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Summary

Xylans as compounds of plant lignocellulosics seem to be a very useful
feedstock for an effective utilization in biotechnology. This is due to their abun-
dance and renewability as well as the possibility of producing various chemical
by-products, fuels, fodder and food products from this source. On the other
hand, an enzymatic removal of xylans from cellulosic pulps and coffee extracts
by xylanases is very important for the production of high quality paper and cof-
fee. This review article presents new trends in the investigations on plant xylans
and their enzymatic hydrolysis by xylanases of different origin. Special attention
has been paid to catalytic properties of different enzymes of xylanolytic com-
plex, to their synergistic interactions, and to the mechanisms of their regula-
tion, as well as molecular structure of the genes encoding particular enzymes.
Most promising prospects for the practical applications of xylanases are also
discussed.
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1. Wprowadzenie
Ksylan jest jednym z najwazniejszych sktadnikéw hemicelu-

loz, ktore razem z ligning i celuloza wchodza w sktad kompleksu Ii-
gninocelulozowego w $cianach komérkowych roslin. Bedac istotnym
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sktadnikiem drewna, szczegoélnie twardego, a takze roslin jednorocznych, ksylan jest
brany pod uwage jako wazny surowiec do wykorzystania na drodze biokonwersji bo-
wiem powstajgce w wyniku jego hydrolizy enzymatycznej produkty moga stanowic
punkt wyjécia do produkgji pasz, paliw, zywnosci i chemikaliow [1]. Wazne zagadnienie
stanowi takze wykorzystanie enzyméw ksylanolitycznych w przemysle celulozowo-pa-
pierniczym. Jednakze efektywna eksploatacja ksylanu jako taniego surowca w biotech-
nologii wymaga petnego zrozumienia proceséw enzymatycznych warunkujacych degra-
dacje tego ztozonego heteropolimeru, jak réwniez interakcji pomiedzy poszczegolnymi
enzymami kompleksu ksylanolitycznego. W ostatnich latach wzrost zainteresowania
rozkladem ksylanéw znajduje odbicie w obszernym pismiennictwie dotyczacym tego
tematu. Szeroko omawiane sg zarowno mozliwosci zastosowania enzyméw rozkia-
dajacych ksylen, jak i wlasciwosci ksylanaz pochodzacych z réznych zZrédet [2-4].

2. Charakterystyka ksylanéw roSlinnych

Ksylany nalezg do heteropolisacharydéw roslinnych $cian komérkowych — hemi-
celuloz. Ich gtéwnymi sktadnikami sg tworzace tancuch reszty ksylopiranozowe po-
taczone wigzaniami [-1,4-glikozydowymi. Zaleznie od pochodzenia tych polimerow,
ich tancuch gtéwny moze by¢ podstawiony bocznymi grupami L-arabinofuranozowy-
mi, acetylowymi lub 4-0-metyloglukuronowymi oraz kwasem ferulowym lub p-kuma-
rowym. Grupy boczne ksylanéw mogg uczestniczy¢ w wigzaniu ligniny poprzez two-
rzenie wigzan estrowych pomiedzy resztami kwasu 4-0-metyloglukuronowego a li-
gning lub eterowych miedzy czasteczka ligniny a grupami arabinozowymi ksylanu [5].

Ksylany wystepujg w drewnie miekkim drzew iglastych, drewnie twardym drzew
lisciastych, trawach oraz nasionach wielu roslin. Najbardziej zasobne w te zwigzki
jest drewno twarde i rosliny jednoroczne, w ktorych zawartos¢ ksylanéw w suchej
masie moze dochodzi¢ nawet do 35% [6]. Rzadko spotykana forma ksylanu jest ho-
moksylan. Sktada sie on, w odréznieniu od heteroksylanu, wylgcznie z reszt ksylo-
zy. Forme taka spotyka sie m. in. w todygach tytoniu.

2.1. Ksylany drewna twardego

Gtownym sktadnikiem hemiceluloz drewna twardego jest O-acetylo-4-O-metylo-
glukurono-B-D-ksylan, zwany najcze$ciej glukuronoksylanem. Jego ilo§¢ w tym ro-
dzaju drewna waha sie od 15 do 30%, a stopien polimeryzacji wynosi okoto 200.
tancuch glukuronoksylanu sktada sie z podjednostek D-ksylopiranozowych pofaczo-
nych wigzaniami typu B-1,4. Przecietnie, co dziesigta reszta ksylozy posiada od-
galezienie w postaci kwasu 4-0-metyloglukuronowego przytaczonego w pozycji C-2
ksylozy. Ksylan drewna twardego jest wysoko acetylowany. Srednio siedem na dzie-
sie¢ podjednostek tancucha jest podstawionych grupami acetylowymi w pozycjach
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C-2 lub C-3 lub w obu jednoczes$nie. Natomiast jedna reszta kwasu 4-0-metylo-a-D-
-glukuronowego wystepuje przecietnie na dziesie¢ jednostek ksylozy przytaczona
wigzaniem typu o-1,2. Ksylan drewna twardego zawiera réwniez mniejsze ilosci
reszt ramnozy i kwasu galakturonowego na redukujgcym koncu tancucha [7,8].

Istniejg réwniez inne formy ksylanéw. Rzadko spotykanym rodzajem heteroksy-
lanu, wystepujacym miedzy innymi w drewnie eukaliptusa, jest 2-0-a-D-galaktopira-
nozo-4-0-metylo-a-D-glukurono-D-ksylan, ztozony z reszt galaktozowych, 4-0O-me-
tyloglukuronowych i ksylozowych w proporcji 1:3:30 [9].

2.2. Ksylany drewna mi¢kkiego

Wszystkie ksylany drewna miekkiego zbudowane sg ze szkieletu reszt f3-1,4-D-
-ksylopiranozy. Charakteryzuja sie duza zawartos$cig kwasu 4-O-metyloglukurono-
wego i dlatego tez sa to przede wszystkim arabino-4-O-metyloglukuronoksylany.
Polisacharydy tego typu stanowig od 7 do 10% suchej masy miekkiego drewna. Prze-
cietnie siedem na dziesiec reszt ksylozy jest podstawionych resztami kwasu 4-0-me-
tyloglukuronowego przylaczonego w pozycji C-2. Jedna reszta arabinofuranozy wy-
stepuje $rednio na osiem do dziewieciu reszt ksylozy [8]. Ksylany drewna miekkiego
roznig sie od ksylanéw drewna twardego tym, ze nie sa acetylowane oraz wykazuja
obecnos¢ podstawnikéw arabinozowych potaczonych wigzaniami o-l,3-glikozydo-
wymi z tancuchem gtownym ksylanu. Poza tym majg one krotsze tancuchy (stopien
polimeryzacji 70-130) i sa mniej rozgatezione od ksylanéw drewna twardego [10].
Reszty B-1,4-D-ksylopiranozy, kwasu 4-O-metylo-a-D-glukuronowego i L-arabinozy
wystepuja w ksylanach drewna miekkiego w stosunku 100:20:13 [11].

2.3. Ksylany roslin jednorocznych

Ksylan jest waznym skfadnikiem roslin jednorocznych, w tym gatunkéw upraw-
nych. W wyniku kwasowej hydrolizy stomy, a takze tusek pszenicy, jeczmienia i ryzu
mozna uzyskac okoto 20% ksylozy w suchej masie materiatu roslinnego [12]. Z kolei
pentozany zyta mogg tworzy¢ z bialkami trwate kompleksy, ktorych udziat w biatku
ogo6lnym ziarniaka moze dochodzi¢ do 40%. Kompleksy te sg tylko w niewielkim
stopniu dostepne dla enzymow proteolitycznych w przewodzie pokarmowym, stad
najczesciej gorsza jest strawno$¢ biatka jak i samych pentozanéow [102].

Ksylany roslin jednorocznych sa zbudowane podobnie jak ksylany drewna. Za-
wieraja jednak mniejsze ilosci kwaséw uronowych, sg bardziej rozgatezione, a takze
wykazuja wiekszg zawarto$¢ reszt L-arabinofuranozowych wystepujacych zwykle
w pozycji C-3 ksylozy. Jedna na siedem reszt ksylozowych posiada boczny fancuch
w postaci L-arabinofuranozy [8]. Reszty L-arabinozy podstawione jako grupy termi-
nalne wystepuja w formie furanozy. Zwykle w mniejszych ilosciach obecne sg takze
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reszty kwasu D-glukuronowego lub/i 4-D-metyloglukuronoksylanu. Ksylany roslin
jednorocznych sg réowniez acetylowane. Wsréd traw istnieje duza réznorodnosé
ksylanow w zaleznos$ci od gatunku i tkanki w jakiej wystepuja.

3. Enzymatyczny rozklad ksylanéw

W celu catkowitego rozktadu rozgatezionego acetyloksylanu konieczne jest dzia-
lanie nastepujacych enzymoéw hydrolitycznych: endo-f-1,4-ksylanazy, egzo-p-1,4-D-
-ksylozydazy, a-D-glukuronidazy, a-L-arabinofuranozydazy, esterazy octanowej lub
acetyloksylanoesterazy. Endo-B-1,4-ksylanaza i egzo-p-1,4-D-ksylozydaza odgrywaja
zasadniczg role w hydrolizie ksylanu degradujac go do ksylooligosacharydéw. Z ko-
lei a-D-glukuronidaza, a-L-arabinofuranozydaza i esteraza octanowa biorg udziat
w odszczepianiu bocznych grup i tancuchéw heteroksylanu. Grupy boczne w ksyla-
nie sg czynnikami ograniczajacymi osiggniecie efektywnej hydrolizy substratu [13],
dlatego niezbedna jest kooperacja wszystkich wymienionych enzymoéw. W propono-
wanym dla Trichoderma reesei mechanizmie degradacji ksylanu zaktada sie, ze endok-
sylanaza, rozpoczynajgc proces hydrolizy produkuje rozpuszczalne podstawione
ksylooligosacharydy, degradowane nastepnie przez pozostate enzymy do monome-
row cukrowych [14]. Hipotetyczny schemat ksylanu i miejsc dziafania poszczegol-
nych enzymoéw przedstawiono na rysunku.
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Rys. Hipotetyczny rozktad ksylanu roslinnego oraz miejsca dziatania poszczegélnych enzyméw ksy-
lanolitycznych (15).
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U niektérych bakterii, biorgcych udziat w degradacji ligninocelulozy, odkryto
wielofunkcyjny i wieloenzymatyczny kompleks nazwany celulosomem. U Clostridium
thermocellum jest on odpowiedzialny za przyleganie (adherencje) bakterii do celulozy
i za hydrolize substratu. W 1991 r. Lin i Thomson [16] wprowadzili analogiczne poje-
cie ksylanosomu. Opisany przez nich kompleks, wystepujacy u Butyrivibrio fibrisolvens,
ztozony jest z 11 biatkowych podjednostek o aktywnosci ksylanazy oraz z 3 podjed-
nostek o aktywnos$ci endoglukanazy. Réwniez Pohlschroder i wsp. [17] opisali
u C. papyrosolvens multikompleks odpowiedzialny za hydrolize zar6wno celulozy, jak
i ksylanu. Ztozony jest on z przynajmniej siedmiu ré6znych substancji biatkowych.

4. Enzymy kompleksu ksylanolitycznego

4.1. Endo-f3-1,4-ksylanaza

Endo-B-1,4-ksylanaza (ksylanohydrolaza 1,4-B-D-ksylanu; EC 3.2.1.8) atakuje
w sposob przypadkowy tancuch ksylanu, rozszczepiajac liniowe wigzania glikozydo-
we typu B-1,4. Efektem jej dzialania sa podstawione lub nie podstawione oligomery,
ksylobioza lub ksyloza.

Endoksylanazy sa klasyfikowane w obrebie dwo6ch gtéwnych ewolucyjnych ro-
dzin hydrolaz glikozylowych (F lub 10 i G lub 11). Rodzina 10 jest wieksza, bardziej
rozbudowana, a produktami dzialania enzymoéw z tej rodziny sg krétkie oligosacha-
rydy. Enzymy rodziny 11 sg bardziej specyficzne w stosunku do ksylanu. Szczegolne
zainteresowanie wzbudza ich wytrzymatos$¢ na ekstremalne temperatury, co spowo-
dowalo ze ksylanazy tego typu znalazly przede wszystkim zastosowanie w przemys-
le [18,19]. Wtasciwosci fizykochemiczne wybranych endoksylanaz zestawiono w ta-
beli 1.

Tabela 1
Charakterystyka wybranych grzybowych i bakteryjnych endo-f3-1,4-ksylanaz

. Masa Punkt Optymalne Optymalna K Vinax o

Pochodzenie enzymu |czasteczkowa |, temperatura (umol/min | Literatura
(kDa) izoelektryczny pH €0 (mg/ml) X mg)

1 2 3 4 5 6 7 8
Aspergillus oryzae 21,0 - 6,0 58 5,1 - [20]
Clostridium absonum

I 150,0 - 0,5-7,5 75 1,1 454,5 [21]

11 95,0 - 7,5 80 1,4 363,6
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1 2 3 4 5 6 7 8

Trichoderma reesei

I 20,0 9,0 5,0-5,5 - 3,0 (2) 40,7 (a) [22]
3,8 (b) 23,6 (b)
6,8 (¢) 12,8 (c)
I 19,0 5,5 4,0'4,5 - 14,8 (a) 4736 (a)
22,3 (b) 5129 (b)
18,9 (¢) 1190 (c)

a) okreslone wobec acetyloglukuronoksylanu; b) deacetylowanego glukuronoksylanu; ¢) niepodstawonego ksylanu

4.2. Egzo-[-1,4-D-ksylozydaza

Egzo-B-1,4-D-ksylozydaza (ksylanohydrolaza B-1,4-D-ksylanu; EC 3.2.1.37) uwal-
nia reszty D-ksylozy z konca ksylooligosacharydéw. Mechanizm jej dziatania na sub-
strat jest podobny do endoksylanazy, ale w odréznieniu od niej, egzo-B-1,4-D-ksylo-
zydaza hydrolizuje liniowe wiazania ksylooligosacharydéw, rozpoczynajgc od niere-
dukujacego konca. Egzoksylozydaza jest zwykle wytwarzana réwnoczesnie z endok-
sylanazg. Atakuje ona ksylooligosacharydy, uwalniajac czasteczki ksylozy az do mo-
mentu, kiedy dalsze dzialanie enzymu nie zostanie zablokowane przez podstawniki
arbinofuranozowe lub 4-0-metyloglukuronowe [14].

Za pomocg chromatografii cienkowarstwowej wykazano, ze B-D-ksylozydaza
z Bacillus pulmus hydrolizowata ksylotetroze do triozy, a pézniej do ksylobiozy, co
oznacza, ze ksylobioza nie byta otrzymywana bezposrednio z ksylotetrozy [23]. Masa
czasteczkowa egzo-f-1,4-D-ksylozydazy najczesciej osigga wartos¢ ponad 100 kDa.

Dekker [24] byt jednym z pierwszych, ktéry wykazal znaczacy udzial egzo-B-
-1,4-D-ksylozydazy w petnej hydrolizie ksylanoéw przez ksylanazy T. reesei. Rola tego
enzymu w produkgcji ksylozy zostata rowniez wyraznie zaakcentowana w pracy Kit-
preechavanich i wsp. [25]. Wydajnym zrédiem egzo-B-1,4-D-ksylozydazy jest wiele
gatunkow bakterii i grzybow, z ktérych enzym ten zostat oczyszczony. Podstawowe
wiasciwosci niektérych egzoksylozydaz przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2
Charakterystyka wybranych egzo-f3-1,4-D-ksylozydaz

) Masa Punkt Optylmalne Optymalna K Vinan o
Pochodzenie enzymu |czasteczkowa|, temperatura (umol/min | Literatura
(kDa) izoelektryczny pH C) (mM) X mg)
1 2 3 4 5 6 7 8
Aspergillus carbonarius 100 44 4,0 60 0,2 (a) - [26]
Aspergillus nidulans 180 - 5,0 50 L1 (a) 25,6 (a) (27]
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1 2 3 4 5 6 7 8
Aspergillus oryzae
Xyl 190 - 4,555 75 0,5 (a) - (28]
13,8 (b)
Xyl2 120 - 5,0-5,5 75 14 (2) -
39 @
Xyl3 180 - 4,555 55 3,3 (@ -
Candida utilis 92 5,6 6,0 40 - - [29]
Trichoderma koningii 100 4,6 3,54,0 55-60 0,04 (a) - [30]

a) okreslone wobec p-nitrofenylo-B-D-ksylozydu, b) okreslone wobec ksylobiozy

4.3. a-L-Arabinofuranozydaza

o-L-Arabinofuranozydaza (arabinofuranohydrolaza a-L-arabinofuranozydéw; EC
3.2.1.55) jest kolejnym enzymem niezbednym do peinej hydrolizy rozgatezionych
heteropolimeréw hemicelulozowych, poniewaz katalizuje hydrolityczne usuniecie
z nich reszt L-arabinofuranozowych z nieredukujacych koncow [31].

o-L-Arabinofuranozydaza hydrolizuje w arabinoksylanach wigzania zaréwno o-1,3-
jak i a-l,5-arabinoruranozowe. Enzym pochodzacy z Aspergillus niger atakuje naj-
pierw reszty arabinofuranozowe przylgczone wigzaniami a-1,3, a nastepnie hydroli-
zuje wigzania a-1,5. Hydroliza nastepuje az do catkowitej konwersji arabinianu do
arabinozy. Reszty arabinofuranozowe sg zwykle dofaczone do fancucha gtéwnego
arabinoksylanéw, a-L-arabinofuranozydéw, arabanéw i arabinogalaktanéw, a usu-
niecie ich przez a-L-arabinofuranozydaze zwykle utatwia atak na szkielet ksylanu
endo-P-1,4-ksylanazom [32]. Reszty L-arabinozydowe wystepujg w heteropolisacha-
rydach i zwigzkach glukozydopodobnych, jednak ilo§¢ L-arabinozy i L-arabanéw
w zywych tkankach jest stosunkowo mata. Czestotliwo$¢ wystepowania L-arabinofu-
ranozy jest r6zna. Wedtug jednych autoréw na 7-13 reszt D-ksylopiranozy przypada
jedna reszta L-arabinofuranozy, wedtug innych przypada ona na 20-40 tego typu
reszt. Mimo niewielkiej zawarto$ci reszt L-arabinozydowych w tancuchu ksylozydo-
wym, hamuja one jednak znacznie wydajno$¢ enzymatycznej hydrolizy hemiceluloz
przy udziale endo-f-1,4-ksylanaz [33].

Masa czasteczkowa a-L-arabinofuranozydaz moze osiagga¢ nawet 495 kDa, przy
czym mogg one wystepowac¢ w formie mono-, di-, tetra-, heksa-i oktameru. Wtas-
ciwosci niektorych o-L-arabinofuranozydaz pochodzenia bakteryjnego i grzybowe-
go podano w tabeli 3.
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Tabela 3
Charakterystyka wybranych o-arabinofuranozydaz
) Masa Punkt Optymalne Optymalna K Vinax ) )
Pochodzenie enzymu czasteczkowa izoelektrvezn " temperatura (M) (umol/min |Literatura
(kDa) ey p ©c) X mg)
Aspergillus awamori 65 3,6 46 50 1,4 - [34]
3,2

Aureobasidium pullulans 210 - 4,0-4,5 75 0,3 - [35]
Clostridium acetobutylicum 94 8,2 5,0-5,5 - 4,0 36,4 [36]
Pichia capsulate 72 51 6,0 50 - - [37]
Streptomyces purpurascens 495 3,9 6,5 - 0,08 - [38]

4.4. a-D-Glukuronidaza

o-D-Glukuronidaza (glukuronohydrolaza a-D-glukuronozydéw; EC 3.2.1) hydroli-
zuje wigzania glikozydowe pomiedzy reszta kwasu a-D-glukopiranozowego i D-ksy-
lozy lub reszta kwasu 4-0-metylo-a-D-glukopiranozowego i D-ksylozy, uwalniajac
w ten sposob kwas D-glukuronowy lub kwas 4-0-metylo-o-D-glukuronowy.

llo$¢ reszt kwasu 4-0-metyloglukuronowego w drewnie miekkim jest wieksza
niz w drewnie twardym. W ksylanie brzozy przecietnie jedna reszta kwasu 4-0-me-
tyloglukuronowego przypada na dwanascie reszt ksylozy, natomiast w ksylanie so-
sny i $wierku jedna reszta tego kwasu przypada na siedem reszt ksylozy.

a-D-Glukuronidaza jest najmniej zbadanym enzymem z biorgcych udziat w roz-
ktadzie ksylanéw. Masa czasteczkowa oczyszczonej a-D-glukuronidazy wynosi zwyk-
le okoto 100 kDa. Reszty kwasu 4-O-metylo-D-glukuronowego, odszczepiane przez
enzym z podstawionych kwasowych ksylooligomeréw, sg zwigzane z tancuchem
ksylanowym w pozycji 1-2, tworzac odgatezienia. Prawdopodobnie wiasnie te roz-
galezienia stanowig przestrzenna przeszkode dla dziatania endo-B-1,4-ksylanaz hy-
drolizujacych tancuch ksylenu [39].

o-D-Glukuronidaza z T. reesei wykorzystuje jako substraty niskoczasteczkowe
ksylooligomery. Enzym ten dziata prawie wylacznie na wigzania miedzy resztg kwa-
su glukuronowego a ksylozg na nieredukujgcym koncu fancucha [40]. Takze o-D-glu-
kuronidaza z A. tubingensis jest zdolna do uwalniania kwasu 4-0-metylo-o-D-gluku-
ronowego tylko z tych fragmentéw glukuronoksylanu brzozy, w ktorych kwas ten
jest przytaczony do nieredukujacego konca [41]. Aktywnos¢ a-D-glukuronidazy zo-
stata wykryta zarowno w kulturach bakterii jak i grzybow. Po raz pierwszy jej obec-
nos¢ stwierdzono u T. reesei [42]. W 1987 r. Puls i wsp. [43] doniesli o produkgcji
o-D-glukuronidazy przez Agaricus bisporus i Pleurotus ostreatus, za$ po raz pierwszy
enzym ten zostal oczyszczony z kultury Thermoascus aurantiacus [44]. Wtasciwos$ci
niektorych a-D-glukuronidaz zebrano w tabeli 4.
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Tabela 4
Charakterystyka wybranych o-glukuronidaz

Masa Temperatura Vinax
) Punkt Optymalne K . ,
Pochodzenie enzymu czasteczkowa izoelekirvezn i optymalna (mM) (mmol/min | Literatura
(kDa) ey P €0 X mg)
Schizophyllum commune 125 3,6 4,5-5,5 - - - [45]
Aspergillus tubingensis 107-112 5,1 4,5-6,0 70 - - [46]
Trichoderma reesei 91 5,0-6,2 4,5-6,0 40 - - [47]
Bacillus stearothermophilus 78 5,3 6,5 40 0,78 15,3 [48]

4.5. Esterazy uczestniczace w rozkladzie ksylanu

Esterazy biorgce udzial w degradacji polisacharydéw dzielg sie na dwie grupy za-
leznie od ich specyficznosci i roli fizjologicznej. Pierwsza grupa obejmuje esteraze
octanowq i acetyloksylanoesteraze. Oba enzymy usuwajg grupy acetylowe z krot-
kich i z dtugich tancuchow ksylanu, co powoduje wiekszg podatnos¢ tego substratu
na dziatanie endo-B-1,4-ksylanaz. Do grupy drugiej nalezg esterazy zdolne do uwal-
niania z ksylanu kwaséw aromatycznych (ferulowego i kumarowego). Kwasy te two-
rzg mostki pomiedzy taficuchami polisacharydéw oraz facza lignine ze sktadnikami
weglowodanowymi [49].

4.5.1. Esteraza octanowa

Esteraza octanowa (acetyloesteraza estrow octowych; EC 3.1.1.6) odszczepia
kwas octowy zwtlaszcza od trzeciego wegla tancucha.

Obecnos¢ grup acetylowych jako podstawnikéw w r6znych roslinnych polisacha-
rydach, szczegolnie hemicelulozach i pektynach, zostata stwierdzona wiele lat te-
mu. Na przyktad ksylan brzozy zawiera 2 grupy acetylowe na 3 reszty ksylozy. Z ko-
lei w metyloglukuronoksylanie §rednio 7 na 10 podjednostek fancucha jest podsta-
wionych grupami acetylowymi w pozycjach C-2 lub C-3 lub w obu jednoczesnie. Ak-
tywno$¢ tego enzymu jest szczegdlnie wazna podczas degradacji drewna twardego,
w ktérym 60-70% reszt ksylopiranozy jest acetylowana. Podstawniki acetylowe unie-
mozliwiaja pelng biodegradacje ksylanu przez endo-B-l,4-ksylanazy, dlatego nie-
zbedne jest synergiczne dziatanie wszystkich enzymoéw ksylanolitycznych. Do tej
pory scharakteryzowano wiele esteraz octanowych wystepujacych u grzybéw i bak-
terii (tab. 5).
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Tabela 5
Charakterystyka wybranych esteraz octanowych
Masa Temperatura Vinax
Pochodzenie enzymu | czasteczkowa |, Punkt Optymalne optymalna Kn (umol/min | Literatura
(kDa) izoelektryczny pH c) (mM) X mg)
Aspergillus awamori 31 - 7,0 - - - [50]
Candida guilliermondii 67 7,6 7,5 50-60 2,63 213,3 [51]
Termitomyces clypeatus - - 6,5 50 0,83 48 [52]

4.5.2. Acetyloksylanoesteraza

Acetyloksylanoesteraza (EC 3.2.1.72) nazywana jest tez inaczej esterazg acety-
loksylanu. Jej wytwarzanie przez grzyby opisano po raz pierwszy w roku 1985 [53].
0Od tego czasu zainteresowanie tym enzymem ciggle wzrasta. Wczesniejsze trudno-
Sci w badaniu aktywno$ci acetyloksylanoesterazy spowodowane byly brakiem odpo-
wiednich substratow. Obecnie uzywany jest do tego celu najczesciej acetylowany
ksylan brzozy lub modrzewia. Pomimo ze ksylan w formie natywnej jest wysoko
acetylowany, wiekszo$¢ ksylanéw uzywana do oznaczania aktywnos$ci enzymow ksy-
lanolitycznych byta znacznie deacetylowana podczas procesu ekstrakgcji alkaliami
[54]. Podstawowe wtasciwosci fizykochemiczne niektorych acetyloksylanoesteraz
zostaly zamieszczone w tabeli 6.

Tabela 6
Charakterystyka wybranych acetyloksylanoesteraz
Masa Temperatura Vinax
Pochodzenie enzymu czasteczkowa iz :) llj(ltlkt m Optyl?{alne optymalna (;(1'1'\'4) (umol/min | Literatura
(kpa) |Gyl P 0 X mg)
Orpinomyces sp. 35 - 9,0 30 0,9 785 [55]
Penicillium purpurogenum
AXEL 48 7,5 5,3 50 - - [56]
AXEIl 23 7,8 5,5-6,0 55-60
Bacillus pumilus 40 48 8,0 55 1,54 360 [57]
Thermoanaerobacterium sp.
AXEI 195 4,2 7,0 80 0,45 - [58]
AXEII 106 43 7,5 84 0,52 -
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4.5.3. Esterazy ferulanowa i p-kumarylowa

Esterazy ferulanowa i p-kumarylowa sg znane réwniez jako esterazy cynamono-
we. Esteraza ferulanowa hydrolizuje wigzania estrowe pomiedzy grupami arabinozy
w tancuchu ksylanu a resztami kwasu ferulowego, natomiast esteraza p-kumarylowa
— miedzy resztami arabinozy a resztami kwasu kumarowego. Esteraza ferulanowa
wraz z esterazg p-kumarylowg stanowia podklasy w grupie karboksyloesteraz
(EC 3.1.1.1) [59].

Kwas ferulowy, obecny jako podstawnik w weglowodanach budujacych hemice-
lulozy, spetnia bardzo wazna role czynnika taczacego hemicelulozy z makroczas-
teczka ligniny. Kwasy ferulowy (4-hydroksy-3-metoksy-cynamonowy) i p-kumarowy
(4-hydroksy-cynamonowy) sg utlenionymi formami odpowiednich alkoholi: konifery-
lowego i p-kumarowego (prekursoréw w biosyntezie ligniny). Sg one powszechnymi
podstawnikami w strukturach $cian komérkowych wielu roslin. W stomie jeczmien-
nej jedna na 15 reszt arabinozy jest estryfikowana kwasem ferulowym i jedna na
31 reszt arabinozy jest estryfikowana kwasem p-kumarowym, podczas gdy w otre-
bach pszennych, jedna na 150 pentoz jest ferulowana [60].

Kwasy ferulowy i p-kumarowy sg przylgczone wigzaniami estrowymi do reszt
arabinofuranozowych arabinoksylanéw wystepujacych w trawach. Kwas ferulowy
jest rowniez estryfikowany do reszt galaktozy w pektynach szpinaku i w pozycji C-4
reszt ksylopiranozowych ksyloglukanéw bambusa [61]. Réwniez niektoére reszty ara-
binozowe sa estryfikowane kwasem ferulowym i p-kumarowym i w ten spos6b moga
tworzy¢ dimery wlaczone w wigzania pomiedzy czasteczkami ksylanu. Sg rowniez
dowody na to, ze reszty ferulowa i p-kumarowa mogg by¢ wigczone w wiazania ksy-
lanu z ligning. Z powodu wyjatkowej roli, jakg petnig te reszty, sugeruje sie, ze maja
one znaczacy udzial w zapewnieniu stabilnosci komérki roslinnej i jej odpornosci na
enzymatyczng hydrolize.

Dimery kwasu ferulowego wystepuja nie tylko w $cianach komoérkowych roslin,
gdzie wigza one wigzaniem poprzecznym polimery arabinoksylanow. Dimery te s3
rowniez tworzone w wyniku utleniajgcego dzialania peroksydaz i sa wigczone
w mechaniczng regulacje wzrostu komorki [62].

Esterazy ferulanowe uwalniajg kwas ferulowy z arabinoksylanéw, co zwieksza
podatnosc¢ Sciany komoérkowej na dalszy atak enzymatyczny. Tylko niektére estera-
zy ferulanowe moga dziata¢ pojedynczo na $ciane komérkowa uwalniajac kwas feru-
lowy. Inne wymagaja dodatkowej aktywnosci endoksylanazowej [60]. Charakterysty-
ke niektorych esteraz ferulowych przedstawiono w tabeli 7.
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Tabela 7
Charakterystyka wybranych esteraz ferulanowych

' Masa Punkt Optymalne Temperatura K, Vinax ' .
Pochodzenie enzymu | czasteczkowa |, optymalna (umol/min | Literatura
(kDa) izoelektryczny pH c) (mM) X mg)
Penicillium expansum 57,5 - 5,6 37 2,6 27,1 [61]
Aspergillus niger 36 3,3 5,0 55-60 2,1 175 [62]
Clostridium stercorarium 33 - 8,0 65 0,04 131 [63]

5. Biosynteza i synergizm enzyméw ksylanolitycznych

Mechanizm stymulacji syntezy endo-f-1,4-ksylanaz zostat opracowany w wyniku
badan zainicjowanych przez grupe Petera Biely nad drozdzami Cryptococcus albidus.
Obecnie przyjmuje sie, ze indukcja tych enzymoéw zachodzi gtownie poprzez pro-
dukty ich wtasnego dziatania [15,66]. U C. albidus do catkowitej asymilacji ksylanu
jako zrodia wegla konieczne sg trzy enzymy: pozakomorkowa endo-f-1,4-ksylanaza,
permeaza B-ksylozydowa odpowiedzialna za transport ksylobiozy i innych ksylooli-
gomerow do wnetrza komorki oraz wewnatrzkomoérkowa egzo-B-1,4-D-ksylozydaza.
Synteza endo-B-1,4-ksylanaz jest indukowana poprzez naturalne i pewne sztuczne
izomery B-1,4-ksylooligosacharydowe, sposrod ktorych ksylobioza stanowi jedyny
naturalny sktadnik, ktory nie jest degradowany pozakomoérkowo [67]. Za intere-
sujacy nalezy uznac fakt, ze syntetyczne izomery ksylobiozy stymulujg produkcje
endo-f-1,4-ksylanazy tylko w przypadku, jesli zostaly one przemienione przez en -
do-B-1,4-ksylanaze do B-1,4-ksylobiozy, co stanowi odwrotng sytuacje do tej jakg ob-
serwowano w przypadku uzycia soforozy do indukgcji celulaz. Jednak od tego mode-
lu regulacji ekspresji genow odpowiedzialnych za synteze enzyméw ksylanolitycz-
nych moga by¢ wyjatki. W przypadku Bacillus subtilis produkt genu xynA, endo-f3-
-1,4-ksylanaza, produkowany jest konstytutywnie i nie podlega represji przez gluko-
ze. W przeciwienstwie do tego egzo-f-1,4-D-ksylozydaza, izomeraza D-ksylozy i ksy-
lulokinaza sg indukowane przez ksylan i produkty jego hydrolizy, a jednoczesnie en-
zymy te ulegajg represji przez glukoze [68].

Li i Ljungdahl [69], badajac gen kodujacy endo-p-1,4-ksylanaze (xynA) u Aureobasidium
pullulans wykazali, ze ma on otwartg ramke odczytu kodujaca 221-aminokwasowy
polipeptyd o masie 23,5 kDa i zawiera 34-aminokwasowy peptyd sygnalny naprze-
ciwko konca N dojrzalego enzymu. Wysoko aktywne endo-B-1,4-ksylanazy, APX-I
i APX-Il, wydzielane przez ten organizm s3 kodowane przez jeden gen, a w ko-
dujacym regionie byt obecny jeden intron skfadajacy sie z 59 par zasad. Stwierdzo-
no tez istnienie homologii pomiedzy sekwencja aminokwasowa xynA i niektérymi
innymi bakteryjnymi i grzybowymi endo-f-1,4-ksylanazami. Wspomniani autorzy wy-
kazali ponadto, ze ekspresja genéw endo-f-1,4-ksylanazy jest kontrolowana na po-
ziomie transkrypgji, a nie na poziomach translagcji i potranslacyjnym. Glukoza w tym
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przypadku zachowywata sie jak represor. Ksylan oraz D-ksyloza jako koncowy pro-
dukt degradacji ksylanu, sg w stanie indukowac transkrypcje jedynie przy braku glu-
kozy w podiozu lub gdy jej stezenie w srodowisku osiggnie stosunkowo niski po-
ziom. Dlatego regulacja ekspresji genu endo-B-1,4-ksylanazy u A. pullulans nie jest
analogiczna do ekspresji genu celulazy u grzybow celulolitycznych, takich jak T. reesei,
u ktérego glukoza, koncowy produkt degradacji celulozy, zupetnie hamuje tran-
skrypcje genow celulolitycznych.

W trakcie badan nad synteza hydrolaz rozktadajacych polisacharydy roslinnych
Scian komoérkowych zauwazono, ze prawie wszystkie mikroorganizmy produkujace
endo-f-1,4-ksylanazy, wytwarzajg rowniez celulazy i vice versa [7]. Eriksson i Goodell
[70], na podstawie badan z udziatem grzyba Polyporus adustus zasugerowali, ze celu-
lazy, mannanazy i endoksylanazy znajduja sie pod kontrolg jednego genu regulato-
rowego. Autorzy oparli swojg sugestie na badaniach, ktére doprowadzity do izolacji
pojedynczego biatka regulatorowego kierujgcego indukcja celulazy, mannanazy
i endoksylanazy. Wspdlna indukcja celulaz i endoksylanaz potwierdzona zostata
réowniez przez innych badaczy [71,72].

W przeciwienstwie do tych doniesien Hrmova [73] stwierdzita w swoich bada-
niach, ze mimo, iz ksylanazy towarzyszg zawsze celulazom, to ich synteza u T. reesei
QM 9414 jest regulowana przez rézne geny. Niezalezna regulacja enzyméw degra-
dujacych celuloze i ksylan zostala rowniez zaobserwowana u A. terreus i A. niger [74].
Do podobnych wnioskéw doszli rowniez Morosoli i wsp. [75] w odniesieniu do
Streptomyces lividans. Z kolei Godden i wsp. [76] doniesli, ze w dzikim izolacie
Streptomyces aktywnos$ci endo-p-1,4-ksylanazy i egzo-f-1,4-D-ksylozydazy byly wyraz-
nie stymulowane przez dodatek do podioza ksylanu, ksylobiozy, ligniny Krafta
i kwasu syryngowego, przy czym zwigzki te nie indukowaty syntezy enzymow celu-
lolitycznych.

Badania nad regulacjg ekspresji endoksylanazy i celulaz u grzybéw komplikujg
sie z uwagi na fakt rownoczesnej produkgji tych enzymow, a takze ze wzgledu na
wykazywanie przez nie tzw. ,krzyzowej aktywnosci substratowej”. Zauwazono bo-
wiem, ze kiedy grzyby rosng tylko na ksylanie, wiekszos§¢ gatunkéw produkuje spe-
cyficzne endoksylanazy z niewielkg iloScia (lub bez) celulaz, natomiast kiedy mikro-
organizmy rosna na celulozie, to razem z celulazami produkowane sg ksylanazy.
Stwierdzono réwniez, ze wysoko oczyszczone frakcje enzymoéw celulolitycznych po-
siadajg pewna niewielkg aktywnos$¢ wobec substratow hemicelulozowych, a oczysz-
czone enzymy ksylanolityczne sa aktywne wobec substratéw celulozowych [73].
Roéwniez Sachslehner i wsp. [77] opisali rownoczesng synteze ksylanaz, celulaz oraz
mannanaz, przy czym proba indukgji syntezy jednych enzymoéw powodowata jedno-
czesng stymulacje syntezy pozostalych.

W tym kontekscie mozliwa jest jednak izolacja mutantéw produkujacych enzy-
my, ktore nie posiadaja aktywnosci celulaz, a takze takich, ktére nie posiadajg ak-
tywnosci celulaz i ksylanaz jednoczesnie [78]. Wysoka specyficznos$¢ ksylanaz wol-
nych od aktywnosci celulazowych jest wysoce pozadana w przemysle papierniczym,
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gdzie konieczne jest usuniecie hemiceluloz bez naruszenia struktury celulozy. Po-
nadto, ksylanazy pozbawione aktywnosci celulozowych, jak i celulazy wolne od ak-
tywnosci ksylanazowych, mogg odegra¢ znaczaca role w doktadnym poznaniu struk-
tury $cian komoérkowych [79].

Genetyczna réznorodnos$¢ enzymoéw ksylanolitycznych byta obserwowana w co
najmniej trzech réznych aspektach. Po pierwsze, bez wzgledu na pochodzenie (or-
ganizmy anaerobowe, aerobowe, bakterie czy grzyby), genomy wielu mikroorga-
nizmoéw zawierajg po kilka niepolicistronowych kopii loci, ktore kodujg biatka o po-
krywajacych sie funkcjach [80]. Jedynie w kilku przypadkach, szczegélnie u Eucaryota,
wielos$¢ polipeptydow o aktywnosci ksylanazy jest rezultatem zréznicowania po-
translacyjnego [15].

Po drugie, w kilku przypadkach jeden gen koduje kilka domen katalitycznych.
Produktem genu xynC u Fibrobacter succinogenes jest jeden polipeptyd z dwiema do-
menami katalitycznymi o aktywnosciach ksylanazowych [81]. Podobny fakt zostal
opisany w przypadku zduplikowanego genu u Neocallimastix patriciarum, gdzie loci
xyn koduja polipeptydy o dwoch domenach katalitycznych [82].

Wreszcie po trzecie, u wielu mikroorganizméw kopie loci sa fizycznie zgrupowane
lub policistronowe. U Caldocellum saccharolyticum fragment DNA wielkoSci 6 kb zawiera
pie¢ otwartych ramek odczytu kodujacych endoksylanaze (xynA), egzo-B-1,4-D-ksylozy-
daze, (xynB), esteraze octanowa (xynC) i dwie otwarte ramki odczytu o niezidentyfiko-
wanych funkcjach [83]. Podobnie u Bacteroides ovatus fragment DNA wielkosci 3,8 kb
zawiera trzy otwarte ramki odczytu kodujgce endo-p-1,4-ksylanaze, egzo-p-1,4-D-ksylo-
zydaze i a-L-arabinofuranozydaze [84]. Dwie z tych aktywnosci (egzo-B-1,4-D-ksylozy-
dazy i a-L-arabinofuranozydazy) sg zwigzane z jednym polipeptydem.

Poznanie struktury genéw kodujgcych enzymy ksylanolityczne moze by¢ pierw-
szym krokiem w kierunku ekspresji sklonowanych genéw w innych organizmach,
uzyskania enzymoéw genetycznie ulepszonych, czy produkcji ich w wiekszych ilos-
ciach, a w konsekwencji zastosowania ich na szeroka skale.

Oddzialywania synergiczne pomiedzy enzymami ksylanolitycznymi nie zostaly
poznane i opisane w tak doktadny sposéb jak w przypadku enzymoéw celulolitycz-
nych. Grupy boczne w ksylanie sg czynnikami znacznie ograniczajgcymi osiggniecie
efektywnej hydrolizy substratu [85]. W natywnej hydrolizie ksylanu obserwowane
jest zjawisko synergizmu pomiedzy enzymami dziatajacymi na gléwny tancuch ksy-
lanu, takimi jak endo-B-1,4-ksylanaza, a enzymami dziatajacymi na boczne odga-
tezienia tancucha.

Wykazano, ze mieszaniny esterazy i endoksylanazy lub a-D-glukuronidazy i en-
doksylanazy sg bardziej efektywne w uwalnianiu odpowiednich podstawnikéw niz
esteraza lub a-D-glukuronidaza dziatajace osobno. Fakt ten mozna wytlumaczy¢ wy-
stepowaniem podstawnikéw L-arabinofuranozowych i 4-0-metyloglukuronowych, ktére
w sasiedztwie reszt ksylozowych zapobiegaja wigzaniu sie esterazy lub a-D-glu-
kuronidazy. Ograniczenie to znika jednakze po hydrolizie ksylooligomeréw przez
endoksylanazy [8].

176 PRACE PRZEGLADOWE



Enzymy rozkiadajgce ksylan — charakterystyka i zastosowanie w biotechnologii

Synergizm moze réwniez wystepowac pomiedzy réznymi formami endoksyla-
naz. Przyktadem moze by¢ F. succinogenes, ktory produkuje dwie endo-p-1,4-ksylana-
zy. W przeciwienstwie do drugiej endoksylanazy, endoksylanaza pierwsza posiada
rowniez zdolno$¢ uwalniania arabinozy z tancucha ksylanu. Wykazano, ze uwolnie-
nie arabinozy poprzedza hydrolize tafncucha ksylanu do ksylooligosacharydéw [86].
U B. stearothermophilus zaobserwowano synergizm pomiedzy endo-fB-1,4-ksylanaza,
egzo-f-1,4-D-ksylozydaza i esterazg octanowa [87], a takze miedzy endo-B-1,4-ksyla-
nazg, egzo-P-1,4-D-ksylozydaza i a-L-arabinofuranozydaza [88]. Efekt synergizmu za-
lezny jest rowniez znacznie od rodzaju uzytego substratu. Proponowany przez Pou-
tanen i Puls [14] mechanizm rozktadu ksylanu przez T. reesei zaklada, ze endo-f-1,4-
-ksylanaza, rozpoczynajac proces hydrolizy produkuje rozpuszczalne oligosachary-
dy degradowane nastepnie do monomeréw. Niezbedne jest zatem wspoéldziatanie
réznych enzymow ksylanolitycznych.

Ogolnie rzecz biorgc esterazy degradujace Sciane komorkowa roslin wykazuja
synergiczne dzialanie z innymi enzymami, takimi jak: endo-B-1,4-ksylanazy, a-L-ara-
binofuranozydazy, a takze galaktozydazy, mannanazy, poligalakturonazy i ramnoga-
lakturonazy.

Acetyloksylanoesteraza dziafajac wspélnie z endo-f-1,4-ksylanazami zwieksza wy-
raznie wydajnosc¢ hydrolizy ksylanu, przy czym zakres dzialania synergicznego tych
enzymow zalezny jest od stopnia acetylacji substratu [89]. Esteraza acetyloksylanu
odgrywa wazng role w rozkfadzie naturalnego ksylanu przez tworzenie niepodsta-
wionych miejsc w tancuchu tego polimeru i liniowych B-ksylooligosacharydach. Dla-
tego w zaproponowanym mechanizmie hydrolizy ksylanu z udziatem enzymow
T. reesei, endo-B-1,4-ksylanaza hydrolizuje ksylan do podstawionych ksylooligome-
row, w ktorych dostepne grupy O-acetylowe sa atakowane przez acetyloksylano-
esteraze. Z kolei grupy acetylowe zablokowane przez przylegle podstawniki kwasu
4-0-metyloglukuronowego staja sie dostepne dla esterazy acetyloksylanu po wczes-
niejszym zadziataniu a-D-glukuronidazy [14].

W doswiadczeniach, w ktérych ksylan pochodzacy z twardego drewna inkubo-
wano z oczyszczong o-D-glukuronidaza nie zaobserwowano zadnego efektu dzia-
tania enzymu na badany rodzaj substratu. Enzym ten nie byt bowiem zdolny do usu-
niecia bocznych grup kwasu 4-0-metylo-D-glukuronowego z nieuszkodzonych ksyla-
noéw, ale byl wysoce aktywny wobec fragmentéw glukuronoksylanu po wczes$niej-
szym poddaniu ich dziataniu endo-f-1,4-ksylanazy [90]. Podobne efekty synergisty-
czne zaobserwowano rowniez pomiedzy o-D-glukuronidaza, endo-B-1,4-D-ksylana-
73, egzo-f-1,4-D-ksylozydaza i a-L-arabinofuranozydaza [91].

7. Perspektywy zastosowania ksylanaz w przemysSle

Istnieje wiele mozliwo$ci praktycznego wykorzystania preparatéw opisanych
wczesniej enzymoéw ksylanolitycznych. Moga one by¢ uzyte w réznych gateziach
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przemysfu, m.in. do wytwarzania pulpy drzewnej i zmiekczania wiékien roslinnych
[92], zwiekszania strawnosci pasz zwierzecych [93] czy przetwarzania zywnosci
[15]. Ksylanazy sg szczegdlnie uzyteczne w obrébce maki pszennej z powodu duzej
zawartos$ci w niej ksylanow, a szczegélnie arabinoksylanow. Dowiedziono réowniez,
ze enzymy te, dodawane do maki w trakcie wypieku pieczywa znacznie podwyz-
szajg jego jako$c¢ [94]. Z kolei enzymatyczny rozktad ksylanéw zawartych w odpa-
dach przemystu rolnego moze by¢ z powodzeniem wykorzystany do produkgcji ksy-
lozy i dalszej jej przemiany do innych zwigzkéw chemicznych, a szczegélnie do wy-
twarzania na drodze fermentacji etanolu stuzacego do celéw paliwowych i technicz-
nych [95]. Obecnie ponad 80% produkowanego w kraju spirytusu otrzymywane jest
z zyta. Z przeprowadzonych badan wynika, ze zastosowanie enzyméw ksylanoli-
tycznych do przerobu tego surowca pozwala w znacznym stopniu (nawet o 6%)
zwiekszy¢ wydajno$¢ otrzymywanego etanolu [102].

Uzyskana w procesie biokonwersji ksylanu ksyloza moze by¢ efektywnie spozyt-
kowana jako zrodto wegla do produkgji pasz dla zwierzat [15]. Mozliwe jest row-
niez otrzymanie z ksylozy ksylitolu, uzywanego do celow medycznych jako substy-
tutu cukru w leczeniu diabetykéw. Nalezy takze zaznaczy¢, ze niektére grzybowe
ksylanazy sa zaangazowane w uruchamianie odpowiedzi obronnej roslin na atak pa-
togendw i w indukgji biosyntezy etylenu [96]. Wykonano réwniez udane préby za-
stosowania unieruchomionych enzyméw ksylanolitycznych, np. do klarowania so-
kéw owocowo-warzywnych [97]. Ksylanazy sa ponadto wykorzystywane w proce-
sach ekstrakgji kawy, produkgji olejéw roslinnych i skrobi, gdzie zwiekszaja wydat-
nie wydajnos¢ i jakos¢ uzyskiwanych produktéw [98].

Wzmozony wzrost zainteresowania enzymami ksylanolitycznymi zaobserwowano
w ciggu ostatnich dziesieciu lat, co wynika gtéwnie z ich potencjalnego zastosowa-
nia w przemysle papierniczym [19]. Jako$¢ papieru zalezy od czystosci mas celulozo-
wych i ilosci zanieczyszczen lignino-hemicelulozowych, ktore sg odpowiedzialne za
z6tkniecie papieru. Mimo ze istnieje kilka chemicznych metod oczyszczania mas ce-
lulozowych z zanieczyszczen lignino-hemicelulozowych, to, jak sie wydaje, metody
enzymatycznej degradacji ligniny i hemiceluloz mogg znacznie polepszy¢ jakos¢
produkowanego papieru. Poniewaz dotychczas nie sa znane metody chemiczne po-
zwalajace na selektywne usuwanie ksylanu z mas celulozowych tak, by nie nastepo-
walo réwnoczesne naruszenie struktury celulozy, badania nad wykorzystaniem do
tego celu enzyméw ksylanolitycznych nabieraja szczego6lnego znaczenia.

Wytwarzanie pulpy drzewnej z uzyciem metod biologicznych stwarza realng alter-
natywe dla obecnie stosowanych technik, pociagajacych za sobg degradacje srodowi-
ska i wysokie koszty [99]. Wyniki doswiadczen uzyskanych z hodowli Ceriporiopsis
subvermispora na drewnie osiki i sosny wykazaly oszczednosci energii przy produkgji
wysokiej jakosci papieru, rzedu, odpowiednio 47 i 37%, w poréwnaniu z uzyciem do
tego celu tradycyjnych metod chemicznych [100]. Enzymy ksylanolityczne znalazty po-
nadto zastosowanie w zmniejszaniu zuzycia dwutlenku chloru w procesie wybielania
pulpy drzewnej bez uszkadzania wtokien celulozowych papieru [101]. Ponadto prze-
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myst celulozowo-papierniczy wytwarza duze ilosci odpadéw (m.in. tzw. tugi posulfito-
we), ktére moga by¢ utylizowane metodami biologicznymi przy znacznie zredukowa-
nych kosztach. Surowce te, w postaci odpowiednio wzbogaconych hydrolizatéw, mo-
ga by¢ przetwarzane przez drobnoustroje ksylanolityczne na biatko lub etanol. W pro-
cesach tych sg rowniez wykorzystywane B-D-ksylanazy, pochodzace z grzybow lub
bakterii.

Acetyloksylanoesteraza i esteraza ferulanowa usuwajg selektywnie podstawniki
i hydrolizuja niektére wigzania chemiczne w trakcie wytwarzania pulpy drzewnej,
przez co ulatwiajg rozpuszczenie kompleksow lignina-weglowodany. Po usunieciu
grup acetylowych hemiceluloza krystalizuje i tworzy wiecej struktur podobnych do
celulozy, wptywajac przez to na rozpuszczalnosc i spoisto$¢ pulpy. Enzymy te moga
by¢ zatem pomocne w usuwaniu ligniny z pulpy celulozowej, a takze wplywac na
rozpuszczalnos$¢ ligniny przez rozszczepianie wigzan estrowych miedzy kwasami
aromatycznymi i ligning z jednej strony, a ligning i hemicelulozami z drugiej. Jesli
esterazy s3 uzywane razem z endoksylanazami lub innymi enzymami ksylanolitycz-
nymi w procesie wytwarzania pulpy drzewnej i jej bielenia, to moga one czesSciowo
rozrywac i rozluzniac¢ strukture Sciany komoérkowej. W tych warunkach kompleks li-
gnina-weglowodany jest bardziej wrazliwy na atak enzymatyczny, a produkty jego
degradacji sg bardziej rozpuszczalne w roztworach alkalicznych. Zwiekszona podat-
nos¢ ligniny na tugowanie powoduje z jednej strony obnizenie zuzycia chloru w eta-
pie wybielania, za$ z drugiej prowadzi do otrzymania jasniejszej pulpy [36].

8. Podsumowanie

Z dokonanego przegladu pismiennictwa wynika, ze enzymatyczna hydroliza ksy-
lanéw pochodzenia roslinnego oraz wykorzystanie zasoboéw cukrowych tkwigcych
w tych biopolimerach stanowi nadal aktualny i wazny problem biotechnologiczny.
Jego rozwigzanie moze przynie$¢ duze korzysci ekonomiczne w przemysle celulo-
zowo-papierniczym, fermentacyjnym, paszowym i spozywczym. W ostatnich latach
dokonat sie duzy postep w oczyszczaniu ksylanaz, poznaniu ich struktury moleku-
larnej oraz zbadaniu genéw odpowiedzialnych za synteze tych enzymoéw. Poswieco-
no réowniez wiele uwagi okresleniu zaréwno liczby, jak i wiaciwosci enzymow ksy-
lanolitycznych. Jednakze dotychczas niewiele jest doniesien na temat oddziatywan
synergistycznych pomiedzy poszczegdlnymi enzymami kompleksu ksylanolityczne-
go. Kontynuacja tych badan zmierza w kierunku lepszego zrozumienia mechaniz-
mow regulacji syntezy ksylanaz, poprawy ich stabilnosci oraz otrzymania genetycz-
nie zmodyfikowanych mikroorganizméw ukierunkowanych na szybka i wydajna pro-
dukcje tych enzymoéw w skali techniczne;j.
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