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CELULAZY − WŁAŚCIWOŚCI,  
OTRZYMYWANIE I ZASTOSOWANIE 

Streszczenie: Celulazy są enzymami produkowanymi głównie przez mikroorganizmy, które 
wykorzystują celulozę jako źródło węgla i energii. Degradacja natywnej celulozy prowadzona 
jest przez kompleks enzymów działających synergistycznie, w którym kluczową rolę odgrywa-
ją zarówno endo-, jak i egzo-β-1,4-glukanazy. Preparaty celulaz otrzymywane są w wyniku 
hodowli grzybów, spośród których gatunek Trichoderma reesei odgrywa kluczowa rolę. Celula-
zy znajdują coraz szersze zastosowanie. W przemyśle spożywczym są używane przy produkcji 
soków, win, piw, a w piekarnictwie − do wypieku chleba i ciast. Są dodawane do pasz w celu 
poprawienia strawności składników odżywczych w nich zawartych. Powszechnie stosowane są 
także w przemyśle papierniczym do odbarwiania i odwadniania papieru. Cieszą się również 
zainteresowaniem producentów odzieży, szczególnie zajmujących się obróbką tkanin jeanso-
wych, a w przemyśle chemicznym znajdują wykorzystanie jako dodatek do proszków do prania.

Słowa kluczowe: celulazy, biosynteza, właściwości, Trichoderma reesei, zastosowanie.
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1. Wstęp

Celuloza jest jednym z najobficiej występujących związków organicznych w biosfe-
rze, stanowi bowiem podstawowy składnik materiału roślinnego. Celuloza zbudo-
wana jest z łańcuchów utworzonych z jednostek β-D-glukozy, połączonych wiąza-
niami β-1,4-glikozydowymi. Podstawową jednostką w łańcuchu celulozy jest 
disacharyd celobioza. W przyrodzie zachodzi ciągły proces biosyntezy celulozy w 
roślinach i jej biodegradacji prowadzony głównie przez drobnoustroje wytwarzające 
enzymy celulolityczne. 

Kompleks enzymatyczny hydrolizujący celulozę, wytwarzany przez grzyby 
strzępkowe złożony jest z trzech podstawowych enzymów. Endo-β-1,4-glukanaza 
hydrolizuje wiązania β-1,4-glikozydowe wewnątrz łańcucha celulozowego. Egzo-β-
-1,4-glukanaza odszczepia jednostki celobiozy lub glukozy od nieredukujących koń-
ców celulozy. Beta-glukozydaza (celobiaza) katalizuje reakcję hydrolizy celobiozy 
do dwóch cząsteczek glukozy i odszczepia cząsteczki glukozy od nieredukujących 
końców celooligosacharydów [Janas, Targoński 2001].
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Wyselekcjonowane szczepy mikroorganizmów, zazwyczaj mutanty, mają gene-
tycznie uwarunkowaną zdolność do nadprodukcji i wydzielania stosunkowo dużych 
ilości enzymów celulolitycznych. Produkcja enzymów zależy także od warunków 
technologicznych prowadzenia procesu, a w szczególności optymalnego składu po-
żywki.

Preparaty celulolityczne są wykorzystywane w różnych gałęziach przemysłu 
spożywczego, m.in. w technologii soków owocowych, w piekarnictwie. Zważywszy 
na obecność w tych preparatach nie tylko celulaz, ale także hemicelulaz, proteaz  
i innych enzymów, są one wykorzystywane przy produkcji pasz. Celulazy znalazły 
zastosowanie także w przemyśle papierniczym, włókienniczym, chemicznym (do-
datki do proszków do prania) i w produkcji etanolu.

2. Celuloza – substrat hydrolizowany przez celulazy

Budowa celulozy

Celuloza stanowi jeden z najbardziej rozpowszechnionych biopolimerów na kuli 
ziemskiej i produkowana jest głównie przez rośliny wyższe, ale również przez algi 
i grzyby. Jest głównym produktem procesu fotosyntezy. Resztki roślin w glebie za-
wierają od 45% do 90% celulozy. Ma ona zatem, obok dwutlenku węgla, istotne 
znaczenie dla obiegu węgla w biosferze. Jedynie w ciągu jednego roku syntetyzowa-
ne i degradowane jest około 1015 kg celulozy [Kumar, Sompal Singh, Singh 2008].

Łańcuchy celulozy, łącząc się ze sobą wiązaniami wodorowymi i siłami Van der 
Waalsa, tworzą fibryle. Dzięki prostemu łańcuchowi tworzonemu przez wiązania 
β-1,4-glikozydowe włókna celulozowe wykazują dużą wytrzymałość na rozciąga-
nie. Celulozie przypisuje się budowę krystaliczno-bezpostaciową (rys. 1), w której 
włókna celulozy składają się z obszarów krystalicznych i bezpostaciowych, amor-
ficznych. Pierwsze, w których łańcuchy celulozy ułożone są równolegle, tworzą 
strukturę krystaliczną. Natomiast drugie to regiony amorficzne, w których łańcuchy 

Rysunek 1. Schemat budowy celulozy 
Źródło: [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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są ułożone nieregularnie. Strefy krystaliczne cechują się zdecydowanym pleomorfi-
zmem. Stopień krystaliczności celulozy uzależniony jest od jej pochodzenia i źródła 
pozyskiwania. Wskaźnik krystaliczności celulozy kształtuje się od 0% dla amorficz-
nej celulozy (napęczniała celuloza pod wpływem stężonego kwasu fosforowego) do 
niemalże 100% dla celulozy naturalnej wyizolowanej z komórek glonu Valonia ma-
crophysa [Russel, Górska, Wyczółkowski 2005].

3. Charakterystyka enzymów celulolitycznych

3.1. Aktywność celulaz

Pomiar aktywności celulaz dokonuje się na podstawie jednej z trzech metod; są 
nimi: (1) oznaczenie ilości nagromadzanych produktów po hydrolizie, (2) redukcji 
ilości substratu po hydrolizie enzymatycznej i (3) zmiany we właściwościach fizycz-
nych substratu. Najczęściej jako substrat wykorzystuję się bibułę filtracyjną (FPA) i 
karboksymetylocelulozę (CMC) [Dashtban i in. 2010]. Testy z użyciem bibuły filtra-
cyjnej pokazują zdolność enzymów do hydrolizy celulozy do cukrów redukujących. 
Testy te są szczególnie zalecane do badania surowych preparatów celulaz produko-
wanych przez grzyby z rodzaju Trichoderma oraz innych preparatów z wysokim 
poziomem zawartości celobiohydrolaz. Z kolei CMC jest użyteczna do oznaczania 
aktywności wielu endoglukanaz, które mają zdolność do degradacji tego substratu. 
W tym teście można dokonać pomiaru zmian lepkości roztworu karboksymetyloce-
lulozy spowodowanej działaniem celulaz.

Endoglukanazy są zdolne do degradacji celulozy amorficznej i rozpuszczalnej w 
wodzie, celobiohydrolazy zaś najaktywniej działają na krystaliczną celulozę w kom-
pleksie z endoglukanazami [Bhat 2000]. 

3.2. Mechanizm reakcji hydrolizy enzymatycznej

Początkową fazą działania enzymu jest adsorpcja celulazy na powierzchni celulozy. 
Szybkość adsorpcji zależy od lepkości środowiska reakcji. W rozcieńczonym, do-
brze zmieszanym układzie równowaga powinna nastąpić w czasie 5 minut. Równo-
waga procesu adsorpcji jest opisana empirycznie za pomocą izotermy adsorpcji 
Langmuira [Ooshima, Sakata, Harano 1998]:
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gdzie: 
Pads − zaadsorbowane białko [mg/g celulozy],
Pmax − stała nasycenia [mg/g celulozy],
PL  – białko w roztworze [ml/mg],
Kp − stała adsorpcji [ml/mg].
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Dla naturalnych substratów, takich jak celuloza, wartość Pmax wynosi 10mg/g. 
Celuloza poddana obróbce chemicznej, jak np. pulpa drzewna, ma wyższą wartość 
Pmax  ze względu na większą powierzchnię właściwą celulozy w stosunku do celulozy 
natywnej. Dodatek celulaz w dawkach przewyższających wartość Pmax

 
ma niewielki 

wpływ na szybkość reakcji enzymatycznej hydrolizy celulozy [Tolan, Foody 1999]. 
Proces enzymatycznej hydrolizy poprzedzony jest adsorpcją kompleksu celulaz 

na celulozie. W skład kompleksu pochodzącego z Trichoderma reesei wchodzą dwie 
celobiohydrolazy, co najmniej pięć endoglukanaz i celobiaza [Wang i in. 2004]. Ce-
lobiohydrolaza I atakuje łańcuch celulozy od nieredukującego końca, celobiohydro-
laza II powoduje zaś degradację celulozy od redukującego końca. Z kolei endoglu-
kanazy atakują losowo łańcuch celulozy od środka. Kompleks endoglukanaz  
i celobiohydrolaz działa ze sobą w sposób synergistyczny, intensyfikując degradacje 
celulozy [Tolan, Foody 1999]. Ostatnio wykazano, że w procesie degradacji celulo-
zy istotną rolę odgrywają lityczne polisacharydowe monooksygenazy, które katali-
zują utlenianie nierozpuszczalnych polisacharydów [Isaksen i in. 2014].

Działanie celulaz jest hamowane przez produkty hydrolizy celulozy, czyli przez 
celobiozę i glukozę. W przypadku surowego preparatu celulaz wytwarzanego przez 
szczep Trichoderma reesei zahamowanie hydrolizy celulozy ma miejsce, gdy stęże-
nia glukozy w mieszaninie reagującej wynosi 69g/L, a celobiozy − 3,3g/l. Enzymy 
celulolityczne mogą być również inhibitowane albo inaktywowane przez rozmaite 
związki, należą do nich silne oksydanty i reduktory, związki fenolowe, rozpuszczal-
niki i surfaktanty [Ximenesa i in. 2010]. Wiązanie enzymów przez celulozę chroni  
je przed wymienionymi substancjami. Dla większości materiałów celulozowych ist-
nieje górna granica stopnia konwersji ze względu na ograniczoną dostępność celulo-
zy dla enzymów z racji jej struktury porowatej lub obecności niecelulozowych 
składników. Opisany spadek szybkości hydrolizy celulozy nazywany jest oporem 
substratu [Sun, Cheng 2002]. 

Do scharakteryzowania kinetyki reakcji enzymu lub kompleksu enzymatyczne-
go korzysta się m.in. z modelu reakcji Michaelisa-Menten [Juturu, Wu 2014]. Jest on 
słuszny dla β-glukozydazy, która hydrolizuje rozpuszczoną celobiozę do glukozy. 
Natomiast dla celulaz rozkładających celulozę do celobiozy wskazany model reakcji 
się nie sprawdza. Istotnie, jest kilka czynników, z powodu których celulazy atakują 
nierozpuszczalną celulozę wbrew kinetyce modelu reakcji Michaelisa-Menten. Jed-
nym z nich jest fakt adsorpcji celulaz na substracie, gdyż jedynie zaadsorbowane 
enzymy mają możliwość hydrolizy celulozy. Sporna jest także kwestia, czy należy w 
badaniach uwzględniać cały substrat, czy tylko jego część mającą kontakt z enzy-
mem [Zhang, Himmel, Mielenz 2006]. 

3.3. Znaczenie temperatury i pH dla aktywności celulaz

Po adsorpcji celulaz na substracie rozpoczyna się reakcja enzymatyczna. Istotne 
znaczenie dla jej przebiegu mają temperatura i pH. Na ogół pomiar aktywności ce-
lulolitycznej przeprowadza się w przedziale temperatur 50-60oC. Pewne szczepy 
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termofilne, rosnące w przedziale temperatur 45-50oC wytwarzają celulazy, których 
maksimum aktywności jest w przedziale 50-78oC [Wojtczak i in. 1987]. Przekrocze-
nie temperatury maksymalnej powoduje dość szybki spadek aktywności celulaz i ich 
inaktywację. Ważnym parametrem, charakteryzującym enzymy jest ich termostabil-
ność. Celulazy takich gatunków, jak Penicillium purpurogenum, Pleurotus Xorida  
i Pleurotus cornucopiae, wykazywały maksimum aktywności w temperaturze 50oC, 
zaś aktywność celulaz: CMCazy, FPazy i β–glukozydazy obniżyła się po 48-godzin-
nej inkubacji w temperaturze 40oC odpowiednio do 98%, 59% i 76 % [Kumar, Som-
pal Singh, Singh 2008]. 

Dla większości celulaz pochodzenia grzybowego optymalne pH mieści się w 
przedziale 4,5-5,5. Kim i in. [2009] wykazali, że dla celulaz z Aspergillus phoenicus 
maksymalna adsorpcja ma miejsce, gdy pH wynosi 4,8-5,5, co odpowiada także 
maksymalnej aktywności enzymów. Jeżeli wartość pH się zmienia, zmianie mogą 
ulec także właściwości substrat, a w szczególności jego składniki jonowe. Z tych 
powodów profil temperatury i pH dla danego enzymu może być odmienny w przy-
padku różnych substratów. W pewnym stopniu przebieg reakcji enzymatycznych 
zależy również od zastosowanej dawki enzymu. Jeśli ilość używanego enzymu 
zmniejszymy o połowę, to jego aktywność zmniejszy się 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 również jako Hypocrea jecorina (rys. 2), należy do me-
zofilnych grzybów nitkowatych z klasy Ascomycetes [Druzhinina i in. 2010]. Jest 
uważany za jednego z najbardziej wydajnych producentów ksylanaz i celulaz. Cha-
rakteryzuje się zdolnością do wydzielania dużych ilości białek do podłoża hodowla-
nego. Dlatego T. reesei i jego mutanty są jednym z podstawowych producentów ce-
lulaz i ksylanaz w skali przemysłowej. Preparaty enzymatyczne zawierające te 
enzymy znalazły zastosowania w przemyśle spożywczym i paszowym, a ostatnio są 
również wykorzystywane w przemyśle włókienniczym oraz celulozowo-papierni-
czym [Nakari-Setala, Penttila 1995; Wang i in. 2004; Xiong i in. 2004]. 

Dzięki inżynierii genetycznej jest możliwa modyfikacja Trichoderma reesei z 
wykorzystaniem techniki rekombinacji DNA. Modyfikacje genetycznie ukierunko-
wane są na zwiększenie produkcji celulaz, w szczególności zwiększenie produkcji 
endoglukanazy I lub eliminację niektórych enzymów, np. cellobiohydrolazy II [Ja-
nas, Targoński 2001]. Umożliwiają także uzyskanie odpowiedniej proporcji po-
szczególnych enzymów kompleksu celulaz i dostosowanie składu kompleksu enzy-
matycznego do określonych zastosowań. Modyfikacje genetyczne oraz optymalizacja 
hodowli Trichoderma reesei umożliwiają wytworzenie do 40 g białka w litrze pod-
łoża hodowlanego [Nakari-Setala, Penttila 1995; Wang i in. 2004; Xiong i in. 2004].
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Rysunek 2. Trichoderma reesei 
Źródło: [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 Udział 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
β-glukozydaza (EC 3.2.1.21) 1-2
Inne (nie celulazy) 10

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

Większość enzymów celulolitycznych produkowana jest na skalę przemysłową  
w procesie fermentacji wgłębnej przez grzyby z rodzaju Trichoderma, Humicola, 
Aspergillus i Penicillium [Kuhad i in. 1999; Sun, Cheng 2002; Sukumaran, Singha-
nia, Pandey 2005; Kuhad i in. 2010].

Produkcja celulaz jest silnie uzależniona od obecności w podłożu hodowlanym 
induktora oraz podlega represji w obecności łatwo przyswajanego źródła węgla, ja-
kim jest np. glukoza [Targoński, Szajer 1979; Aro, Pakula, Penttilä 2005]. Najlep-
szym induktorem dla enzymów celulolitycznych jest celuloza. Pożądana jest celulo-
za czysta, o odpowiedniej strukturze krystalicznej, a także podatności na działanie 
enzymów. Problem jednak stanowi jej koszt, wynikający z wysokiej ceny i ograni-
czonej dostępności. W kręgu zainteresowania znalazły się również materiały ligni-
nocelulozowe, jak trociny trzewne, słoma zbóż, makulatura. Trudności w ich stoso-
waniu wynikają z obecności ligniny przyczyniającej się do obniżenia wydajności 
pozyskiwania celulaz. Z tego powodu uwagę skupiono na laktozie wchodzącej w 
skład serwatki jako materiale tanim i o dużej dostępności. Ponadto serwatka zawiera 
azot, sole mineralne i witaminy istotne dla wzrostu drobnoustrojów [Wesołowska-
-Trojanowska, Targoński, Udeh 2005].

Oprócz źródła węgla wiele czynników środowiskowych oraz stan fizjologiczny 
grzybni wpływają na produkcję białka. Należą do nich pH podłoża hodowlanego, 
obecność światła, temperatura hodowli [Janas, Targoński 1995], specyficzna szyb-
kość wzrostu, stężenie grzybni w podłożu, stopień natleniania pożywki. Jako źródło 
azotu wykorzystuje się mocznik i siarczan amonowy. Substancje odżywcze, zazwy-
czaj w ilości 5-25g/L, są dostarczane w postaci namoku kukurydzianego, ale często 
dodawany jest również ekstrakt drożdżowy. Do podłoża dodaje się surfaktanty, takie 
jak Tween 80, oraz substancje antypieniące [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 enzymów czy antybiotyków. Obję-
tość biorektora używanego do produkcji na skalę przemysłową wynosi od 100 000 
litrów do 300 000 litrów. Hodowla wymaga dużych ilości tlenu, który jest dostarcza-
ny poprzez bełkotkę w ilości 0,3-1,2 objętości zbiornika na minutę. Sterylizacja od-
bywa się zazwyczaj w temperaturze 121ºC i trwa 20 minut. Wprowadzane gazy są 
filtrowane [de Carvalho, de Castro, da Silva 2003; Percival Zhang, Kimmel, Mielenz 
2006]. 

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

Po zakończeniu hodowli grzybnia jest oddzielana od filtratu zazwyczaj za pomocą 
filtra próżniowego. Na ogół stężenie enzymów w filtracie jest zbyt niskie od wyma-
ganej dla zastosowań przemysłowych. Masa molekularna większości celulaz wyno-
si od 25 do 75 kDa, dlatego też do ich zagęszczenia można zastosować ultrafiltrację 
na membranach o masie cząsteczkowej odcięcia wynoszącej 5000 Da. Aby zwięk-
szyć czystość enzymu, można zastosować dializę [Kubicek 1993; Sang-Mok, Koo 
2001]. 

W produkcji stałych preparatów enzymatycznych ultrafiltracja jest prowadzona 
do uzyskania od 10% do 40% zawartości suchej masy. Materiał jest poddawany su-
szeniu rozpyłowemu i granulowany z dodatkiem stabilizatora. Typowymi stabiliza-
torami są cukry, dekstryny, skrobia, poliole, jony metali, sole. Inne dodawane sub-
stancje, jak cytryniany czy fosforany, mają na celu utrzymanie pH preparatu na 
etapie sporządzania roztworu wodnego. Surfaktanty, takie jak Triton X-100, popra-
wiają aktywność enzymów stosowanych w przemyśle tekstylnym i w produkcji de-
tergentów. Estry kwasów tłuszczowych, guma arabska i inne naturalne gumy są sto-
sowane do uzyskania pożądanej tekstury oraz zapobiegają pyleniu granulatu. W celu 
osiągnięcia odpowiedniego stężenia enzymu w preparacie dodawany jest siarczan 
sodu jako wypełniacz. Ponadto dąży się do jak najmniejszej ilości wilgoci w stałych 
preparatach enzymatycznych [Kuhad, Manchanda, Singh 1999; Sukumaran, Singha-
nia, Pandey 2005; Kuhad i in. 2010b].

Ciekłe preparaty enzymatyczne stabilizowane są sorbitolem, glicerolem lub gli-
kolem propylenowym [Misset 1992]. Substancje te dodawane są w ilości od 10% do 
50% w celu stabilizacji pełnej aktywności preparatu enzymatycznego w okresie kil-
ku miesięcy. Aby zabezpieczyć preparat przed rozwojem mikroorganizmami, stosu-
je się dodatek chlorku sodowego oraz konserwanty, takie jak benzoesan sodu i sor-
binian potasu. Bufory i surfaktanty mogą być także dodawane, ale w mniejszej ilości 
niż do preparatów stałych [Bayer, Morag, Lamed 2004]. 

5. Zastosowanie enzymów celulolitycznych

5.1. Obróbka tkanin z jeansu

Stonewashing denim to nazwa procesu obróbki wstępnej tkanin jeansowych. Polegał 
on na tym, że tkaninę prano z udziałem kamiennego pumeksu, który ścierał i szlifo-
wał odzież. W rezultacie jeansy były delikatniejsze, a zatem gotowe do nałożenia w 
czasie zakupu. Po 1980 r. enzymy celulolityczne stały się alternatywą dla procesu 
stonewashing denim. Zastosowanie enzymów celulolitycznych zdominowało branżę 
producentów jeansów, pozwoliło bowiem uzyskać wyroby o pożądanym wyglądzie 
i miękkości. Poza tym enzymy były konkurencyjne cenowo, co sprzyjało ich rozpo-
wszechnieniu [Heikinhei i in. 2000; Hebeish, Ibrahim 2007; Karmakar, Ray 2011].
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Celulaza, mająca zastosowanie w tym przemyśle, to surowy enzym produkowany 
przez mikroorganizmy z rodzaju Trichoderma i Humicola, zwane potocznie kwaśną 
celulazą (pH 4-5) i „neutralną celulazą (pH 6-7) [Singh, Kuhad, Ward 2007]. Ce- 
lulaza, pochodząca od grzyba z rodzaju Trichoderma, zawiera pełny zestaw enzy-
mów zdolnych do przeprowadzenia całkowitej hydrolizy celulozy. Działają one 
dużo szybciej i są w stanie w znacznym stopniu spowodować ścieranie i zanikanie 
niebieskiego barwnika, a efekt obróbki jest zadowalający. Celulaza produkowana 
przez grzyba z rodzaju Humicola działa na odzież delikatniej, co daje większą wy-
trzymałość i możliwość przechowywania materiału przez dłuższy czas. Neutralny 
zakres pH dla działania tych celulaz ułatwia dostosowanie do pH środków piorą-
cych, które wykazują nieznacznie alkaliczny odczyn [Bhat 2000]. Korzyści przema-
wiają za stosowaniem enzymów wytwarzanych przez grzyby z rodzaju Humicola, 
ale enzymy produkowane przez Trichoderma reesei są nadal szeroko stosowane 
[Galante, DeConti, Monteverdi 1998; Uhli 1998; Anish, Rahman, Rao 2006].

W połowie lat 90. kilka nowych preparatów enzymatycznych znalazło zastoso-
wanie w obróbce tkanin z jeansu. Niższy stopnień utraty wytrzymałości tkaniny 
osiągnięto za pomocą zestawienia poszczególnych komponentów celulaz. Celulaza 
produkowana przez rodzaj Trichoderma, zastosowana w kombinacji z protezą dawa-
ła efekty obróbki tkanin zbliżone do celulaz wytwarzanych przez rodzaj Humicola. 
Niektóre specjalne celulazy są używane do zminimalizowania smug barwnika na 
tkaninie, mogą też powodować większe ścieranie w pobliżu szwów lub inne pożąda-
ne efekty [Sreenath i in. 1996; Miettinen-Oinonen, Suominen 2002; Hebeish; Ibra-
him i in. 2011]. 

5.2. Środki piorące

W 1993 r. zastosowano preparat celulazy pochodzącej z grzyba Humicola insolens 
w proszkach do prania celem usuwania zmechaconych mikrofibryli, które pojawiają 
się na bawełnianych ubraniach podczas wielokrotnego noszenia i prania w pralkach 
automatycznych [Bhat 2000]. W rezultacie tkaniny dłużej zachowują swój pierwot-
ny wygląd, kolory nie blakną i nie tracą swojej intensywności. Celulaza działa rów-
nież zmiękczająco na włókna tkaniny, co pozwala zachować odzieży przyjemną w 
dotyku strukturę, gładką, cenioną przez konsumentów. Stosowanie enzymów celulo-
litycznych eliminuje konieczność dodawania kationowych substancji zmiękczają-
cych tkaniny, co pozwala obniżyć koszty produkcji środków piorących, nie zmniej-
szając ich skuteczności [Singh, Kuhad, Ward 2007].

Pranie w pralkach automatycznych odbywa się w środowisku alkalicznym (pH 
8-9,5), a więc celulaza powinna być aktywna w tym zakresie pH. Z tych powodów 
celulaza wytwarzana przez grzyby z rodzaju Trichoderma nie znalazła zastosowania 
w tym procesie. Enzym powinien być odporny na potencjalne inhibitory i inaktywa-
tory, takie jak proteazy, surfaktanty i wybielacze. Z tego powodu potrzebna była 
modyfikacja grzyba z rodzaju Humicola, aby uzyskać enzym o korzystnych właści-
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wościach. Dzięki zastosowanym zmianom uzyskano enzym odporny na inhibicję 
powodowaną przez anionowe surfaktanty, proteazy i wybielacze, a także o wyższej 
zdolności do adsorpcji na celulozie [Sukumaran, Singhania, Pandey 2005; Karma-
kar, Ray 2011]. 

Inne enzymy celulolityczne stosowane w środkach piorących, obejmujące celu-
lazy aktywne w środowisku alkalicznym są produkowane m.in. przez bakterie z ro-
dzaju Bacillus. Efektywnie usuwają zabrudzenia, nie niszcząc włókien bawełnia-
nych [Ito 1996]. 

5.3. Biopolishing − obróbka enzymatyczna tkanin

Enzymy celulolityczne usuwają zmechacenia z tkanin, zapobiegają ich powtórnemu 
powstawaniu i poprawiają jakość tkaniny. Wiele tkanin, szczególnie mieszanki ba-
wełny i innych włókien nie wykonanych z bawełny, podczas szycia i tkania ulega 
mechaceniu. Jest to zjawisko negatywnie ocenienie przez użytkowników, ponieważ 
pogarsza wygląd ogólny odzieży, a także ostrość kolorów. Lyocell, czyli sztuczne 
włókna celulozowe, mieszanki włókien bawełnianych i wełnianych, są szczególnie 
podatne na mechacenie [Anish, Rahman, Rao 2006; Hebeish; Ibrahim i in. 2011]. 

Preferowaną metodą usuwania zmechaceń jest użycie enzymów celulolitycz-
nych. Proces ten zwykle przebiega następujących warunkach: pH − 5, temperatura 
− 40-50°C, czas − 15-30 min [Bhat 2000].

Większość barwników używanych do sztucznych włókien celulozowych jest 
stabilniejsza w kwaśnym pH niż 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 zwierząt

Po raz pierwszy preparat celulazy zastosowano w przemysłowej produkcji pasz z 
jęczmienia i pszenicy do żywienia brojlerów i trzody chlewnej. Jęczmień i pszenica 
zawierają rozpuszczalne β – glukany, które zwiększają lepkość masy w przewodzie 
pokarmowym zwierząt. Skutkiem tego jest wchłanianie wody, co zmniejsza dostęp-
ność węglowodanów i witamin, które są zawarte w paszy. Oprócz tego wzrost lep-
kości przyczynia się do dolegliwości ze strony przewodu pokarmowego zwierząt 
[Godfrey, West 1996; Dhiman i in. 2002]. 

Po zastosowaniu dodatku enzymów celulolitycznych do pasz stwierdzono po-
lepszenie wartości rzeźnej brojlerów nimi żywionych. Cechy fizykochemiczne mię-
śni piersiowych także okazały się korzystniejsze. Test sprawnościowy przeprowa-
dzony w warunkach laboratoryjnych wykazał, że kompleks enzymów celulolitycznych 
spowodował wzrost strawności frakcji włókna pokarmowego oraz podstawowych 
składników odżywczych [Lin, Tanaka 2006; Shrivastava i in. 2011; Karmakar, Ray 
2011]. 
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Prowadzono także badania, które miały na celu określenie skutków żywienia kur 
niosek mieszanką z jęczmieniem z dodatkiem celulaz. Wynika z nich, że wprowa-
dzenie enzymów do paszy wpłynęło na poprawę nieśności kur o 9%. Zaobserwowa-
no również korzystny wzrost produkcji jaj o 6,5% oraz polepszenie barwy żółtka 
[Cowan 1996; Galante i in. 1998; Pascual 2001; Pazarlioglu, Sariis¸ik, Telefonu 
2005; Wang i in. 2004]. 

5.5. Produkcja soków owocowych

Produkcji soków owocowego i warzywnych przebiega na ogół z niską wydajnością, 
jeżeli nie przeprowadzi się maceracji enzymatycznej pulpy otrzymanej po rozdrob-
nieniu owoców lub warzyw. Dlatego dąży się do daleko posuniętej degradacji skład-
ników ścian komórkowych za pomocą enzymów pektynolitycznych, celulolitycz-
nych i hemicelulaz. Nierozłożone cząstki stałe są oddzielane od moszczu za pomocą 
filtracji i wirowania. Wydajność soku zależy w dużej mierze od rodzaju owocu,  
z którego produkowany jest sok, ale także od składu enzymów macerujących mia-
zgę, które również mają wpływ na jego stabilność [Minussi, Pastore, Dur´an 2002; 
de Carvalho, de Castro, da Silva 2008]. 

Preparaty enzymów celulolitycznych rozkładają celulozę, hemicelulozy i β-glukan, 
które wchodzą w skład ściany komórkowej roślin. Prowadzi to do zmniejszenia lep-
kości przecieru lub moszczu i zwiększenia wydajności ekstrakcji soku z miazgi. 
Hydroliza celulozy i β-glukanu do cukrów rozpuszczalnych w wodzie prowadzi do 
wzrostu wydajności soku. Dzięki stosowaniu celulaz zostają również ograniczone 
koszty usuwania osadu z soku [Nowak, Huong 2006; Singh, Kuhad, Ward 2007; de 
Carvalho, de Castro, da Silva 2008].

Zastosowanie preparatów macerujących polepsza także klarowność soku po-
przez poprawę rozpuszczalności małych cząsteczek. Wydobyte z przecieru przy po-
mocy enzymów związki aromatyczne i smakowe wzmacniają smak i zapach soku. 
Poprawia to jego właściwości organoleptyczne i wpływa na atrakcyjność produktu 
[Grassini, Fauquembergue 1996; Rai i in. 2007].

Zastosowanie preparatów enzymatycznych zawierających m.in. enzymy celulo-
lityczne w technologii piwa i wina wpływa na kształtowanie smaku tych produktów. 
Jest to związane ze zwiększoną ekstrakcją związków smakowych, co pozwala utrzy-
mać stały, powtarzalny smak charakterystyczny dla danego gatunku piwa lub wina 
[Galante, DeConti, Monteverdi 1998; Sukumaran, Singhania, Pandey 2005; Anish, 
Rahman, Rao 2006; Bamforth 2009]. 

Większość preparatów celulaz stosowanych do obróbki soków pochodzi z grzy-
ba z rodzaju Trichoderma, ponieważ moszcze mają zazwyczaj niskie pH. Stosuje się 
także preparaty celulaz wytwarzane m.in. przez pleśnie z gatunku Aspergillus niger 
[Canales i in. 1988; Bamforth 2009].
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5.6. Piekarnictwo

Enzymy celulolityczne znajdują stosowane także w piekarnictwie. Preparaty enzy-
matyczne, zawierające m.in. celulazy i hemicelulazy, są wykorzystywane do degra-
dacji gum roślinnych. Ma to na celu wytworzenie odpowiedniej struktury ciasta, co 
pozwala na lepszy wzrost pieczywa i poprawia jego smakowitość. Jednakże zbyt 
duża aktywność celulaz może zniszczyć strukturę ciasta. Preparaty celulaz produko-
wane przez grzyby z rodzaju Trichoderma odznaczają się zbyt agresywnym działa-
niem w przypadku produkcji pieczywa, dlatego ich zastosowanie ogranicza się do 
wypieku krakersów [Dourado i in. 2002; Grassin, Fauquembergue 1996].

Najpowszechniej stosowanymi celulazami są preparaty otrzymywane z hodowli 
grzyba z rodzaju Aspergillus. Mają one duże znaczenie w produkcji zarówno chleba, 
jak i ciast [Bhat 2000].

5.7. Odbarwianie i odwadnianie papieru

Odbarwianie to proces, w którym tusz jest usuwany z papieru, co pozwala na jego 
recykling. Klasyczny sposób odbarwiania przeprowadzany jest przez flotację. Pulpa 
papieru, zawieszona w wodzie w stężeniu od 5% do 20%, zostaje przepompowana 
do basenu, gdzie powietrze jest doprowadzane przez inżektora. Dzięki dodanym sur-
faktantom tusz migruje zgodnie z kierunkiem nawiewanego powietrza i wypływa na 
powierzchnię basenu. Tusz zostaje odtłuszczony i odbarwiona pulpa kierowana jest 
do bielenia, które przeprowadza się za pomocą 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 zwiększenia ilości 
usuwanego tuszu z włókien. Dzięki temu arkusze papieru stają się jaśniejsze i czyst-
sze. Ponadto zastosowanie celulaz pozwala ograniczyć ilość używanych surfaktan-
tów i wybielaczy chemicznych. Mechanizm enzymatycznego odbarwiania nie jest 
do końca poznany. Preferowane dla tej obróbki są więc celulazy wytwarzane przez 
grzyby z rodzaju Humicola i Aspergillus, charakteryzujące się wyższym optymal-
nym pH działania niż z pochodzące z T. reesei [Dienes, Egyh´azi, R´eczey 2004; 
Mansfield i in. 1996; Viesturs i in. 1999]. 

Enzymy celulolityczne zwiększają szybkość odwadniania pulpy, skracają czas 
procesu i poprawiają jego ekonomikę. Celulaza degraduje większe cząsteczki do 
mniejszych, co pozwala na uwolnienie i usunięcie uwięzionej wody. Dodawana jest 
do tanku z zawiesiną pulpy przed operacją tłoczenia. Zazwyczaj czas potrzebny na 
jej efektywne działanie to jedna godzina. Stosowane są preparaty wytwarzane przez 
grzyba z rodzaju Trichoderma, dla których optymalne pH działania zawiera się w 
przedziale od 4 do 5 [Kantelinen, Jokinen, Sarkki 1995; Karnis 1995; Stork, Puls 
1996]. 
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5.8. Produkcja etanolu

Biomasa roślinna stanowi najbardziej obfite naturalne źródło związków organicz-
nych na naszej planecie. Dzięki temu jest uznawana za najatrakcyjniejsze źródło 
odnawialnej energii. Jednym z kierunków jej zagospodarowania i efektywnego  
wykorzystania jest wytwarzanie etanolu na bazie materiałów, takich jak odpady rol-
ne i leśne, makulatura oraz odpady przemysłowe. Ze względu na ich powszechną 
dostępność i niskie ceny paliwo na bazie etanolu pozyskiwanego z celulozy i hemi-
celuloz może się stać alternatywą dla paliw kopalnych [Fujita i in. 2002; Sukumaran, 
Singhania, Pandey 2005; Gupta, Khasa, Kuhad 2011]. 

W ostatnich latach nastąpił wzrost produkcji bioetanolu, jednak głównie na bazie 
skrobi zawartej w kukurydzy i sacharozy z trzciny cukrowej. Znaczący wzrost pro-
dukcji bioetanolu na cele paliwowe wymaga jednak korzystania z surowców nie 
wykorzystywanych w produkcji żywności. Takimi surowcami są materiały lignino-
celulozowe. Celuloza jest rozkładana do glukozy, a hemicelulozy są rozkładane 
głównie do ksylozy. Następnie w procesie fermentacji prowadzonej przy użyciu mo-
dyfikowanych genetycznie bakterii lub drożdży cukry metabolizowane są do etano-
lu. [Ghosh, Singh 1993; Wyman i in. 2005; Lin, Tanaka 2006; Kuhad, Gupta, Khasa 
2010].

Obróbka wstępna materiałów celulozowych ma na celu zniszczenie struktury 
włókien i umożliwienie celulazom kontaktu z substratami. Proces ten zazwyczaj 
zachodzi w temperaturze 180-250ºC, w obecności 0,5-2-procentowego kwasu siar-
kowego, czas jego trwania waha się od kilku sekund do kilku minut. Po obróbce 
materiał ma postać wodnistej zawiesiny, w której zawartość celulozy waha się w 
ilości 35%-55%. Preparaty enzymatyczne zawierające celulazy i hemicelulazy doda-
wane są do wstępnie modyfikowanych materiałów lignionocelulozowych, uwalnia-
jąc z nich glukozę, celobiozę, ksylozę i inne cukry. Enzymy celulolityczne są dodane 
w ilości od 5 do 25 jednostek FPA na 1 gram celulozy. Proces trwa do 1 doby do  
3 dób. Następnie prowadzona jest fermentacja etanolowa, a po niej odzysk etanolu 
na drodze odpędu i rektyfikacji. Do enzymatycznej hydrolizy biomasy najczęściej 
wykorzystuje się preparaty pochodzące z mutantów lub rekominantów Trichoderma 
reesei, biorąc pod uwagę nie tylko aktywny kompleksu celulaz wytwarzany przez 
ten gatunek, ale także obecność hemicelulaz, wzbogacanych o β-glukozydazy po-
chodzące z innych źródeł. Optymalne warunki dla działania tych enzymów to tempe-
ratura 50˚C i pH 5 [Gupta, Khasa, Kuhad 2011; Kuhad i in. 2010]. Nagromadzające 
się podczas hydrolizy cukry, tj. glukoza, a w szczególności celobioza, powodują ha-
mowanie hydrolizy enzymatycznej celulozy. Aby ograniczyć ten proces zapropo- 
nowano proces SSF (simultaneous saccharification and fermentation), polegający 
na jednoczesnej enzymatycznej hydrolizie i fermentacji. W procesie SSF glukoza 
jest fermentowana przez drożdże, co prowadzi do spadku ilości glukozy inhibitują-
cej β-glukozydazę. Pozwala to na kontynuowanie hydrolizy celobiozy. Ujemną stro-
ną procesu SSF są trudności w wyborze najkorzystniejszej temperatury dla jego 
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przebiegu. Optymalna temperatura dla namnażania drożdży wynosi 28ºC, natomiast 
dla działania celulaz jest to 50ºC. Najczęściej stosuje się temperaturę 37ºC, która 
mieści się w zakresie tolerancji zarówno drożdży, jak i enzymów celulolitycznych 
[Kuhad, Singh 1993; Sun, Cheng 2002; Mosier, Wyman, Dale 2005].

6. Podsumowanie 

Enzymy celulolityczne znajdują coraz szersze zastosowanie w różnych gałęziach 
przemysłu spożywczego, tekstylnego, fermentacyjnego, jako dodatki do pasz, środ-
ków piorących i innych. Jednak największe nadzieje na ich wielkotonażowe wyko-
rzystanie wiąże się z biodegradacją materiałów ligninocelulozowych i pozyskaniem 
cukrów prostych, takich jak glukoza i ksyloza, stanowiących źródło węgla i energii 
dla wielu procesów biotechnologicznych, w tym produkcji etanolu jako dodatku do 
paliw, czy wielu chemikalii. 

Dominującym mikroorganizmem wykorzystywanym do produkcji enzymów ce-
lulolitycznych na skalę przemysłową jest grzyb Trichoderma reesei. Koszty produk-
cji preparatów celulolitycznych stanowią jeden z ważnych czynników kosztotwór-
czych otrzymywania cukrów z biomasy lignocelulozowej. Dlatego też prowadzi się 
wielokierunkowe prace badawcze, których celem jest intensyfikacja produkcji celu-
laz przez Trichodermę reesei.

Przegląd piśmiennictwa wskazuje na wzrastające możliwości aplikacji prepara-
tów celulolitycznych, którym towarzyszą inne enzymy, w szczególności hemicelulo-
zy. Biorąc pod uwagę rosnącą konkurencyjność biopaliw i biochemikalii w stosunku 
do produktów z ropy naftowej, można się spodziewać w najbliższych latach dużego 
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-ß-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.


