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Niniejszq prac,; poswit;camy pami~i Pana Profesora dr. hab. Czeslawa Szajera, 
zawsze nam iyczliwego oraz oddanego sprawom mlodzieiy i srodowiska -w imie• 
niu Wychowankow i Przyjaciol, kt6rym bliska byla Jego iyciowa filozofia lub 
dyscyplina naukowa. 
Prace Profesora byly inspiracjq do napisania tego artykulu. 

Potencjalne mozliwosci wykorzystania surowcow 
ligninocelulozowych 

Szacuje sie;, ze energia stoneczna gromadzona w cic4gu roku w postaci biomasy 
roslinnej przewyzsza 10-krotnie jej zuzycie. W przeliczeniu na jednego mieszkanca 
rocznie wynosi to okoto 25-50 ton (39). Niew<1tpliwie jej wykorzystanie ograniczajc\ 
sczonowe zmiany w pozyskiwaniu ilosciowym, duze rozproszenie w terenie oraz 
stosunkowo wysokie koszty transportu i przechowywania. Okolo 90% wytworzonej 
biomasy stanowi ligninoceluloza, kt6ra moze byc przerabiana na pasz<;, zywnosc, 
nosniki energii i inne produkty uzyteczne dla cztowieka na drodze fizykochemicznej 
oraz mikrobiologicznej [ 19, 24 ]. Og6lna ilosc biomasy - licZc\C suche\ mas~, kt6ra 
powstaje na terenie Polski - wynosi okoto 2 x 108 ton rocznie. NaleZ<\, l u zboza, 
ziemniaki, buraki, trawy, warzywa, owoce, drewno, stoma, liscie itp. [21 ). Zastoso
wanie metod biologicznych do przetwarzania ligninocelulozy jest ckonomicznie 
bardziej opfacalne, gdyz umozliwia otrzymywanie scisle okreslonych produkt6w bez 
substancji ubocznych. Najwi<tksze zainteresowanie badaczy skupia si<t na mozliwosci 
transformacji celulozy do paliw plynnych stosowanych jako substytuty ropy naftowej 
i benzyny. 

Produkcja alkoholu etylowego na swiecie szacowana jest na okolo 20 mld litr6w 
rocznie. Podstawowq przeszkodc1 w szerszym zastosowaniu \l!tanolu jako paliwa byla 
jego cena, kt6ra byla wyzsza od ceny benzyny. Sytuacja ta zmienita si<; w II p6lroczu 
1990 r. w zwiqzku z kryzysem w Zatoce Perskiej. Cena benzyny na rynku mi~dzy
narodowym w pazdzierniku 1990 r. wzrosfa do ponad 400 USD/t, a wi~c byta wyzsza 
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od ceny alkoholu etylowego [22]. W latach osiemdziesiqtych oeeniano, ze koszt 
produkcji etanolu wynosil 4 USD.za galon, natomiast w ostatnich latach obnizyl si<t 
do 1,8 USD/galon. Analizujqc bieZ<lce wyniki badan naukowych, etanol z surowc6w 
ligninocelulozowych mozna by otrzymac po kosztach ponizej 1 USD/galon [21 ]. 
Wykorzystanie proees6w enzymatycznej hydrolizy w degradacji kompleksu ligni
nocelulozowego oraz pelniejsza utylizacja produkt6w ubocznych pozwolHyby na 
zmniejszenie ceny etanolu do 20 eent6w za litr [13 za 21 ]. 

Ligninoeelulozy skladajq sit; z trzech zasadniczych biopolimer6w: eelulozy -
srednio wystt;puj<tcej w okolo 40%, hemicelulozy-okolo 20-30% oraz z ligniny -
od 21 do 27%. Procentowy udzial poszczeg61nych skladnik6w w surowcach ligni
nocelulozowych jest zmienny i zalezy od rodzaju roslin i technologii otrzymywania 
poszczeg61nych biopolimer6w. W ewentualnym procesie biodegradacyjnym budowa 
przestrzenna kompleksu ligninocelulozowego przysparza wiele trudnosci. Obecnie 
wiadomo, ze najlepiej poznane procesy ZWÜ\zane Sq z rozkladem eelulozy i hemiee
lulozy. Oba biopolimery wystc:pujq zwykle w kompleksie z ligninq, kt6ra stanowi 
jakby barierc: zabezpieczajc4eq skladniki wc:glowodanowe przed kontaktem z enzy
matycznymi ukladami hydrolitycznymi [12]. 

Surowcem ligninoeelulozowym, kt6ry moze byc wykorzystany w proeesie tech
nologicznym, najcz~sciej jest sloma i drewno. Stoma, kt6ra do tej pory w Polsee byla 
raczej surowcem odpadowym (roczny zbi6r wynosil okolo 21-23 mint [39]), obecnie 
- w ZWÜ\zku ze wzrostem cen nawoz6w oraz obnizeniem dochod6w z produkcji 
zywnosci - uzywana jest bezposrednio w gospodarstwach rolnych. Jedynie sloma 
rzepakowa w ilosci okolo 2 min ton rocznie moglaby sruzyc jako ir6dlo ligninoeelu
lozy (39]. Drewno po wykorzystaniu przez r6zne gah;zie przemyshl drzewnego 
dostarcza odpady mi<tdzy innymi w postaci trocin, kt6re Sei potencjalnie najbogatszym 
zr6dlem ligninocelulozy. Ten eenny material odpadowy moze byc wykorzystany 
w procesach biotechnologicznych. Wedrug danych Zakladu Prognozowania Instytutu 
Technolo~ii Drewna w latach dziewi<tcdziesi<ttych powstanie corocznie okolo 
1,4 min m trocin iglastych, 0,6 min m3 drobnicy lisciastej, 0,4 min m3 odpad6w 
lisciastych i 0,28 min m3 trocin lisciastych [39). Hose stalych odpad6w komunalnych 
w Polsee wynosi okolo 40 min m3/rok, z czego 25% to odpady zawieraj~ee celulozc; · 
(39). Calkowite wykorzystanie ligninocelulozy jako surowca wymaga udziahl eo 
najmniej trzech kompleks6w enzymatycznych, tj. eelulaz, hemieelulaz i enzym6w 
ligninol itycznych. 

Odnosnie celulaz-najlepszymi produeentami tych enzym6w okazaly si<t grzyby 
z rodzaju Trichoderma, Sporotrichu,n (Phanerochaete), Fusariwn i Aspergillus (1 ]. 
W sklad kompleksu enzym6w eelulolitycznych wchod~: 1,4-ß-glukan glukanohy
drolazy - znane jako endoglukanazy hydrolizuj~ee wi~zanie ß-1,4-glikozydowe 
w lancuchu eelulozy w spos6b przypadkowy oraz 1,4-ß-glukan eelobiohydrolazy -
znane jako egzoglukanazy. W grupie tych enzym6w wyr6znia sie; glukoeelulazc; -
kt6ra odcina glukozt; z nieredukuj~eego konca lancucha eelulozy, egzoeelobiohydro-
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laz<t (EC 3.2.1.91), odcinaj<\Cc\ celobioz<t z nieredukuj<4cego konca lancucha celulozy, 
oraz ß-1,4-glukozydaz<; (EC 3.2.1.21 ), zwan<\ celobiaZ<\ hydrolizuj<4C<\ celobioz<; i 
rozpuszczalne w wodzie celulodekstryny do glukozy i kwasu celobionowego lub 
glukozy i galaktomannanu ( 10]. 

Szybkosc reakcji hydrolitycznych uzalezniona jest od ilosciowego sldadu komple
ksu enzymatycznego oraz od rodzaju celulozy i formy, w jakiej ona wys~puje (forma 
krystaliczna czy forma amorficzna). Poza tym zalezy r6wniez od stopnia polimeryzacji 
(im nizszy stopien polimeryzacji, tym latwiej celuloza ulega hydrolizie) oraz powierz
chni wtasciwej, a przede wszystkim od stopnia zwi<4zania z ligninami (11 ]. 

W celu oczyszczenia celulozy i obnizenia polimeryzacji, jak i powiykszenia 
powierzchni wlasciwej stosowane S<\ r6zne techniki okreslane powszechnie jako 
wsl<tpna obr6bka surowc6w ligninocelulozowych. Nalezy tutaj wymienic metody 
obr6bki na zimno-a wi<tc poddawanie surowc6w mieleniu (np. mlyny kulowe) (43], 
dzialaniu czynnik6w chemicznych (lugi, woda utleniona, ozonowanie itp.) (44]. 
Zabiegi te majq na celu rozluinienie struktury ligniny z celuloZ<\ i powiykszenie 
powierzchni wlasciwej samej celulozy. 

Inne metody dotyczq termicznej obr6bki surowca. Polegajq one na ogrzewaniu 
masy ligninocelulozowej do temperatury 120-270°C pod cisnieniem i nastt;pnie 
szybkie jej ekspandowanie. W wyniku tych proces6w uzyskuje si~ dobre rozdzielenie 
lignin od celulozy i znaczne rozluinienie struktury celulozy. Takpreparowanesurow
ce ligninocelulozowe ulegajq scukrzeniu nawet do 90% (1 ]. 

Jednym z gl6wnych produkt6w dzialalnosci celulaz jest celobioza. Nagromadze
nie si~ tego cukru w mieszaninie reakcyjnej moze powodowac zahamowanie aktyw
nosci enzym6w celulolitycznych. Wood i McCrae [53] wykazali, ze st~zenie celobio
zy wynosZ<\ce 0,01 % bylo wystarczaj<4ce, by spowodowac 79% inhibicj~ celulaz 
otrzymanych z T. koningi. Glukoza jest r6wniez inhibitorem enzym6w celulolitycz
nych, jednak nie tak silnym jak celobioza (53]. Poza tym aktywnosc ß-glukozydazy 
w preparatach enzymatycznych celulaz jest wyraznie nizsza i dlatego obserwuje si<t 
nagromadzenie przede wszystkim celobiozy. Mozna cytowac wiele prac dotyczc1cych 
poszukiwania drobnoustroj6w syntetyzujc\cych ß-glukozydazt;, by w ten spos6b przy
spieszyc procesy rozpadu celobiozy do glukozy (17, 23]. 

Jak wykazaly badania Erikssona i wsp., nagromadzanie celobiozy w srodowisku 
reakcji enzymatycznych moze spowodowac pojawienie si<t enzym6w katalizuj<1cych 
reakcje utleniania celobiozy do kwasu celobionowego i nast<;pnie dalej do Iaktonu 
celobiozy (rys. 1 ). Produkty te wywolujq katabolicznq represj~ syntezy enzym6w 
celulolitycznych, jak r6wniez powodujq obnizenie aktywnosci celulaz, wplywajqc 
istotnie na ekonomik<t calego procesu technologicznego [ 50]. 

Jakie istniejq mozliwosci wykorzystania produkt6w hydrolizy surowc6w ligni
nocelulozowych? PocZ<\tkowo niekt6rzy badacze przypuszczali, ze b<tdzie mozna tak 
pokierowac procesami hydrolizy celulozy, by produktem koncowym byla glukoza [ 5]. 
Jednakze okazalo si~, ze ze wzgl~d6w ekonomicznych jest to proces nieoplacalny. 



6 J. Roga/ski, J.Jamroz 

chinon 
lub 

rodnik 

celobioza 

lakaza 

oksydoreduktaza 

celobiozowo-chinonowa 

fenol 

celobiono- b -lakton 

laktonaza 

kwas celobionowy 

Rysunek 1. Mechanizm wsp6tdzialania oksydoreduktazy celobiozowo-chinonowej i lakazy [46) 

Niemniej w latach osiemdziesiqtych byly prowadzone badania, szczeg61nie w b. 
Zwiqzku Radzieckim, nad produkcjq glukozy z odpad6w powstalych przy przerobie 
bawehty. 

Wiele uwagi poswi~cono r6wniez wykorzystaniu grzyb6w celulolitycznych do 
produkcji bialka z surowc6w ligninocelulozowych, r6wniez w Polsee pracowano nad 
tym zagadnieniem jeszcze w latach osiemdziesiqtych [32]. Jednak cena bialka grzy
bowego otrzymanego ze ir6det ligninocelulozowych wielokrotnie przekracz.a cen~ 
biatka sojowego i z tych powod6w ten kierunek badan zarzucono w wielu osrodkach 
naukowych. Jednym z obiecujctcych obecnie kierunk6w badan jest wykorzystanie 
ligninocelulozy do produkcji etanolu. Stosowanym kompleksem enzymatycznym Sc\ 
najcz~sciej celulazy produkowane przez grzybni~ T. viride. W najwi~kszym skr6cie 
schemat produkcji etanolu przedstawia si~ nas~pujqco: 
a) hodowla grzyb6w celem uzyskania celulaz, 
b) hydroliza celulozy, 
c) fermentacja "scukrzonego przesc\CZU". 
Jednakze rozdzielenie procesu hydrolizy enzymatycznej od procesu fermentacji ma 
pewne ujemne strony. Jak wiadomo, enzymatyczny proces hydrolizy celulozy prze-
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biega wolno, a nagromadzanie sif; celobiozy i glukozy hamuje ten proces. Umiejf;tne 
usuwanie tych produkt6w hydrolizy ze srodowiska moze zapewnic wysokq wydajnosc 
procesu hydrolizy [42]. 

W roku 1982 ukazaly sit; pierwsze prace nad klonowaniem enzym6w grzybowych 
u bakterii np. E. coli, dokonali tego Whitle i Hilburn [51 ], przenos2qc geny celulazy 
z Cellulomonas. W roku 1983 Wilson i Colmer (52] uzyskali rekombinanta E. coli 
z endoglukana2<1 Thermonospora. Podobne prace byly prowadzone w wielu osrod
kach Japonii, Francji, Kanady, Wloch, Stan6w Zjednoczonych AP i Wielkiej Brytanii, 
a nawet lndii. W wit;kszosci przypadk6w uzyskano ekspresjf; gen6w celulaz, a nawet 
produkty tych gen6w ulegaly wydzielaniu z kom6rek. Jednq z niewiadomych jest 
bardzo duza Iiczba gen6w kodujqcych poszczeg6lne rodzaje aktywnosci celulolitycz
nych. Na przyklad u Clostridium sklonowano 15 r6znych gen6w kodujqcych endo
glukanazy (40]. Wyjasnienie wystt;powania tych wielokrotnych kopii oraz powiqza
nie ich z poszczeg6lnymi rodzajami aktywnosci enzymatycznych moze dac nieoce
nione uslugi w przyszlych procesach technologicznych. W pracy przeglqdowej Gil
kesa i wsp. [1991] cytowanych jest 56 pozycji literatury dotycz:qcych przenoszenia 
aktywnosci celulol itycznych z bakterii do E. coli ( 14]. W polowie lat osiemdziesiqtych 
rozpoczt;to w osrodku VIT (Centralny Osrodek Biotechnologii) w Finlandii prace 
nad izolacjq materialu genetycznego kodujt\cego enzymy celulolityczne, pochodZq
cego z materialu grzybowego (Eucariota). Pierwszym sukcesem bylo wyizolowanie 
genu ß-glulozydazy zAspergillus niger [37], a nastt;pnie celobiohydrolazy i endoglu
kanazy z Trichoderma reesei (35, 36]. Zalozeniem projektu badawczego byla kon
strukcja kom6rek Saccharomyces cerevisiae, u kt6rych wyrazi sü; aktywnosc celu
lolityczna. Fakt efektywnego wydzielania do podloza przetransformowanych aktyw
nosci sugeruje, ze mozna otrzymac nowe odmiany drozdzy, zdolne-przy zachowa
niu wlasciwosci podstawowej kom6rki drozdzowej, to znaczy zdolnosci fermentacji 
cukr6w - do produkowania pojedynczych enzym6w celulolitycznych. Takie zmo
dyfikowane genetycznie drozdze Sei w stanie nie tylko przyspieszyc proces hydrolizy, 
lecz takze usuwac ze srodowiska glukozy - czynnik hamujeiCY zar6wno procesy 
przemiany enzymatycznej celobiozy do glukozy,jak i hamowania aktywnosci ceiulaz. 

R6wnolegle z synteZq celulaz, u wiykszosci grzyb6w rosnqcych na substratach 
ligninocelulozowych, syntetyzowane Sei uldady enzymatyczne, powodujeice hydro
lityczny rozpad hemicelulozy. Ze wzgh;du na bardziej skomplikowanq budowy che
micznct i konformacjt=; przestrzennq hemiceluloz - garnitur enzym6w biorqcych 
udzial w depolimeryzacji tych heteroglikan6w jest bardzo r6znorodny. Enzymy 
biorqce udzial w transformacji hemiceluloz do cukr6w prostych okresla si<t zbiorowq 
nazwq hemicelulaz. W zaleznosci od mechanizmu dzialania enzymy te mozna podzie
lic na endo- i egzohemicelulazy. Endohemicelulazy hydrolizujq wiqzanie glukozydo
we w lancuchu hemicelulozy w spos6b przypadkowy, tnqc go pocZqtkowo na mniej
sze fragmenty i uwalniajqc w koncowej fazie cukry redukujqce. Egzohemicelulazy 
odszczepiajq sukcesywnie pojedyncze lub podw6jne reszty cukrowe z nieredukujq-
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cego konca c7..qsteczki. Biorqc pod uwagy struktury hemicelulozy, enzymy rozklada
jqce ten polimer mozna podzielic na grupy enzym6w ksylanolitycznych oraz manna
nolitycznych. W sklad ksylanaz zdolnych do calkowitej degradacji acetyloksylanu 
niezbydne sq: endo-ß-1,4-ksylanaza [EC 3.2.1.8), ß-ksylozydaza [EC 3.2.1.37], a-
gl ukuronidaza [EC 3.2.1. ], a-L-arabinofuranozydaza [EC 3.2.1.55] oraz acetyloeste
raza [EC 3.1.1.6) [35]. Natomiast do calkowitej hydrolizy mannan6w zawartych w 
drewnie niezbydne Sq nastypujqce enzymy: endo-ß-1,4-D-mannanaza [EC 3.2.1. 78], 
ß-mannozydaza [EC 3.2.1.25], ß-glukozydaza [EC 3.2.1.21] oraz a-galaktozydaza 
[EC 3.2.1.22) (9). Podstawowymi produktami mikrobiologicznej degradacji hemice
luloz Sq cukry proste wchodzqce w sklad tego polimeru, a wsr6d nich ksyloza-cukier 
zalecany dla diabetyk6w. Metodami chemicznymi otrzymuje siy z niego furfural, 
stosowany w przemysle petrochemicznym jako doskonaly rozpuszczalnik olej6w i 
smar6w I ub jako wyjsciowy p6lprodukt do otrzymywania r6znych jego pochodnych, 
jak np. furan, alkohol furylowy, pochodne do produkcji poliuretan6w oraz preparaty 
o dziataniu grzybob6jczym i owadob6jczym [24 ). Obecne badania mikrobiologiczne-
go rozkladu pentozan6w majq na celu pozyskiwanie z nich monomer6w do wytwa
rzania cennych produkt6w, jak np. krystaliczna ksyloza, ksylitol, aceton, butanol, 
biomasa drobnoustroj6w zasobnych w bialko, etanol, kwasy organiczne lub pasza 
wt;glowodanowo-azotowa po kondensacji z mocznikiem w obecnosci kwasu fosforo
wego (24]. Najwit;cej prac poswiycono wykorzystaniu pentoz do produkcji paliw 
cieldych, w tym gt6wnie etanolu, dzit;ki wyselekcjonowaniu gatunk6w drobnoustro
j6w zdolnych do fermentacji pentoz [2, 9]. Wit;kszosc znanych gatunk6w drozdzy jest 
zdolna w warunkach tlenowych do wzrostu i produkcji biomasy. Jak wynika z badan 
Sliningera i wsp. - zar6wno C. schechatae, jak i P. stipitis w warunkach tlenowych, 
przy styzeniu ksylozy 100 i 150 g/1, dawaly wydajnosci rzydu 0,41-0,45 gz 1 g ksylozy 
(41 ). Zmiana warunk6w na beztlenowe powoduje utra~ zdolnosci do wzrostu na bazie 
pentoz i fermentacji tych cukr6w przez wic;kszosc organizm6w. Przyczyn<} tego 
zjawiska jest brak specyficznych kinaz biatkowych oraz aktywnosci izomerazy ksy
lozy lub arabinozy [41 ]. Wsr6d nielicznych organizm6w zdolnych do fermentacji 
pentoz mozna wymienic nast<:;pujqce: Candida shechatae, Pichia stipitis, Kluveromy- -
ces cellobiovorus, a .nawet nierkt6re szczepy Saccharomyces cerevisiae. Poza droz
dzami zdolnosc do fermentacji pentoz wykazujq r6wniez niekt6re gatunki grzyb6w 
nitkowatych, jak Erwinia chrysanthemi i Fusarium oxysporum, a z bakterii Bacillus 
,nacerans, Klebsiella pneumoniae i Clostridium thermosacclzaralyticum [2). W 1985 
r. Ueng i wsp. opublikowali wyniki badan nad klonowaniem genu ksylozo-izomerazy 
z E. coli do drozdzy S. cerevisiae i Schizosaccharomyces pombe. Otrzymywane 
szczepy drozdzy zdolne byty do bezposredniej fermentacji ksylozy do etanolu (49]. 

Trzecim strukturalnym komponentem surowc6w ligninocelulozy (obok celulozy 
i hemicelulozy) jest lignina. Stanowi gl6wny sktadnik blaszki srodkowej tkanki 
roslinnej oraz sciany wt6rnej. Pod wzglt;dem chemicznym lignina jest polimerem 
podjednostek fenylopropanowych i nalezy do najbardziej zlozonych zwic\zk6w ehe-
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micznych wystt;pujqcych w stanie naturalnym. Wedhtg Kirka jest to najwit;kszy 
magazym zwiqzk6w aromatycznych na ziemi i moze stanowic wazne zr6dlo dla 
przemyslu zwiqzk6w chemicznych [26). Wykorzystanie mikroorganizm6w do prze
ksztalcenia odpad6w ligninowych w uzyteczne produkty, w tym bialko, jest jednym 
z waznych problem6w czekajqcych na racjonalne rozwiqzania. Pomimo intensyw
nych badan post<tp wiedzy zar6wno w dziedzinie badan podstawowych, jak i rozwiq
zan biotechnologicznych, dotyczc}cy rozkladu ligniny, jest zbyt powolny i niedosta
teczny. Znikoma jest zwlaszcza wiedza w zakresie enzymologii lignolizy. Z drugiej 
strony - coraz bardziej powszechne jest przekonanie, ze znajomosc powyzszych 
zagadnien stanowi warunek rosnqcego zapotrzebowania na zagospodarowanie odpa
d6w I ign inowych. 

Procesami biologicznej degradacji lignin zajmowano siy od dawna; do 1970 roku 
opracowano ponad 5 hipotez thtmaczqcych biologicznq degradacjy ligniny na przy
kladzie dw6ch enzym6w-peroksydazy i lakazy [31 ]. Dzis wiadomo, ze w degradacji 
lignin uczestniczy wiele grupenzym6w, przy czym w kazdej z nich moze wystypowac 
wiele izoenzym6w. W badaniach nad degradacjq lignin powaznym osiqgnit;ciem bylo 
wprowadzenie do doswiadczen syntetycznych ZWÜ\zkow modelowych (lignin) i opra
cowanie metod otrzymywania lignin naturalnych ze znakowanymi atomami wygla i 
wodoru w lancuchach bocznych, jak i w pierscieniu aromatycznym. Radioaktywne 
ligniny wprowadzono do badan w latach 1974-1977, a metodyka opracowana byla w 
USA przez Kirka i Crawforda [4, 28], w Europie zas przez Haidera i Trojano
wskiego [15]. 

Aktualnie grzybem wzorcowym w badaniach nad rozpadem ligniny jest szczep 
Phanerochaete chrysosporium, ktory charakteryzuje siy bardzo aktywnym rozkla
dem lignin. Grzyb ten spelnia podobn<\ roly jak T. reesei w badaniach nad celulazami. 
Drugim drobnoustrojem wprowadzonym do badan nad biodegradacj<\ lignin jest 
Streptomyces viridosporus. 

Do czego zmierzajc1 badania nad poznaniem mechanizmu degradacji Iigain? 
Wieh1 badaczy na pierwszy plan wysuwa coraz czysciej problem ochrony srodowiska 
przed skazeniem· w6d lugami sulfitowymi z papierni, wytw6rni plyt i element6w 
drewnopochodnych [50]. Na drugim miejscu koncentrujq si<; badania nad delignifi
kacjq odpad6w rolniczych. Usuniycie nawet nieznacznych ilosci ligniny za pomoeq 
mutant6w Cel- (nie wytwarzajc}cych celulaz) moze spowodowac wzrost przyswajal
nosci wielu odpad6w ligninocelulozowych przez przezuwacze [6]. 

Najwazniejszym kierunkiem badan jest poszukiwanie mutant6w zdolnych do 
degradacji lignin do okreslonego etapu, a nast<tpnie ekstrahowanie z tak rozlozonych 
lignin metodami chemicznymi np. produkt6w waznych dla przemyslu. Warunkiem 
osiqgniycia oplacalnych technologii jest kierowanie tymi procesami, eo wiqze si<; z 
poznaniem mechanizmu enzymatycznego rozkladu r6znych typ6w lignin. 

Jak wynika z prac prowadzonych przez Kirka i Erikssona, Crawforda, Fiechtera 
i innych, mozna wyr6znic kilka istotnych reakcji chemicznych, odgrywajqcych zna-
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cznq roh; w procesach rozpadu biopolimeru ligniny (7, 19, 26). Nale2q do nich 
demetylacja grup aromatycznych, hydroksylacja aromatycznych pierscieni oraz roz
rywanie wiqzan pomi~dzy pierwszym i drugim W<tglem fancucba propylenu. Jak 
wynika z badari grupy Kirka [28), ta ostatnia rola ma bardzo istotne znaczenie. Wielu 
badaczy jest zgodnych eo do tego, ze w procesach degradacji ligniny zasadnic2q rol«t 
odgrywajct enzymy typu oksydaz i ze enzymy te Sq enzymami pozakom6rkowymi [7, 
8, 20, 28, 31 ]. Do niedawna przypuszczano, ze enzymy ligninolityczne zwiqzane Set 
ze scianq kom6rkowq [3). Ostatnie badania przy zastosowaniu protoplast6w -
przeprowadzone przez Trojanowskiego i Wesselsa - wykazaly, ze protoplasty 
otrzymane z grzyba Fomes annosus degradowaty ligniny syntetyczne i kwasy ligni
nosulfonowe (48). Stwierdzono mi<tdzy innymi znaczn<4 aktywnosc wobec grup 
metoksylowych. 

Bardzo waznym stwierdzeniem w badaniach nad degradacjq lignin byto wyizolo
wanie w 1983 roku z bezkom6rkowych plyn6w pohodowlanych cnzymu, ktory 
wprowadzony do mieszaniny reagujctcej powodowatdepolimeryzacj<t badanej ligniny 
[46]. Enzym ten jest hematoproteinct zawierajqcq w c2qsteczce 1,02 ±0,2 atom6w 
zelaza oraz 20% w~glowodan6w [34]. Masa c7,qsteczkowa enzymu, izolowanego 
z Phanerochaete chrysosporiwn, wynosi 42 kD. Do czynnosci katalitycznej enzym 
wymaga nadtlenku wodoru i katalizuje bez stereospecyficznosci wiele reakcji utle
niania w alkilowym tancuchu bocznym zwiqzk6w ligninowych. Opr6cz rozrywania 
wiqzan pomi~dzy atomami w~gla Ca-Cß ta6.cuch6w bocznych w podjednostkach 
strukturalnych ligniny katalizuje rozrywanie wiqzania eterowego, utlenianie benzylo
wych grup alkoholowych do odpowiednich aldehyd6w bqdi keton6w, intradiolowe 
rozrywanie struktur fenyloglikolowych oraz hydroksylacjt; grup metylenobenzylo
wych [47]. Ligninaza powoduje r6wniez polimeryzacj~ i kopolimeryzacj~ polqczen 
fenolowych, podobnie jak lakaza i peroksydaza. Wszystkie reakcje wymagajq nad
tlenku wodoru, chociaz dwie reakcje, tj. rozerwanie wiqzania Ca-Cß i hydroksylacja 
grup metylenobenzylowych, majq charakter oksygenacji substratowej, a tlen wtqcza-

- C. 

ny do substratu pochodzi z tlenu atmosferycznego, nie zas z nadtlenku wodoru. W tych 
zatem przypadkach ligninaza zachowuje si<t jak wyjqtkowa oksygenaza wymagajqca 
do czynnosci nadtlenku wodoru [47]. Do najlepiej poznanych reakcji katalizowanych 
przez ligninazt; nalezy utlenianie alkoholu weratrylowego. Kirk i wsp. (29] stwierdzili, 
ze na jednq zuzyt& c2c:1steczk't nadtlenku wodoru pr:zypada jedna czqsteczka powsta
tego aldehydu weratrylowego. Badanie szybkosci poc2qtkowej, przy systematycznej 
zmianie koncentracji obydwu substrat6w, sugeruje wyst<tpowanie reakcji typu "ping
-pong". W reakcji tej pierwszy substrat reaguje z enzymem, dajc\c pierwszy produkt 
i zmodyfikowany enzym. Nast~pnie zmodyfikowany enzym reaguje z drugim sub
stratem, w wyniku czego powstaje drugi produkt [45). Przemiany kofaktora hemowe
go w c2q5teczce ligninazy podczas reakcji katalizowanej przez ten enzym przedstawia 
rysunek 2. 
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Rysunek 2. Katalityczna aktywnosc ligninazy pokazuj<\ca poszczeg61ne stany ut]enienia 
kofa ktora hemowego [ 41] 
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Rysunek 3. Degradacja ligniny z udzialem ligninazy i alkoholu weratrylowego [ 15] 

Ligninaza moze utleniac wiele substrat6w bezposrednio. Wyniki Harvey i wsp. 
(16) sugerujq r6wniez udzial w tym procesie alkoholu weratrylowego, kt6ry spelnia 
funkcjc; wysokoenergetycznego posrednika ( rys. 3). 

Innym enzymem wyizolowanym r6wniez z plynu pohodowlanegoPhanerochaete 
chrysosporium jest perokosydaza manganozalezna (Mn-zalezna peroksydaza). Jej 
masa czqsteczkowa wynosi 46 kD. Do sprawnego dzialania enzym wymaga obecnosci 
H20 2 i Mn2

+. Zawiera protochem IX z wysokospinowym jonem zelazowym, kt6ry 
bierze udzial w utlenianiu Mn2

+ do Mn3
+ [ 16, 30). Mn-zalczna peroksydaza wyodrc;b

niona z Phanerochaete chrysosporium zawiera 17% obojc;tnych w<;glowodan6w oraz 
znaczny procent kwasnych aminokwas6w [34]. Blizsze badania Paszczynskiego 
i wsp. [33) wykazaly, ze w okreslonych warunkach manganozalezna peroksydaza 
wsp61pracuje z tlenem atmosferycznym i nie wymaga do czynnosci katalitycznej 
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nadtlenku wodoru, a przeciwnie - produkuje ten zwic\zek np. podczas utleniania 
glutationu, ditiotreitolu bc\di NADPH. W obecnosci H2O2 enzym utlenia typowe dla 
peroksydazy donatory wodoru, nie utlenia natomiast alkoholu weratrylowego, czym 
r6zni si<t zasadniczo od typowych ligninaz. Z drugiej strony, dzialajqc demetylujqco 
na niekt6re pol3tczenia metoksylowe, enzym przejawia aktywnosc istotnq z punktu 
widzenia transformacji ligniny, produkowany zas przezen w okreslonych warunkach 
nadtlenek wodoru moze byc, jak sugerujq autorzy, substratem dla ligninaz [33]. 

Obecny stan wiedzy nad rozkladem ligninocelulozy pozwala Sqdzic, ze proces 
biodegradacji moze przebiegac jedynie przy wsp6tdzialaniu wielu enzym6w uczest
nic2qcych w przemianach gt6wnych skladnik6w kopolimeru [38]. Procesy enzyma
tycznej hydrolizy na poziomie glukozy lub celobiozy mogq wykazywac wsp6tdziata
nie przy udziale oksydazy glukozy, oksydazy celobiozowo-chinonowej czy oksydazy 
celobiozowej. Uzdolnienia grzyb6w takich jak Phanerochaete chrysosporium (31] 
oraz Phlebia radiata [38] do zewnqtrzkomorkowego wydzielania tych enzym6w 
wptywajq w wyrazny spos6b na zwi<tkszenie tempa rozktadu kompleksu ligninoce
lulozowego. 
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