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Streszczenie: Celem pracy bylo scharakteryzowanie wtasciwos$ci, otrzymywania i zastoso-
wania hemicelulaz. Jest to grupa enzymdw, ktore hydrolizuja hemicelulozy — polisacharydy
zawarte w $cianach komdrkowych roslin, sktadajace si¢ gtownie z reszty D-glukozy, D-galak-
tozy, D-mannozy, D-ksylozy, L-arabinozy oraz kwaséw heksauronowych: glukuronowego,
galakturonowego i metyloglukuronowego. Sktad chemiczny hemiceluloz jest zréznicowany
i zalezy przede wszystkim od rodzaju rosliny, w ktorej wystepuja. Do najwazniejszych hemi-
celuloz naleza ksylany, mannany, galaktany i galaktomannany; sa one szeroko wykorzysty-
wane w roznych gateziach przemystu. Wykorzystuje si¢ je gtownie w przemysle celulozowo-
-papierniczym do bielenia pulp; piekarskim do poprawy jakoSci wytwarzanego pieczywa;
paszowym do poprawy strawnosci pasz zwierzecych; owocowo-warzywnym; winiarskim.
Uzywa sig ich takze do produkcji oligosacharydéw, etanolu, kawy rozpuszczalnej, srodkow
pioracych oraz w celu uzyskania odnawialnych zrodet energii i wegla.

Stowa kluczowe: hemicelulazy, hemicelulozy, ksylany, galaktany, mannany.

Summary: The aim of this review was to characterize preparation, properties, and application
of hemicellulases. Hemicellulases are a group of enzymes which hydrolyze hemicelluloses,
that is, polysaccharides that are found in plant cell walls, primarily consisting of the residue
of Dglucose, D-galactose, D-mannose, D-xylose, L-arabinose as well hexuronic acids:
glucuronic, galacturonic, and methyl glucuronic acids. The chemical composition of
hemicellulases varies and primarily depends on the type of the plant in which they occur. The
most important hemicellulases include xylans, galactans, and galactomannans. Hemicellulases
are widely used in different branches of industry. They are used mainly in the pulp and paper
industry for pulp bleaching; in the baking industry to improve the quality of bakery products;
in the animal feed industry to improve the digestibility of animal feeds; in the fruit and
vegetable processing industry as well as in the winemaking industry. These enzymes are also
used for the production of oligosaccharides, ethanol, instant coffee, washing agents as well as
to obtain renewable sources of energy and coal.

Keywords: hemicellulases, hemicelluloses, xylans, galactans, mannans.
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1. Wstep

Hemicelulazy to grupa enzymoéw, ktore hydrolizuja hemicelulozy, czyli polisachary-
dy wystepujace w Scianach komoérkowych roslin, sktadajace sig¢ przede wszystkim
z reszty D-glukozy, D-galaktozy, D-mannozy, D-ksylozy, L-arabinozy oraz kwasow
heksauronowych: glukuronowego, galakturonowego i metyloglukuronowego. Sktad
chemiczny hemiceluloz jest zroznicowany i zalezy przede wszystkim od rodzaju
rosliny, w ktorej wystepuja. Do najwazniejszych hemiceluloz naleza ksylany, man-
nany, galaktany i galaktomannany.

Ze wzgledu na potozenie wiazan, ktore hydrolizuja, hemicelulazy mozna podzie-
li¢ na egzohemicelulazy i endohemicelulazy, a ze wzgledu na polisacharydy, ktére
rozktadaja, na hemicelulazy ksylanolityczne, do ktorych naleza: endo-B-(1-4)-ksy-
lanaza, B-ksylozydaza, a-glukuronidaza, a-L-arabinofuranozydaza, acetyloesteraza,
oraz mannolityczne: endo-B-(1-4)D-mannanaza, B-mannozydaza, B-glukozydaza,
a-galaktozydaza.

Preparaty enzymatyczne bogate w hemicelulazy produkowane sa przez mikroor-
ganizmy, w tym: grzyby strzgpkowe, przede wszystkim te z rodzaju Aspergillus,
Trichoderma oraz Penicillium, drozdze z rodzaju Candida, a takze bakterie z rodza-
ju Bacillus, Streptomyces, Vibrio oraz Clostridium.

Hemicelulazy sa szeroko wykorzystywane w roznych gateziach przemystu. Wy-
korzystuje sig je gtownie w przemysle celulozowo-papierniczym do bielenia pulp;
piekarskim, w celu poprawy jako$ci wytwarzanego pieczywa; paszowym do popra-
wy strawnos$ci pasz zwierzecych; owocowo-warzywnym, a takze winiarskim.

2. Charakterystyka wybranych hemiceluloz

Hemicelulozy to wspolna nazwa wszystkich wielocukrow wystepujacych, oprocz celu-
lozy 1 pektyn, w $cianach komdrkowych roslin wyzszych, spehiajacych funkcje sub-
stancji matrycowych i sklejajacych. Niektore z nich naleza do substancji zapasowych.

Do grupy hemiceluloz naleza m.in. ksylany, mannany, galaktany oraz galakto-
mannany.

2.1. Ksylany

Ksylan jest bardzo waznym sktadnikiem hemiceluloz, poniewaz wraz z lignina
i celuloza wchodzi w sktad kompleksu ligninocelulozowego w $cianach komorko-
wych roslin. Nalezy do heteropolisacharydéw roslinnych.

Lancuchy ksylanow sa kompleksem jednostek D-ksylanopiranozowych pota-
czonych wiazaniem [-1,4 lub B-1,3 (rys. 1). W tancuchu gtéwnym moga réwniez
wystgpowac wiazania mieszane B-1,4 i $-1,3. Zaleznie od pochodzenia fancuch ten
moze posiada¢ wiele podstawnikow, takich jak np. grupy O-acetylowe, kwas 4-O-
-metyloglukuronowy, ramnoza, i kwasy, takie jak ferulowy, p-kumarowy i galakturo-
nowy [Janas 2002]. Grupy boczne ksylanu moga uczestniczy¢ w wiazaniu ligniny
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poprzez tworzenie wigzan estrowych pomiedzy resztami kwasu 4-O-metyloglukuro-
nowego oraz ligning albo eterowych migdzy czasteczka ligniny a grupami arabino-
zowymi ksylanu [Kabel i in. 2007].

00C
H,CO 0
HO

CHs 0:<

CH3
Rys. 1. Ksylan drewna twardego
Fig. 1. Hardwood xylan

Zrédto: http://tnij.org/hardwood-xylan.
Source: http://tnij.org/hardwood-xylan.

2.2. Galaktany i galaktomannany

Galaktany zawieraja w swojej budowie tancuchy boczne reszt D-galaktozy, potaczo-
nych z tancuchem gtownym wiagzaniami -1,4. Kwasy D-glukuronowy i D-galaktu-
ronowy tworza w nich rozgal¢zienia gtownego tancucha, taczac si¢ z nim wiazania-

o~ "OH

Rys. 2. Struktura galaktanu
Fig. 2. Structure of galactan

Zrédto: http://tnij.org/galactan-structure.
Source: http://tnij.org/galactan-structure.
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mi B-1,6-glikozydowymi (rys. 2). Arabinogalaktany stanowia odmiang galaktanow,
sa zbudowane z reszt D-galaktopiranozy potaczonych wiazaniami -1,3. Lancuchy
boczne odgaleziaja si¢ od tancucha glownego przy C-2 reszt D-galaktopiranozy
i L-arabinopiranozy, a-L-piranoza potaczona jest natomiast wiazaniami o-1,6 [Bu-
jak, Targonski 1990].

Galaktomannany wystgpuja przede wszystkim w nasionach roslin straczkowych,
w ktorych stanowia polisacharydy zapasowe. Lancuch gtowny stanowia reszty man-
nozy polaczone ze soba wiazaniami B-1,4 glikozydowymi, do ktérego wiazaniami
a-1,6 dotaczone sa reszty D-galaktopiranozy. Poszczegdlne galaktomannany roéznia
si¢ od siebie stosunkiem mannozy do galaktozy. Maja one zdolno$¢ wiazania wody
i tworzenia lepkich roztworow przy matych stgzeniach. W obecnosci kationdw two-
rza zele.

2.3. Mannany

Mannany obecne sg w drewnie twardym drzew lisciastych, drewnie migkkim igla-
stych, nasionach niektdrych roslin oraz w trawach [Prendecka i in. 2005]. Mozna je
takze znalez¢ w $cianach komorkowych drozdzy [Bujak, Targonski 1990]. Polisa-
charydy te zbudowane sa z reszt mannopiranozy, D-glukopiranozy i D-galaktopira-
nozy, potaczonych wigzaniami -1,4 glikozydowymi. Tak zbudowany typ heteropo-
limerow nazywa si¢ glukomannanami. Stosunek reszt mannozy do reszt glukozy
wynosi 3:1. Mannany otrzymuja nazw¢ w zaleznosci od tego, z jakich reszt sa zbu-
dowane. Glukomannany sa to polisacharydy, w ktérych stosunek reszt galaktozy do
glukozy i mannozy wynosi 0,1:1:4. Natomiast galaktoglukomannany maja w swojej
budowie duzo wyzszy udziat galaktozy. W przyrodzie wystgpuja takze mannany
o0 bardzo prostej budowie, sktadaja si¢ bowiem tylko z reszt mannopiranozy i przypo-
minaja swoja budowa krystaliczna celulozg. Takie homopolimery mozna znalez¢
np. w ziarnach kawy i nasionach niektorych gatunkow Umbelliferae — blaszkowa-
tych [Prendecka i in. 2005].

W mannanach, w ktérych znajduja si¢ reszty D-galaktopiranozy, tworza si¢ tan-
cuchy boczne potaczone z tancuchem gléwnym wiazaniami a-1,6-glikozydowymi.
llos¢ galaktopiranozy zalezy od gatunku rosliny, z ktérej hemiceluloza pochodzi.
Ponadto niektore grupy hydroksylowe przy C-2 i C-3, gléwnie mannozy i w mniej-
szym stopniu glukozy, sg acetylowane [Chauhan i in. 2012].

3. Enzymy kompleksu hemicelulitycznego

Hemicelulazy sa zréznicowana grupa enzymow hydrolizujacych hemicelulozy. Sa
one podstawowym sktadnikiem bioracym udzial w degradacji biomasy roslinnej
oraz przeplywie wegla w naturze. Degradacja hemiceluloz jest prowadzona przez
mikroorganizmy, ktore wystepuja albo w postaci wolnej w naturze, albo w niekto-
rych czgsciach przewodu pokarmowego zwierzat wyzszych. Zmienna i zréznicowa-
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na struktura hemiceluloz do ich catkowitej degradacji wymaga wspodlnego dziatania

wielu enzyméw [Decker i in. 2009]. Proces ten jest powolny, poniewaz nierozpusz-

czalna i sztywna struktura $ciany komorkowej roslin ogranicza dostgpnos¢ skutecz-
nych, hemicelulolitycznych mikroorganizmow (rys. 3). W duzej czgsci polisachary-
dy sa albo nierozpuszczalne, albo §cisle zwigzane z nierozpuszczalnym celulozowym

matrix [Himmel i in. 2010].

Degradacja hemiceluloz stawia mikroorganizmy przed kilkoma istotnymi wy-
zwaniami, poniewaz polisacharydy te maja wysoka masg czasteczkowa, sa nieroz-
puszczalne oraz zwiazane z celuloza i lignina, sa takze wysoko zmienne w swojej
strukturze 1 chociaz rzeczywista liczba r6znych wiazan chemicznych jest ograniczo-
na, moga wystepowac w réznych strukturalnych kombinacjach. Biorac pod uwagg te
wszystkie wyzwania, nie dziwi fakt, ze natura stworzyta rozne strategie, umozliwia-
jace degradacje roslinnej Sciany komorkowe;.

Strategie te mozna podzieli¢ na trzy gtowne grupy:

*  Mikroorganizmy tlenowe, takie jak grzyby — Trichoderma i Aspergillus, wydzie-
laja w wysokich stezeniach cata game hemicelulaz, ktore potrafia pracowac sy-
nergistycznie. Ta grupa enzymow catkowicie rozktada polimery do monosacha-
rydéw albo disacharydow.

* Bakterie tlenowe, takie jak np. Bacillus i Cellvibrio, wydzielaja mniej skuteczne
enzymy degradujace sie¢ strukturalng polisacharydéw. Produktami ich dziatal-
nosci jest stosunkowo duza liczba oligosacharyddw, ktorych catkowity rozktad
prowadzony jest przez enzymy wewnatrzkomorkowe.

» Bakterie beztlenowe, takie jak Clostridia, rozwingly unikatowy multienzyma-
tyczny kompleks — celulosom, na ktory sktada si¢ wiele celulolitycznych i hemo-
celulitycznych enzymow [Shallom, Shoham 2003].

Hemicelulazy mozna podzieli¢ na:

* endohemicelulazy, ktore hydrolizuja wiazania glikozydowe tancucha hemicelu-
lozy w sposob przypadkowy, tna go na poczatkowo mniejsze fragmenty i uwal-
niaja w koncowej fazie cukry redukujace,

cenira akiywie

56~

enmym  substraty kompleks Lim mdum
ennjm —substat

Rys. 3. Schemat reakcji enzymatyczne;j
Fig. 3. Scheme of the enzymatic reaction

Zrédto: http://tnij.org/enzymes.
Source: http://tnij.org/enzymes.
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* egzohemicelulazy, ktore odszczepiaja sukcesywnie pojedyncze lub podwdjne
reszty cukrowe od nieredukujacego konca czasteczki.
Biorac pod uwage struktur¢ hemiceluloz, enzymy rozktadajace te polisacharydy

mozna podzieli¢ na:

e ksylanolityczne (np. endo-B-(1-4)-ksylanaza, B-ksylozydaza, a-glukuronidaza,
a-L-arabinofuranozydaza, acetyloesteraza),

* mannolityczne (np. endo-B-(1-4)-D-mannanaza, B-mannozydaza, B-glukozydaza,
a-galaktozydaza).

3.1. Hemicelulazy ksylanolityczne
Endo-$-1,4-ksylanaza

Najbardziej powszechnym i popularnym producentem endoksylanaz sa grzyby. En-

zymy te moga by¢ podzielone na dwie grupy:

* te, ktore uwalniaja L-arabinozg przez enzymatyczna hydroliz¢ arabinoksylanow
1 arabinoglukuronoksylanow,

* te, ktore nie uwalniaja L-arabinozy z tych substratoéw; oba typy sa jednak zdolne
do degradacji glukuronoksylanoéw i D-ksylanéw [Ghose, Bisaria 1987].
Enzymy te hydrolizuja w sposob przypadkowy wiazania B-1-4-glikozydowe

w sieci strukturalnej ksylanéw. Produktami reakcji sa podstawione lub nie oligomery

— ksyloza albo ksylobioza. Wigkszos¢ znanych ksylanaz nalezy do rodzin hydrolaz

glikozydowych — 10 lub 11, a reszta jest rozproszona pomigdzy rodziny 5,8 i 43

[Shallom, Shoham 2003]. Rodzina 10 jest duzo wigksza, a produktami dziatania

enzymow do niej nalezacych sa krotkie oligosacharydy. Natomiast enzymy rodziny

11 (tab. 1) wykazuja wigksza specyficznos¢ w stosunku do ksylanu, sa takze odporne

na wysoka temperature i dlatego znalazty zastosowanie w przemysle [ Tokarzewska-

-Zadora i in. 2005].

Tabela 1. Charakterystyka endo-$-1-4-ksylanaz
Table 1. Characterization of endo-b-1-4-xylanase

Pochodzenie Masa czasteczkowa Optymalne Optymalna
Punkt
enzymu (kDa) . pH temperatura (°C)
. izoelektryczny . .
Enzyme Molecular weight Isoelectric point Optimum Optimum
host organism (kDa) p pH temperature (°C)
Aspergillus oryzae 21 - 4 5
Clostridium absonum 150 - 6,5-7,5 75
Trichoderma ressei 20 9 5,0-5,5 -

Zrédto: [Tokarzewska-Zadora i in. 2005].
Source: [Tokarzewska-Zadora et al. 2005].



Hemicelulazy — wlasciwosci, otrzymywanie i zastosowanie 85

o-L-arabinofuranozydaza

Enzym ten powoduje usunigcie z nieredukujacych koncow hemiceluloz reszt L-ara-
binofuranozowych (tab. 2). Hydrolizuja one zaréwno reszty potaczone z tancuchem
gtéwnym wiazaniem a-1-3, jak i a-1-5-arabinofuranozowym. Hydroliza trwa az do
momentu przemiany arabinianu do arabinozy. Usunigcie reszt arabinofuranozowych
utatwia endo-B-1-4-ksylanazom atak na tancuch ksylanu. Czgstotliwo$¢ wystgpowa-
nia tych reszt nie jest doktadnie zbadana. Wedtug niektorych naukowcoéw na 20-40
reszt D-ksylopiranozy przypada tylko jedna reszta L-arabinofuranozy, wedtug in-
nych jedna reszta wystepuje na 7-13 reszt D-ksylopiranozowych. Jednak bez wzgle-
du na to, ile ich jest, skutecznie hamuja hydroliz¢ enzymatyczng hemiceluloz
z udziatem endo-f-1-4-ksylanaz [Tokarzewska-Zadora i in. 2005].

Tabela 2. Wlasciwosci niektorych o-L-arabinofuranozydaz
Table 2. Properties of some a-L-arabinofuranosidases

. Masa czasteczkowa Punkt Optymalne Optymalna
Pochodzenie enzymu .
(kDa) izoelektryczny pH temperatura (°C)
Enzyme . . . .
host organism Molecular weight Isoelectric Optimum Optimum

& (kDa) point pH temperature (°C)
Aspergillus awamori 65 3,6 4,6 50
Clostridium acetobutylicum 94 8,2 5,0-5,5 -
Streptomyces purpurascens 495 3,9 6,5 -

Zr6dto: [Tokarzewska-Zadora i in. 2005].
Source: [Tokarzewska-Zadora et al. 2005].

o-D-glukuronidaza

Enzym ten rozszczepia wiazania o-1,2-glikozydowe migdzy resztami kwasu
4-O-metylo-a-D-glukopiranozowego, ktore zwiazane sa z tancuchem ksylanowym
w pozycjach 1-2 i D-ksylozy oraz a-D-glukopiranozowego i D-ksylozy. Produktem
hydrolizy jest kwas 4-O-metylo-o-D-glukuronowy albo D-glukuronowy. W wigk-
szosci przypadkdéw enzym ten dziata na wiazania od nieredukujacego konca glow-
nego tancucha. a-D-glukuronidaza jest malo zbadanym enzymem. Masa czasteczko-
wa wynosi okolo 100 kDa, a aktywno$¢ tego enzymu zostata stwierdzona
u wybranych grzybow i bakterii [Jutru, Wu 2013].

p-ksylozydaza

Enzym ten jest egzohemicelulazg. Hydrolizuje krotkie ksylooligomery do prostych
jednostek ksylozy. Przestrzenne podobienstwo pomigdzy D-ksylopiranoza i L-ara-
binofuranoza prowadzi do tego, ze ksylozydazy i arabinozydazy mozna znalez¢
gtéwnie w tych samych rodzinach (3, 43, 54) i z tego powodu uwaza si¢ je za enzy-
my pelniace dwie funkcje [Shallom, Shoham 2003]. Vocadlo [2002] sugeruje, ze
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w B-ksylozydazie pochodzacej z Termoanaerobacterium saccharolyticum wystgpuje
przypadek ,,odwrotnej protonacji”’, w ktorym znajduja si¢ dwa kwasy karboksylowe
funkcjonujace razem jako kwasowo-zasadowy katalizator [Vocaldo 2002]. Ten
rodzaj wyjatkowego mechanizmu wczesniej sugerowano dla ksylanaz z rodziny
11 pochodzacych z Bacillus circulans [Shallom, Shoham 2003].

Esterazy hemicelulolityczne

W sklad esteraz celulolitycznych wchodza esteraza octanowa, ktora odlacza kwas
octowy od tancucha gléwnego, acetyloksylanoesteraza, ktora katalizuje hydrolize
grup acetylowych w czasteczce ksylozy, oraz esteraza ferulanowa, ktora hydrolizuje
wigzania estrowe pomigdzy arabinoza i kwasem ferulowym. Ten ostatni ester bierze
udzial w sieciowaniu ksylanu do ligniny [Shallom, Shoham 2003]. Obecno$¢ estera-
zy octanowej jest bardzo wazna przy rozktadzie drewna twardego, ktorego reszty
ksylopiranozy sa acetylowane w ok. 60-70%. Esteraza ferulanowa odtacza kwas fe-
rulowy z arabinoksylanow, dzigki temu $ciana komoérkowa jest bardziej podatna na
dalsza degradacj¢ enzymatyczna [Saha 2003].

3.2. Hemicelulazy mannolityczne
Endo-p-(1-4)-D-mannanaza

Mannanaza hydrolizuje wiazania -1-4-glikozydowe tancucha gtdéwnego mannanow
i uwalnia krotkie B-1-4-manno-oligomery, ktore dalej hydrolizowane sa do mannozy
przez p-mannozydaze [Jutru, Wu 2012]. Proces hydrolizy mannanow wzrasta wraz
z malejaca liczba reszt galaktozowych, a skuteczno$¢ hydrolizy zalezy od stopnia
polimeryzacji polisacharydow.

Enzym ten jest produkowany przez drozdze, bakterie, glony, grzyby, rosliny
wyzsze, np. migdaly, kawg 1 morele, oraz zwierzgta — ssaki, ostrygi i $limaki.

p-mannozydaza

Enzym ten hydrolizuje krotkie, powstate w wyniku dzialania endo-B-(1-4)-D-
mannanazy-f-1-4-manno-oligomery do mannozy. Wytwarzana jest przez bakterie,
np. Bacillus sp., 1 grzyby strzgpkowe, np. Aspergillus niger. p-mannozydaze znale-
ziono takze u zwierzat wyzszych, bierze ona udziat w lizosomalnej degradacji gliko-
protein. Niedobor tego enzymu u ludzi i przezuwaczy prowadzi do opdznienia umy-
stowego i zaburzenia tkanki szkieletowej [Shallom, Shoham 2003].

B-glukozydaza

Enzym ten katalizuje reakcj¢ hydrolizy nieredukujacych i koncowych reszt B-D-
glukozy z glikozydow. Podzielono je na trzy grupy ze wzgledu na ich specyficznosé¢
substratowa (tab. 3):
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e enzymy, ktore wykazuja specyficznos¢ wobec arylo-p-D-glukozydow,
* enzymy, ktore przede wszystkim hydrolizuja celobiozg i celobiooligosacharydy,
e enzymy, ktore katalizuja hydrolize obu wyzej wymienionych substratow [Pren-

decka i in. 2005].

Tabela 3. Cechy wybranych glukozydaz
Table 3. Properties of selected glucosidases

Pochodzenic enzymu Masa czasteczkowa Punkt Optymalne Optymalna
(kDa) . pH temperatura (°C)
Enzyme izoelektryczny . .
host oreanism Molecular Isoelectric point Optimum Optimum
oSt organis weight (kDa) soelectric po pH temperature (°C)
Pisolitubus tinctorius 150 3,8 4,0 65
Volvariella volvacea 158 5,6 7,0 55-60
Aspergillus japonicus 121 4,7 5,0 60

Zrédto: [Prendecka i in. 2005].
Source: [Prendecka et al. 2005].

a-galaktozydaza

Enzym ten katalizuje hydroliz¢ reszt a-D-galaktopiranozy w galaktozydach. Dziata
na oligosacharydy, ktore zawieraja galaktoze, galaktoglukomannany i galaktolipidy,
oraz uwalnia reszty galaktozy, ktére sa przytaczone do tancucha zbudowanego
Z mannozy wiazaniami o-16-glikozydowymi [Prendecka i in. 2005].

a-galaktozydaza produkowana jest przez organizmy takie jak bakterie, np. Cel-
lulomonas fimi, drozdze, np. Mortierella vinacea, grzyby — Aspergillus sp., Tricho-
derma reesei (tab. 4).

Tabela 4. Wiasciwos$ci wybranych galaktozydaz
Table 4. Properties of selected galactosidases

. Masa czasteczkowa Punkt Optymalne Optymalna
Pochodzenie enzymu .
(kDa) izoelektryczny pH temperatura (°C)
Enzyme . . .
host oreanism Molecular Isoelectric Optimum Optimum

& weight (kDa) point pH temperature (°C)
Penicillium ochrochloron 60,2 - 4.5 55
Thermomyces lanoginosus 57 5,2 4,5-50 65-70
Aspergillus niger 94 4,15 4,5 60

Zrodto: [Prendecka i in. 2005].
Source: [Prendecka et al. 2005].

3.3. Hemicelulazy wielofunkcyjne

Depolimeryzacja ligninocelulozy wymaga wielu enzymow, a jedna z przeszkod do
ekonomicznej biokonwers;ji takich produktow jest kosztownos¢ proceséw, ktére wy-
magaja takze duzej ilosci energii. Wyzwanie stanowi optacalne enzymatyczne scu-
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krzanie biomasy ligninocelulozowej obejmujace zapotrzebowanie na zwigkszenie
aktywnosci hydrolaz oraz redukcji liczby biatek niezbgdnych do procesu. Wielo-
funkcyjny enzym Xyln-DeAFc, degradujacy ksylan, zostat stworzony przez pota-
czenie domeny ksylanazy pochodzacej z Clostridium thermocellum (Xyln) oraz
dwufunkcjonalnej arabinofuranozydazy/ksylozydazy (DeAFc) tancuchem pepty-
dowym. Rozpuszczalne enzymy rodzime i Xyln-DeAFc byly produkowane przez
E. coli. Chimera posiada aktywno$¢ ksylanazy, endoglukanazy, arabinofuranozyda-
zy 1 ksylozydazy, ma wtasciwosci zblizone do rodzimych enzymoéow — pH, optymalna
temperaturg i kinetyke. Jest bardziej aktywna w hydrolizie naturalnych ksylanéw niz
mieszanina rodzimych enzymow.

Projektowanie enzymoéw posiadajacych wiele domen, zdolnych do katalizy
dwach lub wigcej reakeji, jest mozliwa droga do redukcji liczby enzymow bioracych
udzial w konwersji biomasy. W dodatku wielofunkcyjne hydrolazy sa synergistyczne
w degradacji substratow. W naturze wiele organizméw wyksztatcito wielofunkcyjne
enzymy do degradacji polisacharydow. Naturalnym, wielofunkcyjnym enzymem za-
wierajacym zespot enzymow jest celulosom. Ta i inne naturalne strategie zostaly
wykorzystane do produkcji pojedynczego enzymu ze specyficznoscia substratowa
trzech lub wigcej enzymow.

4. Otrzymywanie hemicelulaz

Hemicelulazy sa wytwarzane przez szerokie spektrum gldwnie saprofitycznych
drobnoustrojéw. Wystepuja w glebie, wodzie, na owocach, warzywach, w przewo-
dzie pokarmowym ludzi i zwierzat. Z tych naturalnych $rodowisk izolowani sa
potencjalni producenci hemiceluloz [Polizeli i in. 2005; Sizova i in. 2011]. Jednak
komercyjne znaczenie ma waska grupa drobnoustrojow, gtownie sg to grzyby i ter-
mofilne bakterie. Aerobowe drobnoustroje z rodzaju Trichoderma i Aspergillus wy-
twarzaja duze ilosci zewnatrzkomorkowych enzymow, w tym hemicelulaz, ktore
degraduja polimery do monosacharydow i disacharydow, a otrzymane preparaty
enzymatyczne maja znaczenie komercyjne [Michelin i in. 2010; Lafond i in. 2011].
Z kolei aerobowe bakterie z rodzaju Bacillus 1 Cellvibrio wytwarzaja kompleks en-
zymow degradujacych hemicelulozy do oligosacharydow, a dalsza degradacja pro-
wadzona jest przez enzymy zwiazane ze $ciana komdrkowa lub enzymy wewnatrz-
komorkowe. Anaerobowe bakterie, z rodzaju Clostridium, wytwarzaja cellulosomy,
ktore maja zintegrowany kompleks celulaz i hemicelulaz. Jest rzecza interesujaca, ze
C. thermocellum wytwarzajace cellulosomowy kompleks celulaz i hemiceluloz, jako
zrodto wegla wykorzystuje celobiozg, a nie jest zdolny do utylizacji produktéw hy-
drolizy hemiceluloz.

Wiele drobnoustrojow wytwarza zaréwno celulazy, jak i ksylanazy, co zwiazane
jest ze struktura $ciany komorkowej roslin. Jednakze sa drobnoustroje, ktore synte-
tyzuja tylko hemicelulozy. Takim gatunkiem jest Thermomyces lanuginosus wytwa-
rzajaca bardzo duze ilo$ci ksylanaz, a nie wytwarzajaca celulaz [Saha 2003]. Hemi-
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celulazy na ogot naleza do enzyméw indukcyjnych, a czynnikami indukujacymi ich
synteze sa produkty degradacji hemiceluloz, chociaz w niewielkim stopniu enzymy
te wytwarzane sa konstytucyjne, gtdwnie w celu rozpoznania obecno$ci hemiceluloz
w podtozu.

Hemicelulazy sa wytwarzane w skali przemystowej podczas hodowli grzybow.
Rozwoj technologii rekombinacji DNA stwarza mozliwosci ekspresji enzymow na
wysokim poziomie zar6wno w homologicznych, jak i heterologicznych gospoda-
rzach. Ekspresja hemicelulaz w bakteriach czy drozdzach ma liczne wady i ograni-
czone mozliwos$ci aplikacji, zwlaszcza w przypadku bakterii. Duzym problemem
jest degradacja proteolityczna enzymoéw oraz tworzenie si¢ ciat inkluzyjnych we-
wnatrz komorek bakterii. Ekspresja poszczegolnych enzymoéw kompleksu hemice-
luloz jest uzasadniona w przypadku grzybow strzgpkowych i sprowadza sig do kilku
gospodarzy, tj. szczepow Trichoderma, Aspergillus, Penicillium czy Rhizopus. Jed-
nak i tutaj napotyka si¢ liczne trudno$ci zwiazane z nieodpowiednia glikozylacja
biatek, degradacja biatek heterologicznych przez wewnatrzkomorkowe proteazy czy
niskim poziomem ekspresji [Michelin i in. 2010].

5. Zastosowanie hemicelulaz

5.1. Zastosowanie enzymow ksylanolitycznych
Rozklad hemiceluloz do cukréw prostych

Najwazniejszym zastosowaniem enzymow ksylanolitycznych jest proces hydrolizy
hemicelulozy do cukréw prostych, przede wszystkim ksylozy, ksylobiozy, kwasow
uronowych i ksylotriozy. Produkty takiej hydrolizy moga by¢ nastgpnie wykorzysty-
wane w roznych procesach biotechnologicznych i chemicznych do otrzymywania
etanolu, furfuralu, ksylulozy, biatka drobnoustrojow czy $rodkéw stodzacych,
np. ksylitolu, ktory jest otrzymywany posrednio z hemiceluloz i stosowany jako sub-
stytut cukru dla oso6b chorych na cukrzyce i w celach medycznych przy leczeniu
diabetykow.

Przemyst celulozowo-papierniczy

Enzymy te znalazly szerokie zastosowanie w przemysle celulozowo-papierniczym.
Stosuje sig je do wybielania pulpy drzewnej. W konwencjonalnych i powszechnie
stosowanych metodach wybielania proces ten byl wykonywany z uzyciem chloru,
ozonu, dwutlenku chloru i wodorotlenku sodu [Beg i in. 2001]. Stosowanie tych
zwiazkow, a szczegolnie chloru, powoduje zanieczyszczenie srodowiska, dlatego sa
niechetnie uzywane w tym procesie. Stosowanie preparatow enzymow ksylanoli-
tycznych do wybielania wstepnego ogranicza zuzycie chloru o 20-30%, a to z kolei
obniza o 50% powstawanie organicznych zwiazkow chloru w odcieku. Dzigki meto-
dzie enzymatycznej wybielona pulpa ma wyzsza koncowa jasno$¢ niz ta wybielana
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metodami chemicznymi. O mozliwo$ciach stosowania preparatow enzymow ksyla-
nolitycznych $wiadczy fakt, ze prawie 50% produkowanej pulpy drzewnej jest
wybielane. Jednak warunkiem przemystowej przydatnosci tych enzymow jest to, ze
produkowane hemicelulazy nie moga wykazywaé aktywnosci celulolitycznej, dlate-
go mikroorganizmy produkujace te enzymy trzeba tak genetycznie zmodyfikowac,
aby prowadzity nadprodukcj¢ ksylanazy przy zahamowaniu produkcji celulaz [Janas
2002].

Przemyst piekarniczy

Ksylanazy znalazty zastosowanie takze w przemysle piekarniczym. Moga one zaste-
powac sktadniki takie jak s$rodki utleniajace, stod jgczmienny, pszenny, a takze
emulgatory. Oceniajac przydatno$¢ preparatow enzymow ksylanolitycznych, bada
si¢ korzysci, ktore osiaga si¢ przy wyrabianiu ciasta, a to: objgtos¢ produktu, zdol-
no$¢ do gromadzenia wody oraz jak dtugo gotowy produkt nadaje si¢ do spozycia.
Produkt jest oceniany przede wszystkim na podstawie jego koloru, objetosci, kru-
chosci i aromatu. Ksylanazy wptywaja na zwigkszenie objetosci produktow piekar-
niczych w wyniku redystrybucji wody pomigdzy faza glutenowa a pentozanowa.
Zwigkszenie objgtosci fazy glutenowej wplywa na korzystniejsze rozrastanie si¢
ciasta, z czego nastepnie wynika wigksza sprezystos¢ w czasie pieczenia. Zwigksze-
nie objetosci wlasciwej produktu gotowego jest wynikiem hydrolizy duzych i nie-
rozpuszczalnych czastek pentozandw do rozpuszczalnych i krétszych. W mace obok
hemiceluloz wystepuja arabinoksylany, ktére sa potaczone z biatkami. Odgrywaja
one bardzo wazng rolg w procesie pieczenia chleba zytniego oraz pszennego, bo
posiadaja zdolnosci do wiazania duzych ilosci wody. Endoksylanazy prowadza do
uzyskania maksymalnej ilo$ci pentozanow rozpuszczalnych, co wptywa hamujaco
na starzenie si¢ produktu gotowego. Ksylanazy uzywane w przemysle piekarniczym
polepszaja wilgotnos¢, objetos¢ oraz porowatos$¢ pieczywa [Romanowska 2003].

Przemyst owocowo-warzywny i fermentacyjny

Zostaty takze wykonane udane proby zastosowania preparatow enzymow ksylanoli-
tycznych do klarowania sokow, na przyktad owocowych i warzywnych. Enzymy te
sa takze wykorzystywane przy ekstrakcji kawy oraz przy produkcji skrobi i olejow
roslinnych, gdzie powoduja zwigkszenie wydajnosci i jako$ci uzyskiwanych pro-
duktow koncowych.

Hemicelulazy aktywne w niskiej temperaturze maja znaczna przewage w pro-
dukcji preparatdéw enzymatycznych, m.in. w takim procesie, jak poprawa koloru
1 klarownos$ci sokéw [Bamforth 2009]. Na dodatek zamrozona masa ciasta gotowe-
go do wypieku moze zyska¢ wiele korzysci z dodatku hemicelulaz aktywnych
w niskiej temperaturze. Wysoka aktywno$¢ w niskiej temperaturze i szeroki zakres
pH sprawiaja, ze enzymy te sa szczegolnie uzyteczne w przetworstwie zywnosci, na
przyktad w procesie ekstrakcji sokow owocowych [Bradner 1999].
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Hemicelulazy, a zwtaszcza B-(1-3),(1-4)-glukanaza, znalazly zastosowanie
w przemysle piwowarskim do hydrolizy -glukanu w jeczmieniu. Hydroliza B-glu-
kanu ulatwia filtracje piwa oraz zapobiega powstawaniu zmetnienia.

Uzyskiwanie odnawialnych Zrédel energii i wegla

Stawiajacym najwicksze wymagania zastosowaniem hemicelulaz jest rozwdj pro-
cesow rozktadu materiatu ligninocelulozowego w celu uzyskania odnawialnego zré-
dta energii i wegla w biologicznych procesach z zastosowaniem biokatalizatorow
enzymatycznych. Wzgledy ekonomiczne przemawiaja wlasnie za tym, aby kazdy
surowiec zawierajacy hemicelulozy byl wykorzystany, chociazby dlatego, zeby
zmniejszy¢ ilos¢ odpadéw poprodukcyjnych [Shallom, Shoham 2003].

Produkcja ksylooligosacharydow

Hemicelulazy moga by¢ takze stosowane do enzymatycznej syntezy oligosachary-
déw [Shallom, Shoham 2003]. Jednymi z najpowszechniej stosowanych oligosacha-
rydow sa ksylooligosacharydy. Sa one uzywane ze wzgledu na swoje technologiczne
wiasciwosci oraz efekty zdrowotne, jakie przynosza. Przede wszystkim wptywaja
korzystnie na flor¢ zotadkowo-jelitowa. Jedna z najwazniejszych funkcji ksylooligo-
sacharydow jako sktadnika zywnosci jest ich zdolno$¢ do stymulacji wzrostu bakte-
rii z rodzaju Bifidobacterium, ktore sa zaliczane do probiotykdw. Z tego wzgledu
zywno$¢, ktora zawiera oligosacharydy, jest prebiotykiem. Ksylooligosacharydy sa
zatem aktywnym sktadnikiem zywnosci funkcjonalnej, ktora rozni si¢ od Zywnosci
konwencjonalnej tym, ze korzystnie wptywa na fizjologi¢ cztowieka i redukuje ry-
zyko wystapienia chorob, ktorych przyczyna jest pozywienie [ Vazquez 2000].

Przemyst paszowy

Stosowanie enzymow w produkcji pasz jest wazne w sektorze agrobiznesu z tego
wzgledu, ze roczna produkcja pasz na §wiecie przekracza 600 milionow ton, co daje
obroty ponad 50 mld dolarow. Ksylanazy sa stosowane w zywieniu zwierzat razem
z glukanazami, pektynazami, celulazami, proteazami, amylazami, fitazami, galakto-
zydazami i lipazami. Enzymy te rozktadaja arabinoksylan zawarty w sktadnikach
pasz, zmniejszajac tym samym ich lepkos¢. Arabinoksylany zawarte w Scianie ko-
morkowej ziarna maja antyodzywczy wpltyw na drob. Dodanie ksylanaz do pasz
moze poprawi¢ trawienie sktadnikow odzywczych w poczatkowej czegsci przewodu
pokarmowego, co prowadzi do lepszego wykorzystania energii. Wspo6lne dziatanie
pozostalych wymienionych enzymow powoduje powstanie strawnej mieszaniny
zywno$ciowej [Polizeli i in. 2005].

Enzymy ksylanolityczne zwigkszaja strawnos$¢ pasz stosowanych do karmienia
zwierzat, a uzyskana przez biokonwersj¢ ksyloza moze zosta¢ efektywnie spozytko-
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wana jako zrodto wegla przy produkcji pasz. Ksylanazy znalazly zastosowanie takze
w zywieniu kurczat brojleréw. Najlepsza wartos¢ rzezna uzyskuje si¢ podczas zy-
wienia kurczat paszami z dodatkiem endo-1,4-B-ksylanazy, celulazy i endo-1,3-f-
glukanazy. Najlepsze fizykochemiczne cechy migsni piersiowych drobiu uzyskano,
stosujac pasze z dodatkiem endo-1,4-B-ksylanazy produkowanej przez szczep Ter-
momyces lonuginosus [ Wojnowska 2006; Rubaj, Matyka 2004].

Przemyst tekstylny

Kompleks enzymoéw ksylanolitycznych moze by¢ wykorzystywany w przemysle
wldkienniczym do przetwarzania wtdkien roslinnych. W tym celu ksylanaza powin-
na by¢ wolna od enzymow celulolitycznych. Proces polega na inkubacji suszonych
todyg chinskiej trawy z ksylanaza, co pozwala wydzieli¢ dtugie, nienaruszone wtok-
na celulozowe. Po uzyciu tej metody nie jest potrzebne mocne bielenie, poniewaz
ligniny nie ulegaja utlenianiu, ktére prowadzi do ciemnienia witokien [Polizeli i in.
2005].

5.2. Zastosowanie enzym6w mannolitycznych
Przemyst papierniczy

Doktadne poznanie tych enzymow, technik ich oczyszczania oraz izolacji miato
duzy wplyw na mozliwosci ich praktycznego wykorzystywania w roznorakich gale-
ziach przemystu [Chauhan i in. 2012]. Bardzo waznym zastosowaniem enzymow
mannolitycznych jest ich wykorzystanie w przemysle celulozowo-papierniczym
przy wyrobie papieru o bardzo wysokiej jakosci. a-galaktozydaza stosowana jest
przede wszystkim w przemysle papierniczym, gdzie przyczynia si¢ do zwigkszania
efektywnos$ci degradacji hemiceluloz.

Produkcja kawy rozpuszczalnej

Enzymy mannolityczne maja takze zastosowanie w przemySle spozywczym,
m.in. przy produkcji kawy rozpuszczalnej. Arabinogalaktan, celuloza i mannan sa
glownymi polisacharydami wystepujacymi w zielonych nasionach kawy. Najwaz-
niejszy z nich jest krystaliczny i nierozpuszczalny w wodzie mannan, ktory stanowi
okoto 20-30% suchej masy nasion gatunku Arabika i Robusta. Tak duza ilos¢ man-
nanu powoduje duza lepkos¢ ekstraktu kawy przy procesie jego zaggszczania przed
procesami suszenia oraz liofilizacji. Uzycie mannanaz, a co za tym idzie, zmniejsze-
nie lepkosci ekstraktu, znacznie utatwia produkcje¢ kawy rozpuszczalnej, poniewaz
prowadzi do poprawy wydajnosci zageszczania ekstraktu, a ponadto redukuje koszty
suszenia. Lepkie roztwory galaktandw i mannanéw sa bardzo czesto uzywane
w przemysle spozywczym jako zaggstniki [Van Zyl i in. 2010].
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Produkeja §rodkéw pioracych

Waznym zastosowaniem praktycznym enzymoéw mannolitycznych, a zwlaszcza
mannanazy, jest uzycie jej w srodkach pioracych do enzymatycznego usuwania za-
nieczyszczen spozywczych, ktore zawieraja mannany, bedace srodkami zaggszcza-
jacymi lub stabilizujacymi w zywnosci [Chauhan i in. 2012].

6. Podsumowanie

Hemicelulazy sa bogatym kompleksem enzymow, ktorych sktad i aktywnosci uza-
leznione sa od rodzaju drobnoustroju bedacego producentem enzymoéw, sktadu pod-
toza hodowlanego i warunkow hodowlanych. Dobor preparatoéw enzymatycznych
do hydrolizy hemiceluloz jest problemem ztoZzonym z racji ich r6znorodno$ci w ma-
teriatach roslinnych oraz powiazan z lignina i celuloza. Z uwagi na powszechnos¢
wystgpowania hemiceluloz w przyrodzie zainteresowanie ich enzymatyczna degra-
dacja ciagle rosnie. Dlatego nieustannie prowadzone sa badania nad intensyfikacja
produkcji hemicelulaz, a takze poszerza sig¢ baza ich zastosowan w réznych obsza-
rach przemystu, rolnictwa i gospodarki zywno$ciowe;.

Literatura

Bamforth C.W., 2009, Current perspectives on the role of enzymes in brewing, Journal of Cereal Scien-
ce, 50(3), s. 353-357.

Beg Q.K., Kapoor M., Mahajan L., Hoondal G.S., Microbial xylanases and their industrial applica-
tions: a review, Appl Microbiol Biotechnol., 2001, 56, s. 326-338.

Bradner J.R., 1999, Hemicellulase activity of antarctic microfungi, J. Appl. Microbiol., 87, s. 366-370.

Bujak S., Targonski Z., 1990, Mikrobiologiczna degradacja hemiceluloz, Post. Mikrobiol., 1-2,
s. 77-90.

Chauhan P.S., Puri N., Sharma P., Gupta N., 2012, Mannanases: Microbial sources, production proper-
ties and potential biotechnological applications, Appl Microbiol Biotechnol., 93, s. 1817-1830.

Decker S.R., Siika-Aho M., Viikari L., 2009, Enzymatic depolymerization of plant cell wall hemicellu-
loses in: biomass recalcitrance: Deconstructing the plant cell wall for bioenergy, M.E. Himmel
(ed.) Blackwell Publishing Ltd, Oxford, UK, s. 352-373.

Fan Z., 2009, Engineering of multifunctional hemicellulose, Biotechnol. Lett., 31,751-757.

Ghose T.K., Bisaria V.S., 1987, Measurement of hemicellulase activities. Part 1: Xylanases, Pure &
Appl. Chem., 12, s. 1739-1752.

Himmel ML.E, Xu Q., Luo Y., Ding S.Y., Lamed R., Bayer E.A., 2010, Microbial enzyme systems
forbiomass conversion.: emerging paradigms, Biofuels, 1(2), s. 323-341.

Janas P., 2002, Zastosowanie substratow ligninocelulozowych do otrzymywania preparatow enzymow
ksylanolitycznych o niskiej aktywnosci celulaz, Biotechnologia, 1(1-2), s. 5-17.

Jutru V., Wu J.C.H., 2013, Insight into microbial hemicellulases other than xylanases; A review,
J. Chem. Technol. Biotechnol., 88, s. 353-364.

Kabel M.A., van den Borne H., Vincken J.P., Voragen A.G.J., Schols H.A., 2007, Structural differences
of xylans affect their interaction with cellulose, Carbohydr. Polymers, 69, s. 94-105.



94 Marta Wesotowska-Trojanowska, Zdzistaw Targonski

Kudah R.C., Gupta R., Singh A., 2011, Microbial Cellulases and Their Industrial Applications, Enzy-
me Research, s. 1-11.

Lafond M., Tauzin A., Desseaux V., Bonnin E., Ajandouz el-H., Giardina T., 2011, GH10 xylanase D
from Penicillium funiculosum: biochemical studies and xylooligosaccharide production, Microb.
Cell Fact., 10, s. 20-27.

Michelin M., Peixoto-Nogueira S.C., Betini J.H., da Silva T.M., Jorge J.A., Terenzi H.F., Polizeli M.L.,
2010, Production and properties of xylanases from Aspergillus terricola Marchal and Aspergillus
ochraceus and their use in cellulose pulp bleaching, Bioprocess Biosyst. Eng., 33(7), s. 813-21.

Polizeli M.L.T.M., Rizzatti A.C.S., Monti R., Terenzi H.F., Jorge J.A., Amorim D.S., 2005, Xylanases
from fungi: Properties and industrial applications, Appl. Microbiol. Biotechnol., 67, s. 577-591.

Prendecka M., Rogalski J., Szczodrak J., 2005, Enzymatyczna hydroliza mannanow roslinnych, Bio-
technologia, 1 (68), 61-78.

Romanowska 1., 2009, Optymalizacja procesu nagromadzenia ksylanazy przez Aspergillus niger
IBT-90, Biotechnologia, 3 (1-2), s. 13-23.

Romanowska 1., 2003, Zastosowanie ksylanazy grzybowej w piekarnictwie, Biotechnologia, 2 (1-2),
s. 117-127.

Rubaj J., Matyka S., 2004, Strawnos¢ i wartos¢ energetyczna w zywieniu kurczqt brojlerow zgranulo-
wanego jeczmienia i zyta z dodatkiem kompleksu enzymatycznego, Rocz. Nauk. Zoot., 31 (2),
s. 271-277.

Saha C.B., 2003, Hemicellulose bioconversion, J. Ind. Microbiol. Biotechnol., 30, 279-291.

Shallom D., Shoham Y., 2003, Microbial hemicellulases, Curr. Opin. Microbiol., 6, s. 219-228.

Sizova M.V., Izquierdo J.A., Panikov N.S., Lynd L.R., 2011, Cellulose- and xylan-degrading thermo-
philic anaerobic bacteria from biocompost, Appl. Environ. Microbiol., 77 (7), 2282-91.

Tokarzewska-Zadora J., Rogalski J., Szczodrak J., 2005, Enzymy rozktadajqce ksylan — charakterystyka
i zastosowanie w biotechnologii, Biotechnologia, 2 (69), s. 163-182.

Van Zyl W.H., Rose S.H., Trollope K., Gorgens J.F., 2010, Fungal f-mannanases mannan hydrolysis,
heterologous production and biotechnological applications, Process Biochem., 45, s. 1203-1213.

Vazquez M.J., 2000, Xylooligosaccharides: Manufacture and applications, Trends in Food Science &
Technology, 11, s. 387-393.

Vocadlo D.J., 2002, 4 case for reverse protonation, Biochemistry, 41, s. 9736-9746.

Wojnowska M., 2006, The effects of selected enzymatic preparations on the slaughter value and physi-
cal and chemical traits of muscles, “Science for poultry practice — poultry practice for science”:
XVIII International Poultury Symposium PB WPSA, Rogoéw, 4-6 September 2006, Wydaw.
SGGW, Warszawa, s. 136-139.

http://tnij.org/enzymes.
http://tnij.org/galactan-structure.
http://tnij.org/hardwood-xylan.



