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Wstęp 

Celuloza jest jednym z głównych biopolimerów, który trafia do środowiska 
przyrodniczego w znacznych ilościach wraz z obumarłymi tkankami roślin oraz 
produktami odpadowymi przemysłu spożywczego, rolniczego, drzewnego, młynar­
skiego i innych. Biokonwcrsja celulozy do cukrów prostych katalizowana jest 
przez trzy składniki celulazy: endo-1,4-/3-D-glukanazę, exo-1,4-/3-D-glukanazę 

oraz /3-glukozydazę [BHAT, BHAT 1997; CHEW i in. 2001; SCHWARTZ 2001; IIYIN i in. 
2004]. W środowisku naturalnym rozkład celulozy prowadzony jest przez grupę 
fizjologiczną organizmów celulolitycznych [WEIMAR, ZEIKUS 1977; BHAT, BHAT 
1997; LEE 1997]. 

W warunkach beztlenowych rozkład celulozy katalizowany jest przez bakte­
rie, należące głównie do rodzaju Clostridium (FOND i in . 1983; LESCI-IJNE, PAROLA 
1983; SLEAT i in. 1984; RAM i in. 2001; RAVINDER i in. 2001]. Większość prac na 
temat rozkładu celulozy przez bakterie z rodzaju Clostridium dotyczy organizmów 
termofilnych głównie Clostridium thermocellum [WEIMER, ZEIKUS 1977; RAM i in. 
2001 ]. Stosunkowo niewiele wiadomo na temat udziału przedstawicieli bakterii 
mezofilnych z rodzaju Clostridium w tym procesie (FOND i in. 1983; LESCHINE, PA­
ROLA 1983). 

Celulolitycznc bakterie z rodzaju Clostridium wyizolowano z gleby, żwacza, 
mułu, szlamu i ścieków. Bakterie fermentujące celulozę w warunkach mezo- i ter­
mofilnych wytwarzają różne metabolity, np.: glukozę, celobiozę, alkohole, kwasy 
organiczne i inne związki chemiczne, przez co kształtują właściwości biotyczne 
i abiotyczne zasiedlanych środowisk. Celulazy syntetyzowane przez bakterie z ro­
dzaju Clostridium są powszechnie stosowane w produkcji żywności, w żywieniu 
zwierząt, w przemyśle tekstylnym, papierniczym, farmaceutycznym, rolniczym, 
utylizacji odpadów celulozowych, w inżynierii genetycznej do otrzymywania pro­
toplastów i in. 

Celem pracy było zbadanie wytwarzania enzymów cclulolitycznych przez 
wyizolowane z gleby mezofilne szczepy bakterii z rodzaju Clostridium oraz okreś­
lenie produktów fermentacji celobiozy, celulozy amorficznej i krystalicznej. 
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Materiał i metody 

Do badań wybrano trzy szczepy bakterii: Clostridium celerecrescens (Kl), 
Clostridium sp. K-3 i C. celluloliticum (K6), które wyizolowano z gleby płowej. 

W celu określenia zdolności do produkcji pełnego kompleksu celulazy, wy­
izolowane szczepy bakterii hodowano w pożywce mineralnej CM3 [WEIMAR, ZEI­

KUS 1977] z dodatkiem paska bibuły filtracyjnej Whatman Nr 1 jako jedynego źró­
dła węgla w temp. 28°C. Warunki beztlenowe uzyskano przez płukanie pożywki 
azotem cząsteczkowym. Jako indykator natlenienia do pożywki dodano rezazu­
rynę. Po upływie 3, 5, 7, 14 i 21 dni inkubacji hodowle wirowano a następnie 
w supernatancie określono całkowitą aktywność celulolityczną (FP-azę), 
karboksymetylocelulazę (CMC-azę) oraz celobiazę. Aktywność enzymów celuloli­
tycznych oznaczono metodami zalecanymi przez Międzynarodową Komisję Bio­
technologii (BERGMEYER, BERNT 1974; GHOSE 1987]. 

Jednostkę aktywności (U) badanych enzymów zdefiniowano jako ilość enzy­
mu, która podczas rozkładu zastosowanych substratów w warunkach doświadcze­
nia uwalnia ilość produktów równoważną 1 µ,mol glukozy w ciągu 1 minuty, 
w przeliczeniu na 1 mg białka. Białko rozpuszczalne oznaczono metodą Low­
RY'EGO [1951 ]. 

Do oznaczenia produktów fermentacji badane szczepy bakterii hodowano 
w warunkach beztlenowych w pożywce CM3 z dodatkiem celobiozy, 
mikrokrystalicznej celulozy sproszkowanej Avicel i bibuły filtracyjnej. Produkty 
fermentacji określano na chromatografie gazowym Hewlett Packard 5890 zao­
patrzonym w płomieniowy detektor jonizacyjny (FID). W tym celu 1 µ,l superna­
tantu wstrzykiwano na kolumnę chromatograficzną. Oznaczenie alkoholi prowa­
dzono przy następujących parametrach chromatografu: temp. injektora i detekto­
ra odpowiednio 150°C i 220°C, temp. kolumny 120°C. Natomiast lotne kwasy tłu­
szczowe oznaczano przy temp. injektora i detektora 220°C i temp. kolumny 
180°C. Jako gaz nośny zastosowano hel. 

Omówienie wyników i dyskusja 

Podstawowym pierwiastkiem strukturalnym wchodzącym w skład organi­
zmów żywych jest węgiel, dlatego też procesy, które prowadzą do jego odzyskiwa­
nia z obumarłych szczątków roślin i zwierząt są bardzo ważne z punktu widzenia 
ochrony środowiska i ekologii. Rozkład martwej substancji organicznej, w tym 
polisacharydów prowadzony jest w środowisku naturalnym głównie przez wyspe­
cjalizowane grupy fizjologiczne mikroorganizmów [WEIMAR, ZEIKUS 1977; BHAT, 

BHAT 1997; LEE 1997]. 
Bakterie z rodzaju Clostridium wykazują zdolność do beztlenowego rozkła­

du różnych związków organicznych, w tym polisacharydów, takich jak: celuloza, 
hemiceluloza, skrobia i inne [WEIMAR, ZEIKUS 1977; BHAT, BHAT 1997]. 

Mikrobiologiczne procesy rozkładu polisacharydów rozpoczynają reakcje 
hydrolityczne przeprowadzane przez Clostridium sp. dzięki takim enzymom hy­
drolitycznym jak celulaza, ksylanaza, amylaza i innym, które zlokalizowane są 

w powierzchniowych strukturach tzw. celulosomach [MURTY, CHANDRA 1991; L EVY, 
SSHOSEYOR 2002]. 

W niniejszej prac-y wyizolowano z gleby szczepy bakterii z rodzaju Clostri-
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dium, które zidentyfikowano jako C. celerecrescens, C. cellulolyticum i C. lento­
cellum. 

Badania enzymatyczne wykazały zdolność badanych szczepów bakterii z ro­
dzaju Clostridium hodowanych w pożywce z dodatkiem bibuły filtracyjnej Wha­
tman Nr 1. do biosyntezy pełnego kompleksu celulazy (rys. 1, 2, 3). Wszystkie 
badane szczepy wytwarzały cndoglukanazę, egzoglukanazę i celohiazi:;. 

Rys. 1. 

Fig. 1. 

Rys. 2. 

Fig. 2. 
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ture medium of Clostridium lentocellwn 

Hodowle szczepów C. celerecrescens ( rys. 1) i C. cellulolyticum ( rys. 3) wykazywały 
wysoką aktywność FP-azy, natomiast znacznie mniejszą aktywność CMC-azy i ce­
lobiazy. Najwyższą aktywność FP-azy i CMC-azy wykazano w hodowlach wszys-
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tkich badanych szczepów bakterii po 7 i 14 dniach inkubacji. Szczep C. cellulolyti­
cum (rys. 3) wytwarzał ponad 200 mU·mg- 1 białka FP-azy 14 dnia trwania hodo­
wli, natomiast szczep C. celerecrescens (rys. 1) około 120 mU·mg-1 białka. Tylko 
hodowle szczepu C. lentocellum (rys. 2) wykazywały po 7 dniach inkubacji wyższą 
aktywność CMC-azy (80 mU·mg-1 białka) niż FP-azy (69 mU·mg-1 białka). Bada­
ne szczepy wykazywały wyższą aktywność enzymów cclulolitycznych w porównaniu 
z badaniami prowadzonymi nad aktywnością celulolityczną mezofilnych bakterii 
z rodzaju Clostridium przez MURTY i CHANDRA (1991]. Natomiast zbliżone 

aktywności do wykazanych w naszej pracy są przedstawione w badaniach nad 
mezofilnymi clostridiami prowadzone przez CAILLEZA i in. [1993 I-

,---·• ··- •. - - - -·----- ····------ I 
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Badania produktów fermentacji celobiozy, bibuły filtracyjnej i celulozy 
sproszkowanej Avicel przeprowadzono metodami chromatografii gazowej . Wyka­
zały one różnice w kierunkach beztlenowego metabolizmu tych związków przez 
wyizolowane z gleby szczepy Clostridium. Badane szczepy Clostridium sp. w po­
żywce z dodatkiem celobiozy produkowały głównie kwas octowy, etanol i kwas 
masłowy, natomiast podczas wzrostu na bibule filtracyjnej wytwarzały kwas pro­
pionowy, etanol i kwas izowalerianowy (tab. 1). W hodowlach badanych szczepów 
bakterii podczas wzrostu na celulozie mikrokrystalicznej Avicel zidentyfikowano 
etanol, kwas octowy i kwas masłowy. We wszystkich kombinacjach wykrywano 
również śladowe ilości propanolu, butanolu i a lkoholu N-amylowego. Natomiast 
w badanych hodowlach nic wykryto metabolitów takich jak kwas walerianowy 
i metanol. 

RAVINDER i in . [20011 wykazali, że C. lentocellum SG6 produkował znaczne 
ilości kwasu octowego i alkoholu etylowego podczas beztlenowej hodowli w po­
żywce z celulozą . Ilość metabolitów była uzależniona od źr6dla azotu i zastosowa­
nego gazu obojytnego w atmosferze której hodowano bakterie. Najwit;ksze ilości 
głównych metabolitów stwierdzano w hodowlach w atmosferze azotu i w miesza­
ninie wodoru i dwutlenku wygla. 



Tabela 1; Table 1 

Produkty fermentacji celobiozy, bibuły filtracyjnej i celulozy mikrokrystalicznej Avicel w hodowli badanych szczepów Clostridium 
Products of fermentation of cellobiose, filter paper and Avicel microcrystalline cellulose by isolated strains of Clostridium 

Produkty fermentacji (zawartość w mg/100 ml supernatantu) 
Products of fermentation (concentration in mg/100 ml of supernatant) 

kwas kwas kwas 
alkohol 

Clostridium strains kwas kwas kwas 
N-amylo-octowy propionowy izowaleria- waleriano- izomaslowy masłowy metanol propanol butanol etanol 

acetic propanie isobutyric butyric methanol propanol butanol 
wy 

ethanol nowy wy N-amyl acid acid isovaleric acid valeric acid acid acid 
alcohol 

Fermentacja celobiozy; Fermentation of cellobiose 
Clostridium celerecrescens 149,70 6,40 0,50 - 0,10 41,30 - 1,24 0,20 1,22 100,0 
Clostridium lentocellum 185,60 - 0,80 - 0,40 32,60 - - - 3,14 40,0 
Clostridium cellulolyticum 166,90 0,40 1,20 - 0,5 2,60 - 1,32 0,14 4,91 80,0 

Fermentacja bibuły filtracyjnej; Fermentation of filter paper 
Clostridium celerecrescens - 70,0 35,8 - 4,4 - - 1,40 0,27 0,94 40,0 
Clostridium lentocellum - 67,6 47,7 - - 10,5 - - 0,18 0,57 40,0 
Clostridium cellulolyticum 41,9 17,9 5,8 - 2,2 - - 1,06 0,14 0,96 10,0 

Fermentacja celulozy mikrokrystalicznej Avicel; Fermentation of Avicel microcrystalline cellulose 
Clostridium celerecrescens 14,90 3,50 1,10 - - 25,60 - 1,52 0,62 5,78 100,0 
Clostridium lentocellum 24,40 22,80 - - - 9,50 - 1,13 - 7,66 50,0 
Clostridium cellulolyticum 94,0 - 3,60 - - 7,60 - 0,79 0,Q3 5,77 20,0 
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Dodatek do pożywki jako źródło azotu ekstraktu drożdżowego i peptonu stymu­
lował rozkład celulozy przez badane bakterie. Podobne wyniki otrzymali RAM i in. 
[1991] w hodowlach C. thermocellum SS8 i C. thermocellum GSJ. 

Wyniki badań enzymatycznych zawarte w niniejszej pracy wykazały zdolność 

C. celerecrescens, C. cellulolyticum i C. lentocellum do mineralizacji zarówno celu­
lozy krystalicznej jak i amorficznej do cukrów prostych i dalszą ich ferment acjG 
do kwasów i alkoholi . Można przypuszczać, że w środowisku naturalnym badane 
szczepy Clostridium również fermentują celulozę do takich związków jak: cukry 
proste, alkohole, kwasy i gazy, które wpłyną na właściwości biotyczne i abiotyczne 
zasiedlanego środowiska naturalnego. 

Wnioski 

1. Clostridium lentocellum, C. cellulolyticum i C. celerecrescens produkuj ,1 pełny 
kompleks celulazy, dzięki czemu mogą rozkładać celulozę krystaliczn ą . 

2. Najwyższą aktywność FP-azy wykazano w hodowlach badanych szczepów 
bakterii 7 i 14 dnia inkubacj i. 

3. Badane szczepy bakterii z rodzaju Clostridium fermentowały cclobiozG i ce­
lulozę w pożywce hodowlanej głównie do kwasu octowego i alkoholu ety­
lowego. 
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Streszczenie 

Celuloza w środowisku naturalnym podlega rozkładowi biologicznemu 
przez szeroką grupt; fizjologiczną tzw. mikroorganizmów celulolitycznych. W wa­
runkach beztlenowych przemiany celulozy są przeprowadzane przez przetrwalni­
kujące bakterie z rodzaju Clostridium. Literatura naukowa donosi głównie o roz­
kładzie celulozy przez termofilny szczep bakterii C. thermocellum. Nieliczne prace 
badawcze informują natomiast o rozkładzie celulozy prowadzonym przez mezofil­
ne bakterie z rodzaju Clostridium. 

W prezentowanej pracy wyizolowano trzy szczepy bakterii z rodzaju Clos­
tridium i zbadano ich aktywność celulol ityczną . Wyizolowane bakterie zidentyfi­
kowano jako C. celerecrescen.s, C. cellulolyticum i C. len.tocellum. Wszystkie wyizo­
lowane szczepy bakterii produkowały FP-azc;, CMC-azc; i celobiazc;. Podczas 
wzrostu w warunkach beztlenowych w pożywce z dodatkiem celobiozy, bibuły 

filtracyjnej i mikrokrystalicznej celulozy Avicel jako jedyne źródło wc;gla oznaczo­
no produkty fermentacji metodą chromatografii gazowej . Badane gatunki bakterii 
metabolizowały cclobiozt; i cclulozc; Avicel do kwasu octowego i masłowego oraz 
do etanolu. Natomiast bibuh; filtracyjn,1 do kwasu propionowego i izo-walcriano­
wcgo i etanolu. We wszystkich badanych próbkach wykrywano śladowe ilości pro­
panolu, butanolu i kwasu masłowego. 
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Summary 

Cellulose can be biologically degraded by a wide range of microorganisms. 
Under anaerobie condition eellulose is transformed by spore-forming baeteria 
belonging to genem Clostridium. 

Most papers dealing with anaerobie degradation of eellulosc arc connected 
with thermopfilie baeteria Clostridium thermocellum. Only a few information 
could be found in literature about anaerobie transformation of ccllulose by 
mesophilie clostridia. 

In the present paper three strains of mesophilie, anaerobie, spore-forming 
baeteria were isolated from the soi! and its cellulolytie activity was investigated. 
The isolated bacteria were identified as Clostridium lentocellum, C. ecllulolyti­
cum and C. eelereereseens. All isolated strains were able to produee FP-ase, 
CMC-ase and eellobiase. During the growth of invcstigated strains undcr anaero­
bie condition in medium amcnded with eellobiose, filtcr paper and Avieel miero­
crystalline cellulose as a sole earbon source the differcnt fermentation products 
eould be found using gas chromatography. Investigatcd baeterial strains metabo­
lised eellobiose and Avicel eellulose mainly to aeetic and butyric aeids and etha­
nol, and filter paper to propionie and iso-valerianic acids and ethanol. In all 
investigated samples the trace amounts of propanol and butanol wcrc also found. 
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