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Zasoby réznych form ligninocelulozy na kuli ziemskiej sg tak olbrzymie, ze poréwnac je
mozna jedynie do globalnych zasobéw wody. Wedtug Bellamy’ego (1) Swiatowa produkcja lig-
ninocelulozy przez rosliny wynosi 24 tony rocznie, w przeliczeniu na osobe (1,2). Wzigwszy pod
uwage fakt, ze jest to substancja organiczna, wydaje sie, ze tylko jeden krok dzieli nas od uczy-
nienia zen zrodta zywnosci i problem gtodu na ziemi bytby rozwigzany.

Ten niestety nietatwy krok to przeksztatcenie ligninocelulozy na produkty tatwo przyswajalne
przez organizmy zwierzece, ale jak wykonac ten krok? A moze nalezatoby podpatrze¢ w tym
wzgledzie sama przyrode? Okazuje sig, ze gdyby nie dziatalnos¢ niektorych bakterii i grzybow
mielibySmy na powierzchni ziemi niemalze wytacznie ligninoceluloze. Tak jednakze nie jest, bo-
wiem surowiec ten jest nieustannie przerabiany przez mikroorganizmy na produkty stuzgce im
jako zrédilo pokarmu. Niestrawione przez drobnoustroje resztki wzbogacajg glebe w préchnice
oraz rézne niskoczasteczkowe zwiazki typu fenoli i weglowodanéw. Préchnica jednak nie nagro-
madza sie w glebie w nadmiarze. Dowiedziono, ze ma ona takze swoich odbiorcéw w postaci
mikroorganizmoéw, ktére przerabiaja ja stopniowo w potaczenia coraz bardziej proste, az do
dwutlenku wegla i wody.

Niestety, w ustalong od tysigcleci rownowage tych proceséw - czesto w sposoéb brutalny -
wkracza cztowiek. W rezultacie jego dziatalnosci i braku wyobrazni, a czesto takze niedosko-
natosci rozwigzan technicznych w réznych gateziach przemystu, nagromadza sie na Swiecie ol-
brzymia ilos¢ odpaddéw ligninocelulozowych. Wedtug kompetentnych zrédet ich ilos¢ przekra-
cza obecnie 150 miliardéw ton rocznie. Sa to odpady z mechanicznej obrébki drewna, np.
gateziéwka, trociny, przede wszystkim za$ prawie zupetnie nie zagospodarowane odcieki
przemystu celulozowo-papierniczego. O tym jak wielki jest to problem Swiadczy caly osobny
rozdziat, w kazdym numerze ,,Chemical Abstracts"”, obejmujacy setki streszczen publikacji,
poswieconych metodom wykorzystania odpadéw ligninocelulozowych. Badania i sugerowane
sposoby rozwigzan tego problemu sa wielokierunkowe. Dotychczas przewazaja technologie
o profilu wyraznie chemicznym, ktére sa niestety bardzo drogie, i co gorsza, powoduja z reguty
powstawanie dodatkowych odpadéw. Wymieni¢ tu mozna dla przyktadu produkcje waniliny, wy-
twarzanie niektérych mas plastycznych i wypetniaczy, a ostatnio takze lekéw onkostatycznych.
Odpady ligninocelulozowe wykorzystuje sie tez w przemysle hutniczym do brykietowania rud
miedzi oraz w rolnictwie do zapobiegania erozji gleby (3,4). Jednakze we wszystkich tych proce-
sach zuzywa sie niespetna jeden procent materiatu. Cata reszta nie zagospodarowanych odpa-
dow, jak dotgd nie znalazta racjonalnego wykorzystania.

W Swietle powyzszych faktéw istotnego znaczenia nabier$ rozwazenie biologicznych metod
utylizacji odpadéw ligninocelulozowych, polegajacych na pozytywnej ich transformacji przy uzy-
ciu mikroorganizméw. Byloby to zatem umiejetne wykorzystanie w biotechnologii proceséw za-
chodzacych w bardzo wolnym tempie w przyrodzie. Nadanie takim przemianom odpowiedniej
szybkosci stanowi jeden z warunkéw ich optacalnosci. Mimo wielu badan prowadzonych w tym
zakresie nie udato sie dotychczas osiagnac rezultatéw na tyle zachecajacych, aby byly mozliwe
do zastosowania na szersza skale. Prace rozpoznawcze prowadzone sg w dwdch kierunkach.
Jeden z nich - to bezposrednie zbiatczanie odpaddw ligninicelulozowych na drodze hodowli
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wyselekcjonowanych grzybow lub bakterii, ktérych biomase mozna by przeznaczy¢ badz na
pasze, badz do spozycia przez ludzi (1,5-7). Drugi, - to stopniowa transformacja obu skiadni-
kéw kompleksu ligninocelulozy w niskoczasteczkowe zwigzki uzyteczne dla przemystu orga-
nicznego, jak np. glukoza (8), etanol (4) lub metanol (9). Oba te kierunki sg w réwnym stopniu
atrakcyjne. Jednakze autorzy tego opracowania skoncentrujg sie gtéwnie na zagadnieniach
zwigzanych z drugim kierunkiem.

Na wstepie warto sobie uswiadomi¢ dlaczego proces degradacji ligninocelulozy w przyro-
dzie odbywa sie tak niezmiernie wolno. Martin i wsp. (10) podaja, ze catkowita biodegradacja lig-
ninowego sktadnika kompleksu trwa od 9 do 21 lat. Wynika to z budowy kompleksu, ktérego za-
daniem jest nadawanie roslinom niezbednej sztywnosci. Ligninoceluloza stanowi rodzaj
»zelbetonu" w Swiecie roslin. O tym jak dalece solidny jest to budulec moze Swiadczy¢ fakt, ze
gdyby na przyktad jeden z najwyzszych wiezowcow Swiata, 107-pietrowy The World Trade Cen-
ter w Nowym Jorku miat fundamenty drewniane to bylyby one stokrotnie Izejsze od tradycyjne-
go betonu, a sam budynek, tzn. przynajmniej jedno z jego blizniaczych skrzydet, mogtoby z po-
wodzeniem by¢ posadowione na dwudziestu palach o $rednicy nie przekraczajacej jednego
metra. Wnioskujac dalej, gdyby wiezowiec zbudowany byt z drewna, to przy takim obwodzie
mogtby by¢ dziesieciokrotnie wyzszy, czyli mialby ponad tysigc pieter. Skad taka odpornos¢ lig-
ninocelulozy? Przyjrzyjmy sie blizej strukturze tego naturalnego kopolimeru (rys. 1). Jest to zwar-
ty, niemal krystaliczny monolit. Jego polisacharydowe sktadniki, wystepujace w formach mikrofi-
bryli, sa Scisle ,,upakowane” w warstwach ligniny, ktéra chroni je przed dziataniem enzymoéw
hydrolitycznych i innych czynnikdw zewnetrznych, a takze wybitnie stabilizuje strukture komple-
ksu. Doszukujac sie analogii z zelbetonem, fibryle celulozy mozna by przyréwnaé¢ do stalowych
pretdbw wkomponowanych w lignine, stanowigca rodzaj betonu. Obraz przedstawiony na rys.
1 narzuca przypuszczenie, ze wynalazca zelbetonu musiat sie wczesniej konsultowac ze specja-
listami ds. struktury drewna. Jest jasne, ze tak silnie ,,upakowany" kompleks musi by¢ odporny
na atak mikrobiologiczny. Jest to szczegolnie istotne dla sktadnika celulozowego, ktéry otoczo-
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Rys. 1. Model organizacji ultrastruktury sktadnikéw $ciany komérkowej drewna (11).
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ny szczelnie bardzo stabilnymi czasteczkami ligniny moze petni¢ wyznaczong mu funkcje biolo-
giczng bez obawy o biodegradacje. Tutaj rysuje sie zasadniczy problem dla biotechnologii, tj.
jak sforsowac ,,bariere ligninowg” by dosta¢ sie do glukozodajnej celulozy? Biotransformacja
wolnej celulozy badz hemiceluloz do cukréw prostych jest procesem znanym od lat i przebiega
stosunkowo tatwo. Wiele znanych celulolitycznych gatunkéw grzybéw dysponuje petnym garni-
turem hydrolaz, zdolnych do wydajnej produkcji cukréw prostych ze wszystkich polisacharydo-
wych skiadnikéw ligninocelulozy, pod warunkiem jednak, ze skiadniki te nie wystepuja w kom-
pleksie z ligning. Na przyktad, kompleks hydrolaz z Aspergillus terreus terreus F-AlS3,
immobilizowany w naszym laboratorium na aktywowanym nos$niku szklanym, uwalniat monosa-
charydy ze wszystkich badanych celulozowych substratéw (12).

Problemem jest zatem lignina i stworzona przez nig bariera dla enzyméw hydrolitycznych.
Stad prowadzone miedzy innymi wieloletnie badania nad biologiczng transformacja tego polime-
ru. Celem ich jest jednak nie tylko sforsowanie wspomnianej juz bariery, ale réwniez uczynienie z
mato pozytecznej ligniny wartosciowych substratow dla biotechnologii. Ma to szczeg6élne zna-
czenie w odniesieniu do produktéw odpadowych, powstajacych w przemysle celulozowo-pa-
pierniczym. Odpadem w tym przypadku jest wtasciwie cata lignina zawarta w drewnie stosowa-
nym jako surowiec, nieco tylko zmieniona chemicznie w wyniku stosowanej technologii (tzw.
kwasy lignosulfonowe). Zagospodarowanie tych odpadoéw jest wielkim problemem biezacego
stulecia (4).

Lignina jest wysoce odporna na wszelkiego rodzaju transformacje. Wynika to z jej zwartej
struktury przestrzennej. Polimer ten jest zbudowany z aromatyczno-alifatycznych podjednostek
fenylopropanowych, potagczonych miedzy sobag silnymi wigzaniami chemicznymi typu C-C oraz
C-O-C, atakze stabymi wigzaniami wodorowymi, co daje w efekcie ,,upakowany” w przestrzeni
monolit (rys. 2). Atomy wegla budulcowych podjednostek, zaréwno w pierscieniu aromatycz-
nym jak i tancuchu bocznym, moga wigza¢ grupy metoksylowe, hydroksylowe, karbonylowe
i karboksylowe. Stwarza to niemal nieograniczong mozliwos¢ tworzenia wigzan wodorowych
pomiedzy réznymi fragmentami makroczasteczki, i nadaje ligninie, prawie przystowiowa juz
stabilnos¢.

Rys. 2. Fragment struktury przestrzennej makroczasteczki ligniny z uwzglednieniem wigzan wodorowych
wg Braunsa (13).
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Pominno tak duzej odpornosci lignina, a co za tym idzie i caly kompleks ligninocelulozy,
moze by¢ transformowany przez pewne mikroorganizmy, zwtaszcza zas$ grzyby. To, ze niektore
zwierzeta posiadajg rowniez te zdolnos¢ (np. termity) jest rezultatem dziatania ich flory jelitowej.
Zdolnos¢ degradacji drewna przez grzyby wynika nie tylko z organizaciji ich strzepek, umozli-
wiajacej tatwiejsza penetracje grzyba w gtgb sciany komorkowej rosliny, lecz takze z obecnosci
enzymow rozktadajacych celuloze, hemicelulozy, lignine i inne substancje wchodzace w skiad
kompleksu. Enzymy dyfunduja przez $sciane komérkowa grzyba do otaczajacego podtoza i tam
spetniajg swojg funkcje, polegajacg na przetwarzaniu sktadnikéw polisacharydowych oraz ligni-
ny. Transformacja ligninocelulozy jest zatem procesem biochemicznym, a enzymy biorace
w nim udziat moga by¢ indukowane sktadnikami podtoza. Lakaza grzybowa (oksydaza polifeno-
lowa) indukuje sie preparatami ligniny (14) badz niskoczasteczkowymi produktami jej rozktadu
(15-19), np. kwasami metoksyfenolowymi. Obecnos¢ tych kwaséw w poditozu, jak wykazano
w naszym laboratorium, powoduje tworzenie mRNA swoistego dla syntezy indukcyjnych form
enzymu (20-22). Podobne wyniki uzyskano dla dioksygenazy protokatechanowej, indukujacej
sie zwigzkami o charakterze orlodifenoli (23), oraz celulaz indukowanych hydrolizatami celulozy
(8). Taki mechanizm nie zawsze jest reguta, np. odkryta niedawno ligninaza (ligninowa peroksy-
daza) (24,25) nie indukuje sie ligning zawartg w podtozu, aczkolwiek jest réwniez enzymem in-
dukcyjnym. Nasuwa sie pytanie czy jest to indukcja substratem? Chyba nie, jezeli mechanizm
nie potwierdza sie we wszystkich badanych przypadkach. By¢ moze w omawianych przy-
ktadach chodzi o obrone organizmu przed toksycznym dziataniem skladnika podtoza, jak to sie
dzieje podczas indukcji lakazy. Wykazano, ze efekty metaboliczne oddziatywania na grzybnie
trucizn w rodzaju pieciochlorofenolu, sa bardzo zblizone do efektéw obserwowanych podczas
dziatania zwigzkéw fenolowych, bedacych substratami, a zarazem induktorami lakazy (26).
W obu przypadkach wraz ze stymulacjg aktywnosci enzymu nastepowato uwalnianie nieorgani-
cznych fosforanéw, znaczne obnizenie tempa proceséw fosforylacyjnych, a w konicu zahamo-
wanie syntezy ATP. Po pewnym czasie, ktéry mozna skréci¢ dodajac do kultury glukoze, ener-
getyczne procesy wracaty do normy przy jednoczesnym obnizeniu aktywnosci lakazy, co
wskazuje, ze stymulacja lub hamowanie syntezy tego enzymu wigze sie z energetyczng gospo-
darka ustroju. Jezeli pierwotny stosunek fosforu do tlenu zostanie zaktécony dziataniem zwigzku
fenolowego lub innej trucizny, organizm zdobywa sie na wzmozong produkcje enzymu uniesz-
kodliwiajagcego toksyczny czynnik (26,27). Niektére produkty utleniania toksycznych zwigzkéw
fenolowych przez lakaze, np. kwasu ferulowego, moga oddziatywaé¢ stymulujgco na wegetacje
grzybow. Byloby to zatem swoiste pozytywne sprzezenie zwrotne pozwalajace na prze-
ksztatcenie trucizny w substancje pozyteczng dla organizmu (18,20). W tym Swietle zrozumiate
jest dlaczego lignina, jako zwigzek mato aktywny i nietoksyczny, w przeciwienistwie do niskocza-
steczkowych fenolopochodnych nie indukowata ligninazy (28,29), za$ taki proces wymuszaty
warunki gtodu (30,31), badz dziatanie niektérych niskoczgsteczkowych potaczern aromatycz-
nych, np. alkoholu weratrylowego (32-34). Mechanizm indukcji enzymow funkcjonujacych
w transformacji ligninocelulozy jest wiec by¢ moze kluczem do wyjasnienia tego procesu.

Jak enzymy wydostaja sie na zewnatrz strzepki grzybni? Grzyby rozkiadajace drewno wra-
stajg zwykle w strefe zdrewniatych komoérek. Grzyby tzw. ,,migkkiej zgnilizny drewna” rosng we
wtérnej Scianie widkna drewna i tworza cylindryczne otwory o stozkowatych zakonczeniach.
Grzyby ,,brunatnej” i ,biatej zgnilizny drewna” rosng w Swietle komorki. Ich strzepki penetrujg
(migruja) od jednej komorki do drugiej przez otwory normalnie wystepujace w drewnie lub przez
kanaty wydrazone wczesniej w $cianie komérkowej.

»Miekka zgnilizna" powoduje zmiekczenie powierzchniowej warstwy drewna, stad wywodzi
sie nazwa dla tej grupy grzybdéw. Proces polega na wstepnej transformacji obu sktadnikow
drewna wg mechanizmu, ktéry nie jest jeszcze znany (35). Przedstawicielem tej grupy jest Chae-
tomium globosum, gatunek rosngcy na drewnie zanuzonym w wodzie, np. na palach podtrzy-
mujacych drewniane konstrukcje wodne. W naszym laboratorium wykazano, ze inny gatunek
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»miekkiej zgnilizny" Chaetomium piluliferum syntetyzuje demetylaze kwasu weratrowego oraz
dioksygenaze protokatechanowa, enzymy czynne w transformacji ligniny (23, 73).

Grzyby ,,biatej” i ,,brunatnej zgnilizny” drewna wydajnie skracaja tréjweglowe tancuchy bocz-
ne, demetylujg i rozrywajg aromatyczne pierscienie w jednostkach strukturalnych ligniny, przy
czym dominujacg role w tych procesach przypisuje sie raczej ,biatej zgniliznie drewna” (36).
Przedstawicielami tej grupy, znanymi destruktorami ligniny, sg Trametes versicolor, Phanero-
chaete chrysosporium i Pleurotus ostreatus. Ostatni gatunek, jako jadalny, byt w naszym labora-
torium badany pod katem przydatnosci do produkcji biomasy grzybowej na ré6znych odpadach,
miedzy innymi z produkcji celulozy (37). Z komdrek tego grzyba wyodrebniono tez i oczyszczo-
no enzym rozrywajacy pierscien aromatyczny w kwasie protokatechowym (38).

Atak grzybow ,.brunatnej zgnilizny” charakteryzuje sie stopniowym zmniejszaniem grubosci
Scian komoérki, co spowodowane jest enzymatyczng hydrolizg polisacharydéw, z nieznacznym
tylko naruszeniem struktury skitadnika ligninowego (39). Bardziej znanym przedstawicielem tej
grupy grzybow jest Lenzites trabea. Nazwa ,,brunatna zgnilizna” pochodzi od obserwowanego
brunatnienia podtoza przez gatunki tej grupy na skutek rozkiadu jasnej celulozy, a pozostawie-
nia brunatnej ligniny. ,,Biata zgnilizna” dziata na odwrét, powodujac rozjasnienie podtoza dzieki
transformaciji brunatnej ligniny.

Strzepek grzybni wrasta w atakowany materiat stozkowatym zakoniczeniem wydtuzonej ko-
morki o ksztalcie wrzeciona. Jest to szczytowa strefa komorki, gdzie notuje sie najszybszy przy-
rost strzepki, ktorej dilugos¢ nie przekracza zwykle dziesigciu mikrometréow. Powyzej tej
odlegtosci od szczytu praktycznie nie stwierdza sie juz zadnego wchtaniania przetworzonych
substratéw do wnetrza komérki. Obszar wierzchotkowy strzepki wyrdéznia sie bardzo wyraznie
pod wzgledem cytologicznym i funkcjonalnym od dalszych jej segmentéw. W strefie szczytowej
tego fragmentu komorki znajdujg sie liczne pecherzyki cytoplazmatyczne, petniace funkcje
transportowe dla substratéw i enzyméw uczestniczacych w tworzeniu Sciany komérkowej, a tak-
ze enzymOw wydzielanych poza komorke.

Pecherzyki cytoplazmatyczne tworza sie w tzw. diktiozomach aparatu Golgiego, potozonych
w poblizu reticulum endoplazmatycznego. Faza przejSciowa sa cysterny, wytwarzajgce sie
z blony reticulum, ktére stopniowo wypetniaja sie trescig, a nastepnie dzielg sie na mniejsze
fragmenty - pecherzyki. Od diktiozomow pecherzyki podazaja do szczytu wierzchotka strzepki,
gdzie moga przenika¢ badz do obszaru syntezy systemu wilasnej Sciany komérkowej, badz tez wy-
dziela¢ swoja zawartos$¢ na zewnatrz komorki, jak to przedstawia schemat Grove i wsp. (40; rys. 3).

Mechanizm tworzenia pecherzykéw, ich migracji i ostatecznego wydzielenia tresci na ze-
wnatrz komorki nie jest dotychczas blizej poznany. Wiadomo natomiast, ze enzymy produko-
wane tg drogg i wydzielane do Srodowiska sa trwate i zdolne do funkcjonowania poza komorka.
Panuje poglad, ze takie jest pochodzenie wiekszosci enzymoéw transformujacych lignino-
celuloze.

Szukajgc odpowiedzi na pytanie w jaki sposéb mikroorganizmy rozktadajg sktadniki
zdrewniatych czesci roslin oparto sie na zalozeniu, ze jest to proces enzymatyczny, a takze, ze
kluczowym jego zadaniem jest transformacja ligninowej czesci kompleksu. Juz w latach trzy-
dziestych czyniono pierwsze proby delignifikacji drewna przez grzyby biatej zgnilizny. Badania
Campbella (41) i Wiertelaka (42) z tego okresu wykazaly, ze najaktywniej delignifikujaco
oddziatujg na drewno grzyby Trametes versicolor i Trametes pini. W kilkanascie lat pdzniej prze-
prowadzono bardziej szczegétowa analize postepu delignifikacji trocin bukowych przez takie ga-
tunki biatej zgnilizny jak Polyporus abietinus, Stereum rugosum i Marasmius scorodonius (43).
W pracach tych po raz pierwszy wykazano réwnolegtos¢ delignifikacji i rozkladu celulozy.
Poglad ten utrzymuje sie az dotad, nie zostaly bowiem potwierdzone doniesienia Gottlieba
i wsp. z roku 1950 o mozliwosci wzrostu grzybni na ligninie jako jedynym zZrédle wegla (44).

Do blizszego poznania etapéw transformaciji ligniny przyczynit sie postep w zakresie technik
analitycznych. W 1960 r. Fukuzumi (45) stosujac chromatografie bibutowg zidentyfikowat w kul-
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Rys. 3. Schemat ruchu pecherzykéw. ER-endoplasmatic reticulum-retikulum endoplazmatyczne, R-ribo-
soms-rybosomy, Dp- dictyosome pole - strefa tworzenia cystern, Dd-dictyosome displaced - strefa two-
rzenia pecherzykéw z cystern (40).

turze grzyba Poria subacida, hodowanego na pozywce plynnej z dodatkiem ligniny Norda badz
maczki drzewnej, kwasy 4-hydroksy-3-metoksyfenylopirogronowy i wanilinowy oraz eter gwaja-
kologlicerolo-yS-koniferylowy. Na podstawie tych i wczesniejszych danych autor wysunat
pierwszg koncepcje mechanizmu biologicznego rozkiadu ligniny (rys. 4).

Zatozyt, ze pienArszymi produktami depolimeryzacji sa gwajakolopropanony, ktére pod
wpltywem oksydaz przechodza w zwigzki pozbawione tancucha propanowego, na przykiad
w kwas wanilinowy. Udziat lakazy wedtug tego schematu sprowadza sie do utlenienia grup hy-
droksylowych w alkoholu koniferolowym.

W trzy lata pézniej w pracowni Norda w filtratach po hodowli kilku gatunkéw ,,biatej zgnilizny
drewna", rosnhacych na podiozach z lignina, zidentyfikowano eter gwajakologlicerolo- yS-konife-
rylowy, aldehyd koniferylowy, kwas ferulowy, kwas 4-hydroksy-3-metoksyfenylopirogronowy,
aldehyd p-hydroksycynamonowy, kwas p-hydroksycynamonowy i gwajakole glicerol (46).
W nastepnej pracy autorzy wykazali u grzyba Fomes fomentarius przemiane eteru gwajakolo-
glicerolo-yS-gwajakolowego na gwajakologlicerol, waniline i kwas wanilinowy (47). Powstawanie
produktéw o skréconym tancuchu bocznym przypisano dziataniu lakazy badz peroksydazy. En-
zymy te wyodrebniono z kultury Fomes fomentarius (48). W oparciu o te wyniki autorzy grupy
Norda zaproponowali kolejny mechanizm rozkiadu ligniny, w ktérym za pierwsze produkty
depolimeryzacji substratu przyjeto gwajakologlicerol i alkohol koniferylowy (47).

Omaowione schematy nie uwzgledniaty bardzo waznego procesu chemicznego, ktéremu ule-
ga lignina podczas biologicznego rozktadu, mianowicie demetylacji. W naszej pracowni wykaza-
no, ze proces ten moga katalizowa¢ peroksydaza, wzglednie lakaza w trakcie utleniania ligniny
badz jej metoksyfenolowych podjednostek takich jak np. kwas wanilinowy (14,49-51). W opar-
ciu o te i inne dane zaproponowano schemat rozkladu ligniny (rys. 5), w ktérym podstawowag
role w depolimeryzacji przypisano demetylacji, a nastepnie utlenieniu wytworzonych ortodifenoli
do odpowiednich ortochinonéw przez peroksydaze badz lakaze (49,51). Rozrywanie wigzan ete-
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Rys. 4. Schemat rozktadu ligniny wg Fukuzumi (45).

rowych wigzacych podjednostki ligniny miatoby miejsce na skutek elektronofilnego oddziatywa-
nia grup ortochinonowych.

Ten model rozkiadu ligniny znalazt potwierdzenie miedzy innymi w pracy dotyczacej prze-
mian zwigzkéw aromatycznych w glebie. Manskaja i wsp. (52) badajgac sorpcje germanu w pro-
cesie powstawania wegla kamiennego wykazali, ze wigczat sie on do zwigzkéw aromatycznych
na etapie rozktadu ligniny zwigzanym z powstawaniem ugrupowan chinonowych. Réwniez Har-
kin i Obst (53) potwierdzili proponowany przez nasza pracownie model. Wykazali oni, ze lakaza
badz peroksydaza utleniajgc 2,4,6-trimetoksyfenol tworzg szereg rodnikéw (rys. 6), ktére tacza
sie najpierw w dimery, dalej za$ w trakcie utleniania do odpowiednich dichinonéw rozpadajg sie
na monomery oraz ulegajg demetylacji (rys. 7). Powyzsza praca Swiadczytaby o mozliwosci roz-
rywania przez lakaze badz peroksydaze wigzan eterowych tgczacych aromatyczne podjednostki
ligniny oraz potwierdzataby role demetylacji i powstawanie ukladéw chinonowych w tym proce-
sie. Po6zniejsze badania wielokrotnie udowadnialy demetylacyjng czynnos¢ lakazy oraz peroksy-
dazy (50,54-59). Jako przykiad moze stuzy¢ reakcja demetylacji kwasu syryngowego katalizo-
wana przez lakaze (54; rys. 8). Ander i wsp. (58) nawigzujac do demetylacyjnej czynnosci lakazy
w odniesieniu do kwasu wanilinowego podali mechanizm mozliwej transformacji tego
potaczenia az do rozerwania pierscienia aromatycznego i wytworzenia ketokwaséw (rys. 9). Do
udziatu lakazy badZz peroksydazy w transformaciji ligniny wielokrotnie jeszcze nawigzywano
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Rys. 5. Udziat lakazy i peroksydazy w depolimeryzacji ligniny wg Leonowicza i Trojanowskiego oraz Troja-
nowskiego i wsp. (49,51).
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Rys. 6. Rodniki tworzace sie na skutek oddziatywan lakazy badz peroksydazy na 2,4,6-trimetoksyfenol wg
Harkina i Obsta (53).

W piSmiennictwie. W pracowni Erikssona wykazano, ze mutant Sporotrichum pulverulentum po-
zbawiony lakazy nie transformowat ligniny, podczas gdy szczep dziki wydajnie rozktadat ten po-
limer (60). Wedtug Kirka i wsp. (61) lakaza Trametes versicolor i Stereum frustulatum rozkiadata
zwigzek modelowy ligniny, eter syryngiloglikolo-/3-gwajakolowy, do podjednostek metoksy-
fenylopropanowych, a nastepnie po odtgczeniu dwuweglowego tancucha bocznego, do 2,6-di-
metoksy-p-benzochinonu (rys. 10). Autorzy japoniscy Ishihara i Miyazaki (62) wykazali p6zniej,
ze 2,6-dimetoksy-f>-benzochinon powstaje w wyniku oddziatywania lakazy Trametes versicolor
na lignine Bjorkmana. Inni japoriscy uczeni (Konishi i Inoue; 63) zaproponowali nieco odmienny
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Rys. 7. Rozktad, utlenianie i demetylacja dimeréw kv niii
utworzonych z rodnikbw powstajacych dziata-
niem lakazy na 2,4,6-trimetoksyfenol wg Harkina 1
i Obsta (54).
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Rys. 8. Demetylacja kwasu syryngowe-
go przez lakaze Trametes versicolor wg
Ishihara i Ishihara (54).
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Rys. 9. Proponowany schemat metabolizmu kwasu wanilinowego do B-ketoadipinianu przez Sporotrichum
pulverulentum. RED-AZA - reduktaza, OKS.FEN.- oksydaza fenolowa, CH-RED.- reduktaza chinonowa,
DIOKSYG.- dioksygenaza, M-RED.- reduktaza maleilooctanu, orto-¢hinon Il - struktura hipotetyczna (58).
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HO-<f VCH CHjOGu
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Rys.10. Rozkfad eteru syryngiloglikolo-y3-gwajakolowego przez lakaze Trametes versicolor vg Kirka i wsp. (61).
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mechanizm degradacji ligniny Bjorkmana przez lakaze B izolowang przez nich z grzybni Trame-
tes versicolor , W wyniku utleniania ligniny w tancuchu bocznym powstawatby ketoeter, a
nastepnie w toku dalszego utleniania w miejscu grupy ketonowej nastepowatoby rozerwanie
wigzania tgczacego alifatyczny fragment makroczgsteczki ligniny z aromatycznym. Autorzy
w proponowanym mechanizmie nie uwzglednili czynnosci lakazy, polegajacej na utlenianiu
ugrupowan fenolowych do odpowiednich chinonéw, a takze procesu demetylacji. Sugerowane
przez nich powstawanie grup karboksylowych w alifatycznych tancuchach bocznych ma
solubilizowaé lignine, ktéra w przeciwienstwie do formy nierozpuszczalnej tatwiej przytacza sie
do Scian komérkowych grzybow i po odpowiednich modyfikacjach moze by¢ szybciej zuzyta ja-
ko pokarm na zewnatrz i wewnatrz komorki. Powyzsza hipoteza, aczkolwiek atrakcyjna z punktu
widzenia utylizacji ligniny, nie znalazta potwierdzenia w poézniejszym pismiennictwie. W no-
wszych pracach grupy Higuchi wykazano, ze lakaza pochodzaca z Coriolus versicolor
degradowata modelowy zwigzek ligniny 1,2-bis-(4-hydroksy-3,5-dimetoksyfenylo)-propan-
1,3-diol. Obecnos¢ takich produktéw degradacii, jak syryngiloglikol, a-hydroksyacetosyryngon,
aldehyd syryngovly i 2,6-dimetoksy-p-benzochinon dowodzita, ze w substracie miato miejsce
rozerwanie wigzania Ca-C” (64). Zaobserwowano ponadto, ze wyizolowany z C. versicolor en-
zym posiadat zdolnos¢ rozrywania aromatycznego pierscienia w modelu ligniny 4,6-di-(tetra-
butylo)gwajakolu. Produktami reakcji byty pochodne mukonolaktonu. Udowodniono, ze wtoku
reakcji dearomatyzacji, katalizowanej przez lakaze, do substratu wbudowywany byt tlen czaste-
czkowy (65). W naszym zakladzie wykazano, ze lakaza grzybowa zaréwno polimeryzuje, jak i
depolimeryzuje makroczasteczke ligniny (66; rys. 11).

Wydajny przebieg procesu depolimeryzacji uwarunkowany jest szybkim usuwaniem ze
Srodowiska reaktywnych rodnikéw wzglednie chinonéw tworzacych sie w wyniku oddziatywania
lakazy na ugrupowania fenolowe badz metoksyfenolowe. Wspomniano juz, ze obecnos¢ tego
typu rodnikéw wykazali Harkin i Obst podczas oddzialywania lakazy lub peroksydazy na 2,4,6-
trimetoksyfenol (54). Rodniki moga samorzutnie tgczy¢ sie, tworzac w rezultacie oligomery i poli-
mery o r6znych masach czasteczkowych.

Okazato sie, ze czynnikiem skutecznie redukujgcym rodniki i chinony, a wiec usuwajacym te
polaczenia ze Srodowiska reakcji lakazy, jest oksydaza glukozy. Enzym oddziatywa¢ moze

Rys. 11. Depolimeryzacja (A) i polimeryzacja (B) frakcji lignosulfonianéw sodu przez lakaze Trametes versi-
color. Profile elucji przed (linia przerywana) i po inkubacji z lakazg (linia ciaggta) wg Leonowicza i wsp. (66).
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Rys. 12. Utlenianie glukozy kosztem chinonéw wytwarzanych przez lakaze (67).

Rys.13. Profile elucji niskoczasteczko-
wych frakcji lignosulfonianéw sodu z ko-
lumny Sephadex G-50 po inkubaciji z la-
kaza (linia przerywana) oraz lakaza
i oksydaza glukozy (linia ciggta) (70).

Rys. 14. Profile elucji wysokoczasteczko-
wej frakcji lignosulfonianéw sodu z ko-
lumny Sephadex G-50 po inkubacji z
lakaza (linia przerywana) oraz lakazg
i oksydazg glukozy (linia ciagta) (70).
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wedlug mechanizmu zaproponowanego w roku 1977 przez Greena (67), w ktérym role donatora
tlenu w utlenianiu glukozy petni nie tlen czgsteczkowy, lecz chinony badz rodniki wytworzone
dziataniem lakazy na zwiazki fenolowe (rys. 12). Podobny przebieg reakcji zaobserwowali row-
niez Alberti i Klibanov (68) w odniesieniu do p>-benzochinoniJ, ktéry oksydaza glukozy redu-
kowata do p-hydrochinonu. W naszej pracowni przebadano wplyw szeregu zwigzkéw fenolo-
wych na sekwencyjne oddziatywanie lakazy i oksydazy glukozy (69). We wszystkich badanych
przypadkach produkty chinonowe wytwarzane dziataniem lakazy znikaty ze Srodowiska reakcji
po wprowadzeniu do mieszaniny reakcyjnej oksydazy glukozy. Obserwowane zjawisko byloby
zatem prawidlowoscig, ktére by¢ moze ma zastosowanie réwniez w odniesieniu do transforma-
cji ligniny. Dalsze badania przy uzyciu lignosulfonianéw jako adekwatnego modelu ligniny,
potwierdzity to przypuszczenie (70). Okazato sie, ze dodanie oksydazy glukozy do mieszaniny
zawierajgcej lignosulfoniany i lakaze skutecznie przeciwdziata polimeryzacji tych potgaczen oraz
przyspiesza procesy depolimeryzacyjne, katalizowane przez lakaze (rys. 13i 14).

Powyzsze wyniki moga sugerowac jeszcze inriy przebieg depolimeryzacji, w ktérym istotng
role moglyby odgrywac¢ dioksygenazy, czyli enzymy rozrywajace pierscien aromatyczny. Sub-
stratami dla tych enzyméw mogtyby by¢ ortodifenole wytwarzane z odpowiednich chinonéw
przez oksydaze glukozy. Dioksygenazy, znane juz dos¢ dawno w materiale bakteryjnym, zostaty
rowniez zidentyfikowane u grzybow rozktadajacych lignine, np. dioksygenaza protokatechano-
wa wykryta u Polystictus versicolor przez Haidera i wsp. (71). Stosujac radioaktywny kwas wani-
linowy i filtrat kultury Polystictus versicolor autorzy przesledzili gtéwne etapy degradacji substra-
tu zapoczatkowane przez dioksygenaze protokatechanowa (rys. 15). Enzym ten zostat pdzniej
wyizolowany i wysoko oczyszczony w haszym laboratorium z grzybéw Chaetomium piluliferum i
Pleurotus ostreatus (23,38,72-74). W latach osiemdziesiatych w pracowni Kirka przeprowadzo-
no blizsze badania funkcji dioksygenaz w rozktadzie ligniny (75). W oparciu o nie sformutowano
teze, zgodnie z ktdrg enzymy te moga oddziatywacé na peryferyjne aromatyczne fragmenty poli-
meru ligninowego, powodujac ich dearomatyzacje. Podstawa tej koncepcji byta identyfikacja,
w $Srodowisku wzrostu grzyba Phanerochaete chrysosporium na wiérach $wierkowych, kwasu
2-0-(4-hydroksy-3-metoksy-/3-oksofenetoksy)-2-hydroksy-4-okso-2-butenowego, przypu-
szczalnego produktu dioksygenacji peryferyjnych aromatycznych fragmentow ligniny (75; rys. 16).

Autorzy dopuszczajg mozliwos¢ wczesniejszej demetylacji substratu oraz wytworzenie
(za pomoca dodatkowej hydroksylacji) ugrupowan ortodifenolowych, pomiedzy ktérymi naste-
powatoby rozszczepienie pierscienia aromatycznego. Ta interesujaca hipoteza zostata potwier-
dzona w naszym laboratorium przy uzyciu 3,4-dioksygenazy protokatechanowej oczyszczonej
z grzyba Pleurotus ostreatus (72,74). Efekt oddziatywania rozpuszczalnego enzymu oraz jego
formy immobilizowanej na wysokoczgsteczkows frakcje lignosulfonianéw sodu (adekwatny mo-

ACOOH I"COOH 1"COOH "ACOOH
IfS..0 ACHfCOOH
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enzym U c-on-
CHj OH X-OH
OH OH b kw. B-karboxymukonC«>y
kw. protokatechowy i jego lakton

-co2
*H20)

enzym 2

HOOC- CH2-CH2-C-CH2-COOH

0
kw. "-ketoad)pinowy

Rys. 15. Dioksygenacja kwasu protokatechowego przez ekstrakt grzybni Polystictus versicolor wg Haidera
i wsp. (71).
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Rys.16. Hipotetyczny przebieg degradacji pierscienia aromatycznego w peryferyjnym fragmencie struktury
ligniny (L) wg Chena i wsp. (75). Zidentyfikowana przez autoréw i oméwiona w tekscie pochodna kwasu bu-
tanowego oznaczona jest w schemacie liczbg 13.

del struktury ligniny) Sledzono w oparciu o pomiar widma absorpcji w ultrafiolecie (rys. 17).
Zaobserwowane obnizenie absorpcji w regionie odpowiadajgcym czgsteczkom aromatycznym,
to jest przy 280 nm, swiadczy o degradacji tych struktur w badanym modelu ligniny przez
dioksygenaze. Potwierdza to stusznos¢ tezy prezentowanej przez grupe Kirka (75).

Wedlug naszych, jeszcze nie opublikowanych badan, frontalng dioksygenacje makrocza-
steczki ligniny mozna osiggnac¢ takze na drodze kooperacji trzech enzyméw, tj. czynnika deme-

Rys.17. Absorpcja w ultrafiolecie wysokocza-
steczkowej frakcji lignosulfonianu sodu (ok. 97
kD) przed inkubacjg z 3,4-dioksygenaza proto-
katechanowg (linia ciagta) i po 3 godzinnej in-
kubacji z immobilizowang forma enzymu (linia
przerywana) (74).
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tylujacego i wytwarzajgcego ugrupowania ortodifenolowe, oksydazy glukozy, zapobiegajacej
dalszemu ich utlenianiu, oraz dioksygenazy, rozrywajgcej pierscien aromatyczny pomiedzy
ugrupowaniami ortodifenolowymi. Badania ubiegtego dziesieciolecia przyniosty jednak rewe-
lacje, ktérg trudno jeszcze w tej chwili wiasciwie oceni¢ - odkryto poszukiwang od wielu lat
Lligninaze” ligninowa peroksydaza. Enzym zostat zidentyfikowany w filtracie kultury Phanero-
chaete chrysosporium i opisany w tym samym czasie przez trzy niezalezne grupy badaczy, fj.
z pracowni Kirka (24) i Golda (25) i Higuchi (100). Ligninaze mozna indukowa¢ u Ph. chrysospo-
rium warunkami gtodu weglowego lub azotowego. Enzym, o masie czasteczkowej 42 kD, wy-
maga do czynnosci katalitycznej nadtlenku wodoru i katalizuje bez stereospecyficznosci szereg
reakcji utleniania w alkilowym taricuchu bocznym zwigzkéw ligninowych, rozrywanie wigzan
pomiedzy atomami wegla Ca-C/3 tarficuchéw bocznych w podjednostkach strukturalnych ligni-
ny, utlenianie benzylowych grup alkoholowych do odpowiednich aldehydoéw badz ketondéw, in-
tradiolowe rozrywanie struktur fenyloglikolowych oraz hydroksylacje grup metylenobenzylowych
(76). Ligninaza powoduje réwniez polimeryzacje-* kopolimeryzacje potgczen fenolowych, podo-
bnie jak peroksydaza i lakaza. Wszystkie czynnosci wymagajg nadtlenku wodoru, chociaz dwie
reakcje, tj. rozerwanie wigzania Ca-Q3 i hydroksylacja grup metylenobenzylowych majg chara-
kter oksygenacji substratowej, a tlen wigczany do substratu pochodzi z ttenu atmosferycznego,
nie za$ z nadtlenku wodoru. W tych zatem przypadkach ligninaza zachowuje sie jak wyjatkowa
oksygenaza wymagajaca do czynnosci nadtlenku wodoru. Niektére z opisanych reakcji katalizo-
wanych przez ligninaze, w odniesieniu do maksymalnie zmetylowanego preparatu ligniny Bjork-
mana i modelowych zwiazkéw ligniny ilustruje rys. 18.

Optimum aktywnosci enzymu przypada ponizej pH 3. Enzym jest wysoce specyficzny tylko
wobec substratéow sztucznie maksymalnie zmetylowanych, badz substratéw pochodzenia natu-

ocHj CHiOH
HC*

,CHOH

OCH,

OCH.

OCH,
OC"H,

Rys. 18. Aktywnos$¢ ligninazy w stosunku do preparatu ligniny ze znakowanymi grupami metoksylowy-
mi oraz dwoéch dimerycznych modeli iigniny. Przerywanymi strzatkami zaznaczono miejsca rozrywania
wigzan miedzy podjednostkami. A i C odpowiednio zwigzki modelowe ! i 2; B makroczasteczka ligniny: 3-7
produkty degradacji (24).
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ralnego o wysokim stopniu zmetylowania, jak np. lignina izolowana z drewna osiki (24). Zanie-
czyszczenie substratu zwigzkami zawierajacymi fenolowe grupy OH powoduje przestawienie
swoistosci enzymu na czynnos¢ utleniajgco-polimeryzacyjna, jak to ma miejsce w przypadku
peroksydazy. Substrat ligninazy, alkohol weratrylowy, ktérego utlenianie do aldehydu jest dla
wielu autoréw miarg aktywnosci ligninazy, musi by¢ dodatkowo oczyszczony od $ladowych na-
wet ilosci potaczen fenolowych. Ligninaza jest zatem enzymem o charakterze peroksydazy (ta
sama masa czasteczkowa, hematynowy charakter biatka, wymaganie nadtlenku wodoru do
czynnos$ci) i dodatkowej specyficznosci depolimeryzacyjnej przy niskich wartosciach pH. Do-
tychczas znane peroksydazy nie wykazywaly takiej specyficznosci, aczkolwiek w niektérych pra-
cach mozna sie tego doszukac¢. Na przyktad, peroksydaza izolowana z grzyba Trametes versi-
color obok wyraznego efektu polimeryzacyjnego w pH 3 katalizowata réwniez, chociaz
w niewielkim stopniu, depolimeryzacje niskoczasteczkowej frakcji lignosulfonianéw (77). By¢
moze, podobnie jak w przypadku lakazy, szybka polimeryzacja wytwarzanych przez peroksy-
daze rodnikoéw i chinonéw uniemozliwiata bardziej wyrazng rejestracje efektu depolimeryza-
cyjnego. Istotnie, w po6zniejszej publikacji Lobarzewski i Baszczynski (78) wykazali, ze w ukia-
dzie zawierajacym oksydaze glukozy obok celulaz i peroksydazy, a takze ligninoceluloze jako
substrat dla obu enzymoéw, mozna osiggna¢ degradacje kompleksu do niskoczasteczkowych
potaczen fenolowych i kwasu glukonowego. By¢ moze oksydaza glukozy (podobnie jak w przy-
padku lakazy) redukujgc reaktywne chinony, wytwarzane dziataniem peroksydazy, zapobiegata
tym samym repolimeryzacji produktu.

Przy obecnym stanie wiedzy trudno definitywnie rozstrzygna¢, czy ligninazy (a znanych jest
juz ich caly szereg) i tradycyjne peroksydazy - to catkiem odrebne grupy enzymoéw, czy réznice
pomiedzy nimi polegaja jedynie na wiekszej lub mniejszej aktywnosci w odniesieniu do substra-
tu ligninowego. Na przyktad, w zespole Leisoli (34,79,80) znaleziono cztery rdznigce sig
wiasciwosciami ligninazy i dwie peroksydazy, przy czym wszystkie zidentyfikowane enzymy
zawieraty czasteczke hemu silniej lub stabiej zwigzana z biatkiem. Badacze grupy Golda, Kuwa-
hara i wsp. (81) oraz nieco p6zniej Huynh i Crawford (82) opisali peroksydaze, ktdrej czynnosc¢
uwarunkowana jest obecnoscig jonéw manganowych. Po blizszym przebadaniu enzymu przez
Baszczyniskiego i wsp. (83) w pracowni Crawforda okazato sie, ze w okreslonych warunkach
wspotpracuje on z tlenem atmosferycznym nie wymagajac do czynnosci nadtlenku wodoru,
a przeciwnie, produkuje ten zwigzek podczas utleniania glutationu, ditiotreitolu badz NADPH.
Enzym posiada mase czasteczkowg 45-47 kD, a zatem nieco wieksza od ligninazy | odkrytej
przez grupe Kirka. W obecnosci HgOg utlenia typowe dla peroksydazy donatory wodoru, jak np.
syryngaldazyne, gwajakol i kwas syryngowy, nie utlenia natomiast alkoholu weratrylowego,
czym roézni sie zasadniczo od typowych ligninaz. Z drugiej strony, dziatajgc demetylujgco na nie-
ktére potaczenia metoksylowe, jak np. kwas 2-metoksy-3- fenylobenzoesowy, enzym przejawia
aktywnos$¢ istotng z punktu widzenia transformaciji ligniny, za$ produkowany przezen w okre-
Slonych warunkach nadtlenek wodoru moze by¢, jak sugerujg autorzy, substratem dla ligninaz.

Wynika z tego, ze zarowno peroksydazy - jak tez ich nowo odkryta podgrupa-ligninazy - sg
aktywne w odniesieniu do ligniny, chociaz ta aktywnos¢ przejawia sie w spos6b zréznicowany.
Nie podwaza to jednak faktu, ze obie grupy enzymoéw awansowaty ostatnio do czynnikéw od-
grywajacych zasadnicza role w degradacji ligniny. Potwierdzatoby to stusznos¢ wysunietej
przed laty w naszym zespole koncepcji transformacji ligniny zapoczatkowanej czynnoscia de-
metylacyjng peroksydazy badz lakazy (49,51).

W Swietle wspoétczesnej wiedzy o strukturze makroczasteczki ligniny trudno sobie wyobrazic
by biopolimer ten mogt by¢ skutecznie degradowany przez jeden tylko enzym, nawet o tak sze-
rokiej specyficznosci jak ligninaza. W odniesieniu do znanych ligninaz nie moze by¢é chyba mo-
wy o0 jakim$ kompleksie enzymatycznym, z uwagi na ich stosunkowo niskg mase czasteczkowa.
Wydaje sie zatem logiczna koncepcja o kooperacji kilku odzielnych enzyméw w degradowaniu
ligniny. Wiadomo na przykiad, ze tak stosunkowo prosty w budowie (w poréwnaniu z ligning)
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Rys.19. Proponowany mecha-
nizm oddziatywania oksydore-
duktazy celobiozowo-chinono-
wej (89).

celobiozo ce lobiono-i-lokton

Icktoixjza

kw. celobionowy

biopolimer jak celuloza, wymaga do transformacji szeregu enzymoéw dziatajgcych sukcesywnie
w miare postepu procesu hydrolizy. Z ligning moze by¢ podobnie. Niektore elementy
wspotpracy kilku enzymoéw aktywnych w odniesieniu do ligninowego polimeru juz przedstawio-
no. Udowodniono tez ponad wszelka watpliwos¢, ze degradacje ligniny akceleruje obecnosé
w podtozu drugiego skladnika kompleksu, to jest celulozy badz jej oligomeréw (84-90). ldea
wspotzaleznosci procesow delignifikacji i degradacji celulozy byta po raz pierwszy postulowana
przez Westermarka i Erikssona (88-90). Hipoteza ta jest nadal wigzaca, gdyz wczes$niejsze do-
niesienia Gottlieba i wsp. z roku 1950 (44) o mozliwosci wzrostu grzybni na ligninie jako jedynym
zrédle wegla nie zostaly dotad potwierdzone. W naszej pracowni wykazano, ze produkty
czesciowej hydrolizy materiatlu drzewnego wyraznie indukujg systemy enzymatyczne degraduja-
ce oba skladniki kompleksu ligninocelulozowego. Wedtug oceny autoréw z grupy Erikssona,
procesy depolimeryzacji zaréwno celulozy, jak i ligniny zazebiajg sie w pewnych punktach i wza-
jemnie wspomagaja (88-90). Badacze tej grupy odkryli enzym oksydoreduktaze celobiozowo-
chinonowa, ktdra na zasadzie sprzezenia zwrotnego wspotdziata z lakaza i celulazami podczas
depolimeryzacji obu sktadnikbw kompleksu ligninocelulozowego. Enzym zidentyfikowano
w przesgczu kultur Polyporus versicolor i Sporotrichum pulverulentum, rosnacych na celulozie
jako jedynym zrdédle wegla (89), a nastepnie wysoko oczyszczono z filtratu kultury Polyporus
versicolor (90). Redukowat on chinony produkowane przez lakaze do odpowiednich fenoli oraz
utleniat celobioze wytwarzang przez kompleks celulazowy do laktonu-~-celobionowego (89;
rys. 19). Lakaza w omawianym systemie, petni wedlug autoréw, funkcje ogniwa w ekstracelular-
nym transporcie elektronéw.

W chwili odkrycia oksydoreduktazy celobiozowo-chinonowej nie znane byly jeszcze ligni-
nazy, ktérym obecnie przypisuje sie zasadnicza role w degradacji ligniny. Enzymy te, jak wiado-
mo, wymagaja do czynnosci katalitycznej nadtlenku wodoru, ktory nie jest jednak produkowany
w systemie omoéwionej oksydoreduktazy. W zwigzku z tym nalezatoby znalez¢ naturalne ukiady
wytwarzajgce ten czynnik. W naszym zespole rozpatrywaliSmy rézne mozliwosci, analizujgc
miedzy innymi funkcje szeregu enzymow cytozolu grzybowego, jak np. oksydazy alkoholowej,
peroksydazy zaleznej od manganu czy oksydazy glukozy, z ktérych jedynie peroksydaza i oksy-
daza glukozy moga funkcjonowac zaréwno w cytoplazmie, jak i pozakomoérkowo. Sa to enzymy
‘~;osunkowo trwate i odporne na dziatanie czynnikéw zewnetrznych. Wykazano, ze oksydaza
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glukozy daje sie tatwo immobilizowa¢ (91), co dodatkowo zwieksza jej trwatosS¢ i rozszerza za-
kres dziatania Enzym ten wystepuje u gatunkéw znanych z aktywnosci w odniesieniu do lignino-
celulozy (92; tab. 1), czego nie mozna powiedzie¢ o manganozaleznej peroksydazie, ktora zna-
leziono dotychézas jedynie u Phanerochaete chrysosporium (81, 83) Trametes versicolor (93)
i Phiebia radiata (94).

Tabelal

Aktywnos¢ pozakomoérkowej oksydazy glukozy niektérych grzybow klasy Basidiomycetes oraz ich
zdolnosé do transformacji ligninocelulozy i produkcji lakazy wg danych literaturowych (92)

Aktywnos¢ Zdolnos¢é Zdolnos¢
Grzyby oksydazy glukozy do transformacji do produkgcji lakazy
(nM glukozy(min/ml)) ligninocelulozy (dane literaturowe)
(dane literaturowe)
Coriolus versicolor 31 tak tak
(Linneaeus ex Fries/Quel
Kuechneromyces mutabilis 8,1 tak tak
(Schaeffer ex Fries) Singer et
Smith
Merulius lacrymans 0,0 nie nie
Woulfen ex Fries
Phanerochaete chrysosporium 1,3 tak tak
Burdsall
Pholiota mutabilis 5,6 tak tak
(Schaeffer ex Fries)Quel
Pleurotus ostreatus 29,0 tak tak
(Jacquin ex FriesjiKummer
Polystrictus abietinus 0,0 nie nie
Cooke
Polystrictus versicolor 4,2 tak tak
Fries
Poria crustina 0,0 nie nie
Bresadola
Sporotrichum pulverulentum 39,3 tak tak
Novobranova
Trametes pubescens 12,4 tak tak

(Schummer ex Fries)Pilat

Trametes versicolor 21,1 tak tak
(Linnaeus ex Fries)Pilat

Dodatkowg cecha wyrézniajacg oksydaze glukozy sposréod innych donoréw nadtlenku wo-
doru, takze od peroksydazy manganozaleznej, jest omoéwiona juz mozliwos¢ wspotpracy z la-
kaza. Przejawia sie to w zdolnosci do redukcji rodnikéw i chinonéw wytwarzanych przez lakaze
podczas oddziatywania na lignine i jej niskoczgsteczkowe prekursory fenolowe (69,70). Mozliwa
jest rowniez wspotpraca oksydazy glukozy z ligninaza w zakresie wytwarzania nadtlenku wodo-
ru. W pracowni Golda wykazano taka kooperacje podczas degradacji aromatycznych dimeréw
przez ligninaze (25). Oksydaza glukozy moze byc¢ takze donorem nadtlenku wodoru przy utle-
nianiu przez ligninaze alkoholu weratrylowego, ktdra to reakcja jest miarg aktywnosci lignolitycz-
nej (rys. 20). Z drugiej strony wykazano, ze mutant Phanerochaete chrysosporium pozbawiony
oksydazy glukozy nie rozkiadat ligniny, co wedlug Ramasany i wsp.(96) oznacza, ze in vivo
oksydaza glukozy jest u tego gatunku niezbedna do wspoétpracy z ligninaza. Oksydaza glukozy
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Rys.20. Wplyw stezenia glukozy oraz oksydazy glu-
kozy na aktywnos$¢ lignolityczng ligninazy wyizolo-
wanej z przesaczu kultury Phanerochaete chryso-
sporium (95).

0.017 0.033 0.050
Glukoza ( M)

wspotdziata réwniez z kompleksem celulaz utleniajac glukoze wytwarzana przez te enzymy pod-
czas hydrolizy celulozy (97). W pierwszej fazie tej reakcji glukoza utleniana jest do glukonolakto-
nu z jednoczesng redukcjg sprzezonego z enzymem FAD do FADHg. W drugiej fazie nastepuje
utlenienie FADHg kosztem tlenu atmosferycznego do FAD z wytworzeniem nadtlenku wodoru
(57). Wspomniano juz, ze tlen, niezbedny do drugiej fazy reakcji, moze by¢ dostarczony przez
rodniki badz chinony wytwarzane dziatlaniem lakazy na zwigzki fenolowe, badz metoksyfenolo-
we (69,70). W Swietle badan Kerstena i wsp. (98) rowniez czynnos¢ ligninazy moze wigzac sie
z powstawaniem chinonéw. Autorzy dziatajgc ligninaza z Ph. chrysosporium na 1,4-dimetoksy-
benzen stwierdzili powstawanie kationowego rodnika, do ktérego nastepnie zostaje wigczona
czasteczka wody zgodnie z mechanizmem przedstawionym na rys. 21. Produktami reakcji sa
metanol i p-benzochinon.

OCH. OCH

1.~-di metoksy benzen

p-benzochinon
Rys.21. Reakcja demetylacji 1,4-dimetoksybenzenu katalizowana przez ligninaze (98).
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Rys.22. Przebieg utleniania lignosulfonia-
now przez lakaze (70).

Demetylacyjna czynnos¢ ligninazy, w tym przypadku jest unikatowa w poréwnaniu z innymi
biologicznymi mechanizmami demetylacji. Aktywnos¢ O-demetylazowa wyrazajgca sie w reakcji
katalizowanej przez monooksygenazy, np. cytochrom P-450, prowadzi do utworzenia formalde-
hydu i ugrupowania fenolowego, nie zas metanolu i chinonu (99).

W naszej pracowni wykazano, ze chinonowe produkty dziatania lakazy na monomery feno-
lowe inaktywujg ten enzym (69). Nagromadzajgce sie produkty utlenienia np. lignosulfonianéw
przez lakaze hamuja przebieg reakcji. Nowe porcje enzymu wprowadzane do srodowiska przy-
spieszajg reakcje, jednakze w coraz mniejszym stopniu (70; rys. 22). Mozna zatem powiedziec,
ze dzieki czynnosci oksydazy glukozy nastepuje odtruwanie srodowiska, co pozwala lakazie na
dalsze petnienie jej funkcji. Powyzsze cechy wyrézniajg zatem oksydaze glukozy nie tylko jako
donora nadtlenku wodoru, ale takze jako enzym, ktérego funkcja ma istotne znaczenie w trans-
formowaniu ligninocelulozy. Cech tych w duzej mierze brakuje peroksydazie zaleznej od manganu.

Biorgc pod uwage omoéwione wyniki wikasnych badan oraz innych autoréw mozna wnosic,
ze koncepcja komplementarnosci rozktadu celulozy i ligniny oraz istnienia uktadéw enzymatycz-
nych taczacych te procesy, postulowana przez grupe Erikssona, jest nadal aktualna. W organiz-
mach, w ktérych funkcjonuja iigninazy role uktadu dziatajacego na zasadzie sprzezen zwrotnych
petnitaby produkujaca nadtlenek wodoru oksydaza glukozy, zas proces rozktadu ligninocelulozy
mogtby mie¢ przebieg nastepujacy; glukoza, powstajgca jako produkt hydrolizy celulozy przez
kompleks celulaz, bytaby- substratem dla oksydazy glukozy, za$ tlen niezbedny do reakcji
pochodzitby czesciowo z chinonéw, produkowanych dziataniem lakazy na oligomery ligniny.
Wytworzony w wyniku utleniania glukozy glukonolakton, po odpowiednich przeksztatceniach,
mogtby zasila¢ metabolizm grzyba w cyklu pentozowym, badz w glikolizie. Z kolei nadtlenek wo-
doru produkowany w wyniku reakcji katalizowanej przez oksydaze glukozy aktywowatby
ligninaze, ktéra oddziatujgc na lignine powodowatby jej rozklad do aromatycznych oligomeréw
zawierajagcych ugrupowania metoksylowe. Na te ostatnie dziatataby lakaza demetylujac je i de-
gradujac do jeszcze nizszych fragmentéw. Wytwarzaniu nadmiernej ilosci chinonéw i wtérnej ich
polimeryzacji przeciwdziatataby oksydaza glukozy redukujac je do odpowiednich fenoli. Te
ostatnie z kolei mogtyby sie sta¢ substratami dla dioksygenaz grzybowych rozrywajgcych
pierscien aromatyczny. Produkty dioksygenacji, po dalszych przeksztatceniach, w formie keto-
kwasoéw tatwo znajdowatyby droge do cyklu Krebsa (rys. 23).

Sugerowany mechanizm mogtby mie¢ miejsce u organizméw grzybowych dysponujacych
wszystkimi wymienionymi enzymami. Do takich nalezy miedzy innymi grzyb Phanerochaete
chrysosporium. U gatunkéw, w ktérych nie znaleziono ligninaz, a jednak wydajnie transformuja-
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Rys.23. Hipotetyczny mechanizm transformaciji ligninocelulozy przez enzymy grzybowe (92).

cych ligninoceluloze, mégtby funkcjonowa¢ mechanizm zaproponowany przez grupe Erikssona
z oksydoreduktazag celobiozowo-chinonowa jako enzymem centralnym (88-90). Jest réwniez
prawdopodobne, ze oba systemy dziatajg rownolegle i wzajemnie sie uzupetniajg. Rzecz jasna
nie mozna wykluczy¢ istnienia jeszcze innych, nie odkrytych dotychczas mechanizméw, a takze
enzymoOw, czy systemOw dzialajgcych na zasadzie sprzezen zwrotnych w procesach transfor-
macji ligninocelulozy. Doktadne poznanie tych proceséw pozwoli szybciej rozwigza¢ problem
wiasciwego wykorzystania zapasow ligninoceiuiozy, gromadzacych sie na skutek dziatalnosci
cztowieka. Jest to jednak problem, jak nalezy sadzi¢, na miare przysztego wieku.
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Enzymatic transformation of lignocellulose
Summary

Biodegradation of lignocellulose materials by wood-rotting fungi as well as the enzymology and the

mechanisms of this process are reviewed.
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