Разложение целлюлозы

В состав целлюлозы (клетчатки) входит более 50% всего органического углерода биосферы. Целлюлоза — наиболее распространенный полисахарид растительного мира; высшие растения на 15—50% состоят из целлюлозы.
В связи с большим количеством синтезируемой в природе целлюлозы микроорганизмы, ее разлагающие, играют очень важную роль в процессе минерализации и круговороте углерода.
Разнообразие микрофлоры, способной разлагать целлюлозу в почве, позволяет проводить трансформацию этого вещества в различных условиях аэрации, при кислом или щелочном рН, низкой или высокой влажности и температуре. Для большинства микроорганизмов, разлагающих целлюлозу, характерна высокая специфичность по отношению к этому веществу.
Целлюлозу разлагают аэробные микроорганизмы (бактерии и грибы) и анаэробные мезофильные и термофильные бактерии.
Аэробное разложение. Группа аэробных целлюлозоразлагающих микроорганизмов наиболее богато представлена в почве.
В 1918 г. X. Б. Хутчинсон и Дж. Клейтон выделили из почвы целлюлозоразлагающую бактерию, имеющую вид длинных веретенообразных палочек с острыми концами. Микроорганизму было дано название Spirochaeta cytophaga. В настоящее время эта бактерия относится к семейству Cytophagaceae роду Cytophaga. Впоследствии были описаны другие виды цитофаг. Сейчас известны виды Cytophaga, разлагающие хитин (рис. 1).
Бактерии рода Cytophaga очень требовательны к среде и обычно в большом количестве встречаются в навозе и почвах, удобрен
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Рис. 1. Разложение фильтровальной бумаги в местах роста Cytophaga {слева) | целлюлозное волокно, покрытое бактериями (справа) (по С. Н. Виногр адскому).

ных навозом. То же свойственно и представителям рода Sporocy-tophaga, разлагающим целлюлозу. Они отличаются от видов рода Cytophaga способностью образовывать микроцисты.
В расщеплении целлюлозы принимают участие миксобактерии, относящиеся к порядку Myxobacteriales: семейство Мухососсасеае (род Myxococcus), семейство Archangiaceae (род Archangium), семейство Polyangiaceae (род Polyangium), широко распространенные в почвах разных зон.
В почвах встречаются представители рода Cellulomonas. Это аэробные грамположительные подвижные палочковидные бактерии, неправильной формы, с возрастом они иногда превращаются в кокки. Разлагают целлюлозу в аэробных условиях, однако способны и к анаэробному росту. Эти бактерии встречаются в почвах, богатых минеральными формами азота.
Единичные виды Pseudomonas, Vibrio и Bacillus также могут использовать целлюлозу.
Актиномицеты и грибы, обитающие в относительно бедных почвах, в аэробных условиях могут медленно разрушать целлюлозу. К актиномицетам, разлагающим целлюлозу, относятся представители родов Streptornyces, Streptosporangium, Micromonospora, к грибам — представители родов Fusarium, Dematium, Chaetomium, Trichoderma, Verticillium, Aspergillus, Penicillium, Botrytis, Rhi-zoctonia, Myrothecium. В разрушении целлюлозы участвуют и хитридиомицеты, среди которых много паразитов.
Анаэробное разложение. Микроцисты — тела округлой или овальной формы, представляющие собой покоящуюся стадию развития микроорганизмов.
Большинство представителей анаэробных целлюлозоразлагающих бактерий, найденных в природе, относятся к семейству Bacillaceae, роду Clostridium. Эти бактерии обитают в почвах, компостах, навозе, речном иле и сточных водах. Они устойчивы к кислотности и распространены не только в нейтральных, но и в кислых почвах. Типичный представитель рода, разлагающий целлюлозу при температуре 30—40°С,— Clostridium omelianskii, впервые выделенный известным микробиологом В. Л. Омелянским в 1902 г. Этот микроорганизм имеет палочковидную форму (4—8X0,3—0,5 мкм), подвижен, образует толстые споры в клетке, поэтому спорообразующая клетка сильно разду​вается и становится похожей на барабанную палочку.
Разлагать целлюлозу может и другой мезофильный вид — Cl. cellobioparum.
Среди анаэробных целлюлозоразлагающих бактерий, встречающихся в почве, навозе и компостах, имеются термофилы. Эти формы весьма активно сбраживают клетчатку. К ним относится Cl. thermocellum, оптимальная температура для которого около 60°С, а максимум приближается к 70°С. При 40—45°С эта бактерия развивается плохо.
Мезофильные и термофильные анаэробные бактерии хорошо используют целлюлозу, но на обычных средах, содержащих простые сахара, они развиваются слабо. Они плохо переносят даже несколько повышенные концентрации сахаров.
Следует указать, что в рубце жвачных животных находятся специфические облигатные анаэробные целлюлозоразлагающие бактерии. Они вызывают разложение целлюлозы кормов до глюкозы, которая затем сбраживается с образованием органических кислот (уксусной, пропионовой, масляной, молочной, муравьиной, янтарной и др.), спиртов и газов (СОг и Нг). Разложение целлюлозы в рубце животных осуществляют кокковидные и палочковидные бактерии: Ruminococcus flavefaciens, Ruminococcus albus, Bacteroides succinogenes, Butyrovibrio fibrisolvens, Ruminobacter parvum. Бактерии рубца имеют большое значение в питании жвачных животных.
Кратко остановимся на биохимической стороне процесса распада клетчатки. Целлюлоза представляет собой высокомолекулярный полимер с неразветвленной цепью, состоящей из соединенных р-1,4-гликозидными связями глюкозных остатков, число которых в молекуле колеблется от 1400 до 10 000. Молекулы целлюлозы соединены в пучки, или мицеллы, из 40—60 молекул каждая.
Разложение целлюлозы микроорганизмами проходит в несколько этапов. Сначала происходит ферментативный гидролиз полимера. Этот процесс протекает под влиянием фермента, называемого целлюлазой и представляющего собой комплекс двух ферментов — эндо- и экзоглюканазы или Срфактора и Сх-фермента.

Считают, что целлюлазы, гидролизирующие целлюлозу, в среду не выделяются. По-видимому, они в концентрированном виде находятся на поверхности бактериальной клетки. Очевидно, целлюлазы являются контактными ферментами, связанными клеточной поверхностью. Поэтому разложение целлюлозы идет только при непосредственном соприкосновении микробов с ее волокнами.
Целлюлаза действует на {$ (1,4)-гликозидные связи. В результате целлюлоза превращается в дисахарид целлобиозу, которая при воздействии фермента р-глюкозидазы переходит в глюкозу.
При аэробном разложении целлюлозы из образовавшейся глюкозы в основном получаются два продукта — СО2 и Н2О. Могут накапливаться и небольшие количества органических кислот.
При анаэробном распаде целлюлозы первоначальный продукт ее гидролиза — глюкоза в дальнейшем подвергается сбраживанию, в результате чего образуется много органических веществ, состав которых несколько различен у отдельных культур микроорганизмов. Ниже указаны продукты, образуемые отдельными видами целлюлозоразлагающих бактерий.
Мезофилы Cl. omelianskii, Cl. dissolvens, Cl. cellobioparum: Этиловый спирт, уксусная, молочная и муравьиная кислоты, СО2, Н2
Термофилы Cl. thermocellum: Этиловый спирт, уксусная, молочная и масляная кислоты, СО2, Н2
Раньше считали, что при брожении целлюлозы образуется также метан СН4. Однако современными исследованиями это опровергнуто. Метан образуется не бактериями, использующими полисахариды, а вторичным бактериальным населением, которое разлагает органические кислоты, возникшие в результате сбраживания целлюлозы.
Имеющиеся в растениях простые сахара — моно- и дисахариды, а также низкомолекулярные полисахариды (крахмал, инулин, камеди и т. п.) легко разрушаются различными микроорганизмами.
Разложение пектиновых веществ

Межклеточные вещества растительных тканей — пектины — найдены в так называемых срединных пластинках, находящихся между отдельными клетками тканей растений. Первичные и вторичные клеточные стенки также содержат полисахариды этого типа.
Пектиновые вещества представляют собой сложные полисахариды— полигалактурониды, состоящие из остатков а-/)-галактуроновых кислот, соединенных 1,4-связями.
Имеется три типа пектиновых веществ:
протопектин — водонерастворимая составная часть клеточной стенки;
пектин — водорастворимый полимер галактуроновой кислоты содержащей метилэфирные связи;
пектиновая кислота — водорастворимый полимер галактуроновой кислоты, свободный от метилэфирных связей. 
Пектиновая кислота состоит из длинных цепочек галактуроновых кислот, способных после обработки кальциевыми солями к образованию твердого пектинового геля.
Бактерии и грибы могут разлагать пектин, протопектин и пектиновую кислоту в аэробных и анаэробных условиях. В почве обнаружено большое число микроорганизмов, которые разлагают пектиновые вещества (до 1 млн. клеток на 1 г почвы). Весьма большой пектинразлагающей активностью обладают представители семейства Bacillaceae — аэробные бактерии рода Bacillus (Вас. macerans, Вас. polymyxa) и анаэробные бактерии рода Clostridium (Cl. pectinovorum, Cl. felsineum, Cl. aurantibutyricum, Cl. pectino-Iyticum, Cl. corallinum, Cl. flavum и др.), а также многие грибы. Пектины разлагаются и под влиянием фитопатогенных грибов и бактерий, которые благодаря этому проникают в ткань сельскохозяйственных растений и вызывают болезни типа гнилей.
Микроорганизмы синтезируют три группы экзоферментов, катализирующих распад пектиновых веществ:
протопектиназу, катализирующую разложению протопектина с образованием растворимого пектина;
пектинэстеразу, гидролизующую метилэфирную связь пектина и получение при этом пектиновой кислоты и метилового спирта;
пектиназу (полигалактуроназу), разрушающую связи между единицами галактуроновой кислоты, пектина или пектиновой кислоты с образованием небольших цепочек и в конечном счете свободной D-галактуроновой кислоты.
При гидролизе пектиновой кислоты пектиназой в течение первых стадий разложения аккумулируются только небольшие количества свободной D-галактуроновой кислоты. Обычно ферментами разлагаются ди-, три-, тетра- и пентагалактуроновые кислоты. В последующие стадии гидролиза длинные молекулы распадаются под влиянием каталитической деятельности пектиназы и накапливаются свободная D-галактуроновая кислота и другие соединения. 
Распад пектиновой кислоты может быть выражен следующей схемой: [image: image2.jpg]CiHesOpo -+ nHy0 = CHO(CHOH)COOH + G105 +
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Продукты распада пектиновой кислоты (галактоза, арабиноза и др.) подвергаются окислению или сбраживанию разнообразными микроорганизмами. В частности, при анаэробиозе они сбраживаются маслянокислыми бактериями, относящимися к роду Clostridium (Cl. pectinovorum, Cl. felsineum и другими (рис. 31). Продуктами брожения Cl. pectinovorum являются масляная и уксусная кислоты, а также газы Н2 и СО2, a Cl. felsineum, кроме указанных веществ, образует и небольшое количество ацетона и бутилового спирта.
Пектиновое брожение наблюдается при мочке лубоволокнистых растений — льна, конопли, кенафа, джута, канатника и др. Целлюлозные волокна этих растений, имеющие промышленное значение, склеены с окружающими их тканями пектином. Для отделения волокон необходимо разложение пектина, что происходит под действием пектинразлагающих ферментов анаэробных бактерий.
При водной мочке после погружения стеблей льна в воду они набухают. При этом экстрагируются водорастворимые вещества (сахара, глюкозиды, таннины, растворимые соединения азота и пигменты) и начинают развиваться бактерии. Сначала размножаются аэробные формы, так как вода содержит кислород и питательные вещества, способствующие их развитию. Дрожжи и плесневые грибы развиваются на поверхности среды. Поглощение кислорода создает условия джля развития анаэробных микроорганизмов. В целях ускорения мочки льна и увеличения выхода длинного волокна Всесоюзным НИИ сельскохозяйственной микробиологии предложен препарат пектолитин, содержащий споры активного пектин-разлагающего микроорганизма — Cl. felsineum. Внесение пекто-литина в мочильную жидкость приводит к ускорению процесса мочки льна в среднем на 27%, повышается выход длинного волокна и его качество.
В практике применяют также аэробную мочку льна и других лубоволокнистых культур. В этом случае пектиновые вещества разрушаются аэробными микроорганизмами. Предварительно происходит гидролиз пектиновых веществ до галактуроновых кислот, галактозы, арабинозы, ксилозы, уксусной кислоты и метилового спирта, а затем — окисление микроорганизмами (бактерии, дрожжи, грибы) до СО2 и Н2О.
Существует несколько способов аэробной мочки льна. Расстил, или росяная мочка, — самый старый и наиболее примитивный биологический способ получения волокна. При этом способе мочки лен в осеннее время года расстилают на траве, что и дало название способу. Широкий доступ воздуха, систематическое и порой длительное отсутствие капельно-жидкой влаги, воздействие света и атмосферных осадков, суточные колебания температуры обусловливают длительность процесса (3—8 недель) и преобладание в нем не бактерий, а плесневых грибов — Cladosporium herbarum, Alternaria (иногда Rhodotorula). Видовой состав основной микрофлоры определяется географическими и почвенно-климатическими условиями. При мочке расстилом существует опасность, связанная с тем, что многие грибы способны разрушать клетчатку, то есть затрагивать и волокно. Это происходит при перележке разостланной соломы.
При благоприятных атмосферных условиях (теплая и влажная погода) и тщательном уходе за соломой (защита от спутывания, переворачивание рядков, своевременная уборка со стлища) расстил дает вполне удовлетворительное по качеству и выходу волокно.
Вопросы по теме.

1. Возбудители разложения клетчатки: представители и их характеристика.

2. Распространение возбудителей брожения клетчатки в природе.

3. Химизм брожения клетчатки.

4. Значение разложения клетчатки в природе и жизни людей.

5. Возбудители пектинового брожения и их характеристика.

6. Распространение возбудителей брожения пектиновых веществ в природе.

7. Химизм разложения пектиновых веществ.

8. Применение пектинразлагающих микроорганизмов в хозяйстве.
