Wyniki uzyskane w do-
swiadczeniach pozwolily na wyznaczenie optymalnej temperatury i pH, ktoérych
zastosowanie miato sprzyja¢ wydajnej hydrolizie celulozy przez enzymy zawarte w
ptynie pohodowlanym testowanych bakterii.

Proces hydrolizy enzymatycznej polisacharydéw stlomy rzepakowej prowadzo-
no w temperaturze 40°C z zastosowaniem wytrzasania (250 obr. - min “!; inkubator
Innova 40, New Brunswick Scientific), przy wykorzystaniu natywnego, 5- i 50-krot-
nie zatezonego ptynu pohodowlanego. Efekty hydrolizy okreslono na podstawie ste-
zenia uwolnionych cukréw redukujacych oznaczonych przy uzyciu metody z kwa-
sem 3,5-dinitrosalicylowym [Miller 1959].

3. Wyniki i dyskusja

Badania opisane w niniejszym artykule dotyczyty mozliwosci wykorzystania odpa-
dowej stomy rzepakowej jako zrodto wegla i energii w procesie biosyntezy celulaz
przez bakterie Cellulosimicrobium cellulans oraz wykorzystanie ptynu pohodowla-
nego jako surowego preparatu enzymatycznego do biokonwersji lignocelulozy
w procesie otrzymywania alkoholu etylowego.

Bakterie Cellulosimicrobium cellulans uwazane sg za jedne z najlepszych produ-
centow zewnagtrzkomorkowych enzymoéw celulolitycznych wérdd tlenowych bakte-
rii gram-dodatnich [Agarwali, Mahanty, Venkata Dasu 2009]. Bakteryjne celulazy
produkowane s3 na staltym poziomie, niezaleznie od potrzeb fizjologicznych, w
przeciwienstwie do celulaz grzybowych, ktorych synteza uzalezniona jest od obec-
nosci w srodowisku celulozy jako substratu [Suto, Tomita 2001].

Aktywnos¢ enzymow scukrzajacych celuloze (FP-az) w ptynie pohodowlanym
niezatezonym wyniosta 0,0073 TU - em™. Po procesie koncentracji aktywnos$¢ FP-az
wzrosta 0 47% (0,0138 TU - cm?) i 63% (0,02 TU - cm™), odpowiednio przy 5-
i 50-krotnym zageszczeniu (tab. 1). Zblizong warto§¢ aktywnosci FP-az w swoich
badaniach uzyskali Song i Wei [2010]. W procesie biosyntezy celulaz z udzialem
Cellulomonas cellulans autorzy zastosowali pozywke minimalng M9 z dodatkiem
trzciny cukrowej, osiagajac najwyzsza aktywno$¢ enzymow celulolitycznych na po-
ziomie 0,03 TU? - cm™ po 24 h hodowli. W dalszym etapie do§wiadczenia aktywno$¢
enzymu nieznacznie zmalata, utrzymujac si¢ na statym poziomie (0,028 + 0,001 [U
- cm) do 72 h hodowli. Badacze stwierdzili rowniez, ze zawartos¢ ksylanaz w pty-
nie pohodowlanym byla wyzsza niz celulaz, a ich maksymalna aktywno$¢ zostata
osiggnieta w 3 dniu hodowli i wyniosta 0,70 TU - em?. Jest to zgodne z doniesieniami

2 TU - cm? (International Units - ecm™ = umol/(min - cm?®)); jednostka aktywno$ci enzymu (FP-azy)
zdefiniowana jako ilo$¢ enzymu niezbgdna do uwolnienia 1 pmola produktu (rownowaznikow glu-
kozy) w czasie 1 minuty.
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wielu autorow, ktorzy wskazujg na fakt, ze materialy lignocelulozowe indukujg pro-
dukcje zarowno enzymow celulolitycznych, jak i ksylanolitycznych, zazwyczaj jed-
nak obserwuje si¢ wyzsza sekrecj¢ tych drugich [Adsul i in. 2004].

Tabela 1. Oznaczenie aktywnosci enzymow scukrzajacych celuloze w ptynie pohodowlanym
niezatgzonym, zat¢zonym 5- i 50-krotnie

Table 1. Determination of the activity of cellulase in not concentrated post-culture liquid, 5- and
50-fold concentrated

Ptyn pohodowlany
Wyszczegolnienie
vnatyw.ny 5-krotnie zatgzony 50-krotnie zatezony
(niezatgzony)
Aktywnosé [IU - cm?] 0,0073 0,0138 0,02

Zr6dto: opracowanie wilasne.
Source: own elaboration.

Niski poziom ekspresji zewnatrzkomdrkowych bialek enzymatycznych testowa-
nego szczepu bakterii mogt by¢ spowodowany zbyt niskim dodatkiem substratu li-
gnocelulozowego do podtoza hodowlanego. W badaniach przeprowadzonych przez
Milala i in. [2005] wykazano, ze zawarto$¢ stomy kukurydzianej w podtozu na po-
ziomie 5% stymulowata wysoki poziom biosyntezy celulaz przez szczep A. niger.
Aktywno$¢ badanych enzymdéw we wspomnianym podiozu byta nawet pigciokrot-
nie wyzsza w porownaniu z wariantem hodowli, w ktérym zastosowano dodatek 1%
induktora. Do podobnych wnioskéw doszli Vintila i in. [2010], ktorzy badali wptyw
wzrastajacej w zakresie od 0,5 do 4% ilo$ci otrebow pszennych w podtozu na aktyw-
no$¢ enzymow celulolitycznych. Autorzy, wykorzystujac do biosyntezy szczep 7. vi-
ride CMIT35, zanotowali najwyzsza aktywnos¢ endocelulaz (0,29 U - ml'") w pod-
tozu zawierajacym 4% substratu.

Produkcja celulaz jest precyzyjnie kontrolowana przez mechanizmy aktywacji
i represji. Indukcja syntezy nastepuje w obecnos$ci nierozpuszczalnego w wodzie
substratu, jakim jest celuloza, a takze celobiozy lub innego sacharydu zawierajacego
B — wigzania. Stlumienie syntezy nastgpuje za§ nawet przy glodowych ilosciach cu-
krow uzytkowych (glukozy) [Sukumaran, Singhania, Pandey 2005]. Zastosowanie
induktoroéw syntezy celulaz pozwala na otrzymanie wigkszej ilo$ci enzymow hydro-
lizujacych. Najpopularniejszym induktorem syntezy celulaz jest celuloza, jednakze
ze wzgledu na wysokie koszty jej otrzymywania oraz trudnosci operacyjne i reolo-
giczne podczas hodowli w bioreaktorze zaproponowano wykorzystanie innych in-
duktoréw, jak np. laktuloza, kwas laktobionowy, sorboza [Janas, Targonski, Mleko
2002]. W komercyjnej produkcji celulaz jako induktor ich sekrecji wykorzystywana
jest gtownie laktoza.

W badaniach wtasnych nie odnotowano pozytywnego wplywu laktozy jako in-
duktora syntezy celulaz. Aktywno$¢ enzymatyczna w ptynie po hodowli testowa-
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nych bakterii w obecnosci laktozy wyniosta 0,0041 TU - cm?. Najwyzszg aktywnos¢
celulaz (0,01029 IU - cm™) osiagnigto w podtozu z wylacznym udziatem karboksy-
metylocelulozy (CMC) jako zrodta wegla (tab. 2).

Tabela 2. Wptyw dodatku potencjalnych induktorow syntezy celulaz na aktywnos$¢ celulaz w ptynie
po hodowli C. cellulans

Table 2. Effect of addition potential inducers of cellulase synthesis on cellulolytic activity in the liquid
after C. cellulans culture

Substrat CMC Maltoza + CMC Laktoza + CMC | Laktuloza + CMC
Aktywno$é [TU - cm?] 0,0103 0,0089 0,0041 0,0047

Zrbdto: opracowanie wilasne.
Source: own elaboration.

Pozytywny wplyw karboksymetylocelulozy, jako induktora syntezy celulaz
w hodowli bakterii Cellulomonas cellulans NRRL B 4567, odnotowali w swoich
badaniach takze Agarwal i in. [Agarwal, Mahanty, Venkata Dasu 2009]. Wspomnia-
ni autorzy zastosowali rdzne st¢zenia karboksynetylocelulozy (od 2 do 12 g - dm™),
uzyskujac najwyzsza aktywnos¢ enzymow celulolitycznych (1,5 TU - em?) przy do-
datku CMC w iloéci 4 g - dm™. Ten sam zwigzek zostal wykorzystany w badaniach
nad aktywno$cig celulolityczng bakterii Bacillus subtilis AS3 [Dekaiin. 2011]. Naj-
lepsze wyniki autorzy osiagneli, stosujac podtoze zawierajace 18 g - dm?*CMC, 8 g
-dm peptonu i 4,789 g - dm™ ekstraktu drozdzowego. W tych warunkach aktywno$¢
celulolityczna w ptynie pohodowlanym wyniosta 0,49 IU - cm™. Wyzsza aktywnos¢
enzymow celulolitycznych uzyskiwana przez cytowanych autorow mogta by¢ spo-
wodowana wyzszym dodatkiem karboksymetylocelulozy od stosowanego w bada-
niach wilasnych.

Na podstawie uzyskanych wynikdw mozna réwniez zauwazy¢, ze odpadowy
substrat lignocelulozowy, w tym przypadku stoma rzepakowa, wydajniej indukowat
biosyntez¢ celulaz. Aktywnos¢ FP-az w plynie pohodowlanym 50-krotnie zat¢zo-
nym byta 1,9-krotnie wyzsza w poréwnaniu z wynikiem uzyskanym w hodowli pro-
wadzonej z udziatem CMC (0,0103 TU - cm). Podobne wnioski zaobserwowali
w swoich badaniach Goldbeck i in. [2013]. Autorzy zastosowali w hodowlach Acre-
monium strictum trzy substraty: celuloze, karboksymetylocelulozg i wyttoki trzciny
cukrowej po eksplozji parg wodng (12 kG - cm™, 188,5°C). Wyniki przeprowadzo-
nego do$wiadczenia wykazaty, ze efektywniejszym induktorem syntezy celulaz byty
wyttoki trzciny cukrowej po obrobce wstepnej. Wartos¢ aktywnosci FP-az uzyskana
po hodowli na podtozu z materiatem odpadowym po 192 h wyniosta 10,82 U - dm"
i byta wyzsza 0 52% (5,2 U - dm?) i 83% (1,8 U - dm™) od zmierzonych w hodow-
lach z udziatem pozostatych induktorow, odpowiednio mikrokrystalicznej celulozy
1 CMC. Liming i Xueliang [2004] natomiast wykazali w swoich badaniach, ze poziom
aktywnosci celulaz byt zblizony w przypadku zastosowania odpadowych kaczanow
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kukurydzianych oraz oczyszczonej celulozy i wyniost odpowiednio 5,25 TU - cm?
oraz 5,42 TU - cm?.

W badaniach nad optymalizacja warunkoéw dziatania celulaz najwyzsza aktyw-
no$¢ FP-az uzyskano w pH 7,5 i temperaturze 40°C. Przy zastosowanych parame-
trach $rodowiska reakcji aktywno$¢ zewnatrzkomorkowych hydrolaz wyniosta
0,0232 IU - ecm? (0,0014 1U - mg"' biatka). Najmniej korzystne warunki dziatania
enzymow celulolitycznych okre§lono w pH 6,6 i temperaturze 45°C. Aktywno$¢ ce-
lulaz w tych warunkach byta nizsza o 27% (0,0170 TU - cm™) w poréwnaniu z mak-
symalng wartoscig aktywnosci enzymatycznej FP-az osiggnigta w ramach przepro-
wadzonych doswiadczen.

Tabela 3. Aktywno$¢ enzyméw celulolitycznych w zaleznosci od temperatury i pH wyznaczona
wedhug planu Boxa-Behnkena

Table 3. Cellulolytic enzyme activity depending on temperature and pH, designated according

to Box-Behnken plan

o Aktywno$¢ celulaz
Nr uktadu pH Temperatura [°C] [1U - em]
1 6,6 40 0,0205
2 6,6 45 0,0170
3 7,5 35 0,0197
4 7,5 40 0,0232
5 7,5 45 0,0197
6 8,1 35 0,0171
7 8,1 40 0,0206
8 8,1 45 0,0171

Zrodto: opracowanie wiasne.
Source: own elaboration.

Na podstawie oceny efektow ANOVA przeprowadzonej z wykorzystaniem pro-
gramu STATISTICA stwierdzono, ze temperatura i pH Srodowiska reakcji maja po-
rownywalny wplyw na aktywno$¢ enzymoéw celulolitycznych. Swiadezy o tym
ksztalt ptaszczyzny odpowiedzi (rys. 1), na ktorej widoczne jest ugiecie plaszczyzny
w dwoch kierunkach. Uzyskane wyniki planu Boxa-Behnkena i danych z modelu
powierzchni odpowiedzi pozwolity na wyznaczenie optymalnych warunkéw dzia-
tania celulaz: pH 7,5 i temperatura 40°C. Aproksymowana aktywno$¢ enzymow wy-
niosta 0,0254 TU - cm? i byta niewiele wyzsza (8%) od warto$ci uzyskanych do-
$wiadczalnie. Odmienne warto$ci optymalnej aktywnosci bialek enzymatycznych
wytwarzanych przez C.cellulans odnotowali Song i Wei [2012], ktérzy najkorzyst-
niejszy rezultat (0,028 TU - cm) uzyskali w temperaturze 50°C i pH 5,0. Mogto to
by¢ spowodowane zastosowaniem innego zrodlta wegla i sposobu jego obrobki
wstepnej, a takze systemem prowadzenia hodowli.
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Rys. 1. Schemat powierzchni odpowiedzi obrazujacy wptyw temperatury i pH na aktywno$¢ enzymow
celulolitycznych

Fig. 1. The response surface plot showing the influence of temperature and pH on the activity
of cellulolytic enzymes

Zrodto: opracowanie wiasne.
Source: own elaboration.

Model powierzchni odpowiedzi w eksperymencie nad optymalizacjg dziatania
enzymow syntetyzowanych przez Aspergillus heteromorphus zastosowali takze
Singh i in. [2009]. Najkorzystniejsze warunki dziatania celulaz wyznaczono w pH 4,8
i 60°C. Przy zastosowaniu wspomnianych wartos$ci temperatury i pH oszacowano
aktywno$¢ celulaz na poziomie 11,26 IU - cm™. W rezultacie doswiadczen we wska-
zanych warunkach otrzymano 13,05 TU - cm? aktywnosci celulolitycznej enzymow.

Przeprowadzenie 72-godzinnej hydrolizy polisacharydéw stomy rzepakowej po
obrobce alkalicznej z zastosowaniem natywnego i 5-krotnie zatezonego ptynu poho-
dowlanego w wyznaczonych warunkach optymalnych pozwolito na uzyskanie ste-
zenia uwolnionych cukréw redukujacych na poziomie odpowiednio 1,5112,16 g -
dm™ hydrolizatu (rys. 2). Zastosowanie ptynu pohodowlanego, natywnego i 5-krot-
nie zatgzonego jako surowego preparatu enzymatycznego przyczynito si¢ do uzy-
skania wydajnosci hydrolizy polisacharydow w odniesieniu do wartosci teoretycz-
nej, wyznaczonej na podstawie stezenia celulozy i hemicelulozy w materiale
natywnym, na poziomie nieprzekraczajacym 4%.

Niska wydajnos¢ hydrolizy polisacharydow stomy mogta by¢ nastgpstwem ha-
mowania aktywnosci celulaz przez gromadzgcg si¢ w hydrolizacie glukoze. Aslam
i in. [2010] dowiedli w swoich badaniach, ze uzupetnienie podtoza hodowlanego
zawierajacego CMC glukoza (1%) po 48 h od rozpoczecia procesu spowodowato
spadek ilosci oznaczonych CMCaz, FPaz oraz B-glukozydaz, co wskazuje na zaha-
mowanie biosyntezy celulaz obecnoscia produktu koncowego, jakim jest glukoza.
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Rys. 2. Postep hydrolizy enzymatycznej polisacharydow stomy rzepakowej ptynem pohodowlanym
niezatgzonym (), zatgzonym 5- (#) i 50-krotnie (A ) w trakcie 72 h doswiadczenia, wyrazony
stezeniem cukrow redukujacych w hydrolizacie

Fig. 2. Enzymatic hydrolysis rate of rape straw polysaccharides with not concentrated post-culture
liquid (e), 5 — (#) and 50-fold concentrated (A ), during 72-hour experiment, expressed as reducing
sugars concentration in hydrolysate

Zrodto: opracowanie wiasne.
Source: own elaboration.

Zastosowanie wyzszej koncentracji ptynu pohodowlanego (50-krotnego) po-
zwolito na uzyskanie stezenia uwolnionych cukrow redukujacych na poziomie
14,00 g - dm~hydrolizatu, przy 20,5% teoretycznej wydajnosci glukozy (rys. 2). Wyzszg
o niespetna 8% (27,82%) wydajnos¢ hydrolizy polisacharydoéw kaczanow kukury-
dzianych uzyskata Kancelista [2012] po zastosowaniu ptynu pohodowlanego z na-
mnazania grzybni Trichoderma avatum o aktywnosci celulolitycznej 31,48 IU - cm™.
Z kolei Chen i in. [Chen, Xia, Xue 2007] otrzymali prawie 4-krotnie wyzsza (79,5%)
wydajno$¢ uwalnianej glukozy w poréwnaniu z wynikami uzyskanymi w niniejszej
pracy. Autorzy wykorzystali w tym celu grzyby Trichoderma reesei ZU-02 1 Asper-
gillus niger ZU-07, osiagajac aktywno$¢ FP-az na poziomie 6,5 TU - cm™ w podiozu
z udziatem odpadowych kaczanow kukurydzianych. Wydajno$¢ uwalniania cukrow
osiggnigta w cytowanym doswiadczeniu byla zdecydowanie korzystniejsza niz
w omawianej pracy i niewatpliwie byta rezultatem zastosowania w eksperymencie
szczepow grzybow, charakteryzujacych sie¢ wyzszym poziomem ekspresji biatek ak-
tywnych wobec celulozy, a takze odmienng budowg strukturalng wykorzystanego
materiatu lignocelulozowego. Sukumaran i in. [2009] wykorzystali do przeprowa-
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dzenia procesu hydrolizy ptyn pohodowlany po namnazaniu grzybni Aspergillus ni-
ger MTCC 7956 1 Trichoderma reesei RUT C30 o aktywnosci celulolitycznej 50 IU
- cm?. Po przeprowadzeniu 48-godzinnej hydrolizy enzymatycznej polisacharydoéw
stomy ryzowej i trzciny cukrowej uzyskali stgzenie uwolnionych cukréw redukuja-
cych w medium poreakcyjnym na poziomie, odpowiednio, 26,3 g - dm? i 17,8 g -
dm hydrolizatu. Nizszy stopien konwersji polisacharydow stomy rzepakowej osiag-
nigty w prezentowanych badaniach, w poréwnaniu z cytowanymi autorami, mogt
by¢ spowodowany malg zawarto$cia, a zarazem aktywnoscia ksylanazy w ptynie
pohodowlanym. Moze to prowadzi¢ do uwolnienia duzych ilosci ksylooligomerow
[Qing, Wyman 2011]. Qing [2010] w swoich badaniach udowodnit, Ze sg one silny-
mi inhibitorami celulaz, ktére znacznie spowalniaja hydrolize celulozy.

4. Podsumowanie

Rezultaty przeprowadzonych badan wskazuja, ze aplikacyjny potencjat odpadowe;j
stomy rzepakowej zwigzany jest z jednej strony z mozliwoscig stosowania jej jako
zrodta wegla indukujgcego produkcje enzymow, z drugiej strony z mozliwoscig uzy-
skania przy ich udziale cukréw powstajacych w procesie hydrolizy enzymatycznej
tego odpadowego substratu. Otrzymane produkty — pochodne odpadowej biomasy,
moga by¢ z powodzeniem wykorzystywane w dalszych procesach biotechnologicz-
nych, m.in. w otrzymywaniu bioetanolu czy wysokowartosciowych pasz.

Suplementacja podtoza hodowlanego dodatkiem substancji o charakterze indu-
kujacym syntezg celulaz u grzybow strzgpkowych nie spowodowala analogiczne;j
reakcji u bakterii C.cellulans.

Optymalne warunki dzialania celulaz syntetyzowanych przez Celullosimicro-
bium cellulans PCM 2385 wyznaczono na pH 7,5 i temperature 40°C.

Pomimo zachgcajacych wynikow badan uzyskanych w do§wiadczeniach wstep-
nych nalezy stwierdzi¢, ze testowane bakterie celulolityczne s3 mato konkurencyjne
w porownaniu z grzybami strzepkowymi, poniewaz poziom ekspresji pozadanych
biatek enzymatycznych przez te mikroorganizmy jest znacznie nizszy [Gusakov
2011; Wilson 2009]. W zwigzku z tym nalezy poszukiwac¢ rozwigzan, ktore umozli-
wityby osiggniecie wyzszych wartosci aktywnosci celulolitycznej, np. w drodze mu-
tagenizacji lub po zastosowaniu innych — skutecznych, induktorow w podtozach
hodowlanych.
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EVALUATION OF CELLULOLYTIC PROPERTIES
OF MICROORGANISMS FOR BIOCONVERSION
OF FOOD INDUSTRY WASTES

Summary: Cellulase are industrially important enzymes having application in diverse
industries. Substrate cost account for the major fraction of the costs of cellulase production,
and the use of cheap lignocellulosic biomass resources as substrates can help reduce cellulase
prices. This study was to produce cellulases enzymes using Cellulosimicrobium cellulans
grown on rape straw as substrate. The maximum cellulase activity of 0,02 FPU ml"! of filter
paper activity was obtained. The supplementation of culture medium with the inducers of
cellulase synthesis did not increase the secretion of enzymes in the tested bacterial strain. The
optimization of the operating conditions of the cellulase using Statistica program — a Box-
-Behnken design indicated the following parameters: pH 7,5, temperature 40°C (FPase activity
reached 0,0232 IU cm™). The amount of released reducing sugars after 72 hours hydrolysis of
rape straw polysaccharides, at optimal parameters designated, using a 5- and 50-fold
concentrated post-culture liquid was 1,51 and 14 g -dm~of reaction medium, respectively.

Keywords: cellulases, Cellulosimicrobium cellulans, lignocellulose, rape straw.





