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Wstep

Celuloza jest jednym z giéwnych biopolimerdw, ktory trafia do §rodowiska
przyrodniczego w znacznych iloSciach wraz z obumarlymi tkankami rolin oraz
produktami odpadowymi przemystu spozywczego, rolniczego, drzewnego, miynar-
skicgo 1 innych. Biokonwersja celulozy do cukréw prostych katalizowana jest
przez trzy skladniki celulazy: endo-1,4-8-D-glukanaze, exo-1,4-8-D-glukanaze
oraz $-glukozydaze [BHAT, BHAT 1997; CHEW i in. 2001; SCHWARTZ 2001; IIYIN i in.
2004]. W Srodowisku naturalnym rozktad celulozy prowadzony jest przez grupg
fizjologiczng organizméw celulolitycznych [WEIMAR, ZEIKUS 1977, BHAT, BHAT
1997; LEE 1997].

W warunkach beztlenowych rozkiad celulozy katalizowany jest przez bakte-
ric, nalezace gtoéwnic do rodzaju Clostridium [FOND i in. 1983; LESCHINE, PAROLA
1983; SLEAT i in. 1984; RAM i in. 2001; RAVINDER i in. 2001]. Wigkszo$¢ prac na
temat rozktadu cclulozy przez bakterie z rodzaju Clostridium dotyczy organizméw
termofilnych gtownie Clostridium thermocellum [WEIMER, ZEIKUS 1977; RAM i in.
2001}. Stosunkowo niewiele wiadomo na temat udzialu przedstawicieli bakterii
mezofilnych z rodzaju Clostridium w tym procesie [FOND i in. 1983; LESCHINE, PA-
ROLA 1983].

Celulolityczne bakterie z rodzaju Clostridium wyizolowano z gleby, zwacza,
mutluy, szlamu i §cickéw. Bakterie fermentujace celulozg w warunkach mezo- i ter-
moﬁlnych wytwaerJq rézne metabolity, np.: glukozg, celobiozg, alkohole, kwasy
orgamczne 1 inne zwiazki chemiczne, przez co ksztaltujg wlasciwosci biotyczne
1 abiotyczne zasiedlanych §rodowisk. Celulazy syntetyzowane przez bakterie z ro-
dzaju Clostridium s3 powszechnie stosowane w produkcji zywnosci, w zywieniu
zwierzat, w przemysle tekstylnym, papierniczym, farmaceutycznym, rolniczym,
utylizacji odpadéw celulozowych, w inzynierii genetycznej do otrzymywania pro-
toplastow 1 in.

Cclem pracy bylo zbadanie wytwarzania enzyméw celulolitycznych przez
wyizolowane z gleby mezofilne szczepy bakterii z rodzaju Clostridium oraz okres-
lenie produktéw fermentacji celobiozy, celulozy amorficznej i1 krystaliczne;.
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Material i metody

Do badafi wybrano trzy szczepy bakterii: Clostridium celerecrescens (K1),
Clostridium sp. K-3 1 C. celluloliticum (K6), ktére wyizolowano z gleby ptowe;.

W celu okreslenia zdolno$ci do produkcji pelnego kompleksu celulazy, wy-
izolowane szczepy bakterii hodowano w pozywce mineralne) CM3 [WEIMAR, ZEL-
KUS 1977] z dodatkiem paska bibuly filtracyjnej Whatman Nr 1 jako jedynego Zré-
dia wegla w temp. 28°C. Warunki beztlenowe uzyskano przez ptukanic pozywki
azotem czasteczkowym. Jako indykator natlenienia do pozywki dodano rezazu-
ryng. Po uplywie 3, 5, 7, 14 1 21 dni inkubacji hodowle wirowano a nast¢pnie
w supernatancie okre§lono catkowita aktywno$¢ celulolityczng  (FP-azg),
karboksymetylocelulazg (CMC-azg) oraz celobiazg. Aktywnos$¢ enzymdw celuloli-
tycznych oznaczono metodami zalecanymi przez Migdzynarodowa Komisj¢ Bio-
technologii {BERGMEYER, BERNT 1974; GHOSE 1987).

Jednostke aktywnosSci (U) badanych enzyméw zdefiniowano jako ilo$¢ enzy-
mu, ktéra podczas rozkladu zastosowanych substratéw w warunkach doswiadcze-
nia uwalnia ilo§¢ produktéw réwnowazng 1 umol glukozy w ciggu 1 minuty,
w przeliczeniu na 1 mg biatka. Biatko rozpuszczalne oznaczono metoda Low-
RY’EGO [1951].

Do oznaczenia produktéw fermentacji badane szczepy bakterii hodowano
w warunkach beztlenowych w pozywce CM3 z dodatkiem celobiozy,
mikrokrystaliczne] celulozy sproszkowanej Avicel i bibuly filtracyjnej. Produkty
fermentacji okre§lano na chromatografie gazowym Hewlett Packard 5890 zao-
patrzonym w plomieniowy detektor jonizacyjny (FID). W tym celu 1 ul superna-
tantu wstrzykiwano na kolumng¢ chromatograficzng. Oznaczenic alkoholi prowa-
dzono przy nast¢pujacych parametrach chromatografu: temp. injektora i detekto-
ra odpowiednio 150°C i 220°C, temp. kolumny 120°C. Natomiast lotne kwasy tlu-
szczowe oznaczano przy temp. injektora i detektora 220°C i temp. kolumny
180°C. Jako gaz nos$ny zastosowano hel.

Omowienie wynikéw i dyskusja

Podstawowym pierwiastkiem strukturalnym wchodzacym w sklad organi-
zméw zywych jest wegiel, dlatego tez procesy, ktére prowadza do jego odzyskiwa-
nia z obumartych szczatkéw roSlin i zwierzat sa bardzo wazne z punktu widzenia
ochrony $rodowiska i ekologii. Rozklad martwej substancji organicznej, w tym
polisacharydéw prowadzony jest w §rodowisku naturalnym gléwnie przez wyspe-
cjalizowane grupy fizjologiczne mikroorganizméw [WEIMAR, ZEIKUS 1977; BHAT,
BHAT 1997; LEE 1997).

Bakterie z rodzaju Clostridium wykazujg zdolno$é do beztlenowego rozkla-
du réznych zwigzkéw organicznych, w tym polisacharyddéw, takich jak: celuloza,
hemiceluloza, skrobia i inne [WEIMAR, ZEIKUS 1977; BHAT, BHAT 1997].

Mikrobiologiczne procesy rozktadu polisacharydéw rozpoczynajg reakcje
hydrolityczne przeprowadzane przez Clostridium sp. dzigki takim enzymom hy-
drolitycznym jak celulaza, ksylanaza, amylaza i innym, ktére zlokalizowane sg
w powierzchniowych strukturach tzw. celulosomach [MURTY, CHANDRA 1991; LEVY,
SSHOSEYOR 2002].

W niniejszej pracy wyizolowano z gleby szczepy bakterii z rodzaju Clostri-
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dium, ktére zidentyfikowano jako C. celerecrescens, C. cellulolyticum 1 C. lento-
cellum.

Badania enzymatyczne wykazaly zdolno$¢ badanych szczepdw bakterii z ro-
dzaju Clostridium hodowanych w pozywce z dodatkiem bibuly filtracyjnej Wha-
tman Nr 1. do biosyntezy petnego kompleksu celulazy (rys. 1, 2, 3). Wszystkie
badane szczcpy wytwarzaly endoglukanazg, egzoglukanazg i celobiazg.
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Rys. 1. Produkcja enzyméw celulolitycznych (CMC-azy, celobiazy, FP-azy) w hodowli
Clostridium celerecrescens

Fig. 1. Production of cellulolytic enzymes (CMC-ase, Cellobiase, FP-ase) in the cul-
ture of Clostridium celerecrescens
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Rys. 2. Produkcja enzymow cclulolitycznych (CMC-azy, celobiazy, FP-azy) w hodowli
Clostridium lentocellum

Fig. 2. Production of cellulolytic cnzymes (CMC-ase, Cellobiase, FP-ase) in the cul-
ture medium of Clostridium lentocellum

Hodowlc szczepow C. celerecrescens (rys. 1) i C. cellulolyticum (rys. 3) wykazywaty
wysoka aktywno$¢ FP-azy, natomiast znacznie mniejsza aktywno§é CMC-azy 1 ce-
lobiazy. Najwyzsza aktywno$¢ FP-azy 1 CMC-azy wykazano w hodowlach wszys-
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tkich badanych szczep6w bakterii po 7 i 14 dniach inkubacji. Szezep C. cellulolyti-
cum (rys. 3) wytwarzal ponad 200 mU'mg-! bialka FP-azy 14 dnia trwania hodo-
wli, natomiast szczep C. celerecrescens (rys. 1) okolo 120 mU-mg! biatka. Tylko
hodowle szczepu C. lentocellum (rys. 2) wykazywaly po 7 dniach inkubacji wyzszg
aktywno$¢ CMC-azy (80 mU'mg! bialka) niz FP-azy (69 mU-mg-! bialka). Bada-
ne szczepy wykazywaly wyzsza aktywnos$¢ enzyméw cclulolitycznych w poréwnaniu
z badaniami prowadzonymi nad aktywnoscia celulolityczng mezofilnych bakterii
z rodzaju Clostridium przez MURTY 1 CHANDRA [1991]. Natomiast zblizone
aktywno$ci do wykazanych w naszej pracy sg przedstawione w badaniach nad
mezofilnymi clostridiami prowadzone przez CAILLEZA i in. [1993].
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Rys. 3. Produkcja enzyméw celulolitycznych (CMC-azy, celobiazy, FP-azy) w hodowli
Clostridium cellulolyticum

Fig. 3. Production of cellulolytic enzymes (CMC-ase, Cellobiase, FP-ase) in the cul-
ture medium of Clostridium cellulolyticum

Badania produktéw fermentacji celobiozy, bibuly filtracyjnej 1 celulozy
sproszkowanej Avicel przeprowadzono metodami chromatografii gazowej. Wyka-
zaly one réznice w kierunkach beztlenowego metabolizmu tych zwigzkéw przez
wyizolowane z gleby szezepy Clostridium. Badane szczepy Clostridium sp. w po-
zywce z dodatkiem celobiozy produkowaty giownic kwas octowy, ctanol i kwas
mastowy, natomiast podczas wzrostu na bibule filtracyjnej wytwarzaly kwas pro-
pionowy, etanol i kwas izowalerianowy (tab. 1). W hodowlach badanych szczepow
bakterii podczas wzrostu na ceclulozie mikrokrystaliczne] Avicel zidentyfikowano
etanol, kwas octowy i kwas mastowy. We wszystkich kombinacjach wykrywano
rowniez S§ladowe iloSci propanolu, butanolu i alkoholu N-amylowego. Natomiast
w badanych hodowlach nic wykryto metabolitéw takich jak kwas walcrianowy
1 metanol.

RAVINDER i in. [2001] wykazali, z¢ C. lentocellum S(G:6 produkowal znaczne
ilosci kwasu octowego i alkoholu etylowego podczas beztlenowej hodowli w po-
zywee z celulozg. [lo$¢ metabolitéw byla uzalezniona od Zrodla azotu i zastosowa-
nego gazu obojetnego w atmosferze ktérej hodowano bakteric. Najwicksze ilosei
gléwnych metabolitéw stwierdzano w hodowlach w atmosferze azotu 1 w micsza-
ninie wodoru i dwutlenku wegla.



Tabela 1; Table 1

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

Produkty fermentacji (zawarto$¢ w mg/100 ml supernatantu)
Products of fermentation (concentration in mg/100 mi of supernatant)
Clostridium strains kwas kwas _ kwas kwas kwas kwas 1\?.1:1—?]};?(1,.
octowy |propionowy | izowaleria- waleriano- i;omasio\.avy maslow metanol | propanol }butanol wy etanol
a::itéc pr(;gizzjmc ;Sov;gﬁ A wy lsobu.tync bul)"rlc methanol | propanol | butanol N-amyl ethanol
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 bibuly filtracyjnej; Fermentation of filter paper
Clostridium celerecrescens - 70,0 358 - 44 - - 1,40 0,27 0,94 40,0
Clostridium lentocellum - 67,6 477 - - 10,5 - - 0,18 0,57 40,0
Clostridium cellulolyticum | 41,9 17,9 5.8 ~ 22 - - 1,06 0,14 0,96 10,0
Fermentacja celulozy mikrokrystalicznej Avicel, Fermentation of Avicel microcrystalline celiulose
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 0,03 5,77 20,0
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Dodatek do pozywki jako Zrodto azotu ekstraktu drozdzowego 1 peptonu stymu-
lowat rozktad celulozy przez badanc bakterie. Podobne wyniki otrzymali RaM i in.
{1991] w hodowlach C. thermocellum SS8 i C. thermocellum GS1.

Wyniki badai enzymatycznych zawarte w ninicjszej pracy wykazalty zdolnosé
C. celerecrescens, C. cellulolyticum 1 C. lentocellum do mineralizacji zaréwno cclu-
lozy krystalicznej jak 1 amorficznej do cukréw prostych i dalsza ich fermentacjg
do kwasow i alkoholi. Mozna przypuszczad, ze w §rodowisku naturalnym badane
szezepy Clostridium réwniez fermentujg celuloze do takich zwiazkow jak: cukry
proste, alkohole, kwasy 1 gazy, ktére wpltyna na whadciwosci biotyczne i abiotyczne
zasiedlanego §rodowiska naturalnego.

Whioski

1. Clostridium lentocellum, C. cellulolyticum i C. celerecrescens produkujg petny
kompleks celulazy, dzigki czemu moga rozktada¢ cclulozg krystaliczng.

2. Najwyzsza aktywnos$é FP-azy wykazano w hodowlach badanych szezepdw
bakterii 7 i 14 dnia inkubacj.

3. Badane szczepy bakterii z rodzaju Clostridium fermentowaly celobiozg 1 ce-
lulozg w pozywce hodowlanej gldwnic do kwasu octowego 1 alkoholu cty-
lowego.
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Streszczenie

Ccluloza w §rodowisku naturalnym podlega rozkltadowi biologicznemu
przez szeroka grupe fizjologiczng tzw. mikroorganizméw celulolitycznych. W wa-
runkach beztlenowych przemiany celulozy sa przeprowadzane przez przetrwalni-
kujace bakterie z rodzaju Clostridium. Literatura naukowa donosi gltéwnie o roz-
ktadzie cclulozy przez termofilny szczep bakterii C. thermocellum. Nieliczne prace
badawcze informuja natomiast o rozkladzie celulozy prowadzonym przez mezofil-
nc bakterie z rodzaju Clostridium.

W prezentowancj pracy wyizolowano trzy szczepy bakterii z rodzaju Clos-
tridium 1 zbadano ich aktywnos¢ celulolityczng. Wyizolowane bakterie zidentyfi-
kowano jako C. celerecrescens, C. cellulolyticum 1 C. lentocellum. Wszystkie wyizo-
lowane szczepy bakterii produkowaly FP-azg, CMC-azg 1 celobiazg. Podczas
wzrostu w warunkach beztlenowych w pozywee z dodatkiem celobiozy, bibuly
filtracyjnej 1 mikrokrystalicznej cclulozy Avicel jako jedyne Zrédlo wegla oznaczo-
no produkty fermentacji metoda chromatografii gazowej. Badane gatunki bakterii
metabolizowaly cclobioze i celuloze Avicel do kwasu octowego 1 mastowego oraz
do etanolu. Natomiast bibul¢ filtracyjng do kwasu propionowego i izo-waleriano-
wego i etanolu. We wszystkich badanych probkach wykrywano sladowe iloéci pro-
panolu, butanolu i kwasu mastowego.
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DECOMPOSITION OF CELLULOSE BY SOIL
ISOLATED MESOPHILIC BACTERIA STRAINS
OF THE GENERA Clostridium

Khalifa Omar-El Haj, Ewa Beata Gorska, StefanRussel
Department of Agricultural Microbiology,
Warsaw Agricultural University, Warszawa

Key words: Clostridium, degradation of cellulose, cellulase, products of fer-
mentation
Summary

Cellulose can be biologically degraded by a wide range of microorganisms.
Under anaerobic condition cellulose is transformed by spore-forming bacteria
belonging to genera Clostridium.

Most papers dealing with anaerobic degradation of cellulose arc connected
with thermopfilic bacteria Clostridium thermocellum. Only a few information
could be found in literature about anaerobic transformation of ccllulose by
mesophilic clostridia.

In the present paper three strains of mesophilic, anacrobic, spore-forming
bacteria were isolated from the soil and its cellulolytic activity was investigated.
The isolated bacteria were identified as Clostridium lentocellum, C. cellulolyti-
cum and C. celerecrescens. All isolated strains were able to produce FP-ase,
CMC-ase and cellobiase. During the growth of investigated strains under anaero-
bic condition in medium amended with cellobiose, filter paper and Avicel micro-
crystalline cellulose as a sole carbon source the different fermentation products
could be found using gas chromatography. Investigated bactcrial strains metabo-
lised cellobiose and Avicel cellulose mainly to acetic and butyric acids and etha-
nol, and filter paper to propionic and iso-valerianic acids and ethanol. In all
investigated samples the trace amounts of propanol and butanol were also found.
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