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Streszczenie

Wydajnos¢ syntezy celulozy bakteryjnej, poza rodzajem wytwarzajgcych jg bakterii,
determinowana jest przez wiele innych czynnikéw, takich jak rodzaj pozywki hodowlane;j,
zawartos¢ zrédet wegla i azotu w podtozu, temperatura i ilos¢ tlenu, pH medium, wielko$é
powierzchni, na ktérej moze tworzy¢ sie biona celulozy, czy obecnos$¢ innych
mikroorganizmoéw. Optymalnie dobrany sktad pozywki oraz warunki hodowli sg wazne dla
prawidlowego wzrostu bakterii, ktéry stymuluje powstawanie celulozy mikrobiologiczne;.
W niniejszej pracy, na podstawie przegladu literatury przedstawiono informacje dotyczgce
wptywu wybranych czynnikdw warunkujgcych przebieg i wydajno$¢ syntezy celulozy
bakteryjnej.

Abstract

The efficiency of bacterial cellulose synthesis, with the exception of the type of bacteria
that produce it, is determined by many other factors, such as the type of culture medium,
sugar content and nitrogen source in the medium, temperature and amount of oxygen, pH of
the medium, surface area on which it can form a membrane made of synthesized cellulose,
or the presence of other microorganisms. Optimally selected medium composition and
cultivation conditions are important for the proper growth of bacteria, which stimulates the
formation of microbial cellulose. In this paper, on the basis of a literature review, information
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on the influence of selected factors influencing the course and efficiency of bacterial
cellulose synthesis is presented.

Stowa kluczowe: celuloza bakteryjna, wydajnos¢ syntezy, pozywka hodowlana, parametry
hodowli

Keywords: bacterial cellulose, synthesis efficiency, culture medium, culture parameters

Wprowadzenie

Intensywno$¢ syntezy celulozy bakteryjnej jest nie tylko cechg gatunkowa, zalezy
rowniez od wielu innych czynnikéw, jak dostepnosc¢ sktadnikow pozywki, sposob hodowli,
pH podtoza, czy wspdtistnienia innych mikroorganizméw. Vigentini et al. (2019) wskazali, ze
przede wszystkim zrédto azotu i rodzaj mikroorganizmow, a w mniejszym stopniu zrodto
wegla ma wplyw na jakos¢ synetyzowanej celulozy. W swoich badaniach autorzy wskazali
rowniez na roznice w produktywnosci pomiedzy dwoma szczepami K. rhaeticus LMG
22126T i K. swingsii LMG 22125T. Réznice w syntezie celulozy bakteryjnej pomiedzy
szczepami wynikajg z liczby operondéw syntazy celulozy, jednak wplyw i funkcja kopi
operonéw w produkcji polimeru nie jest do konca wyjasniona (Lu et al. 2020). Niemniej
zaburzenia w poszczegolnych operonach mogg wptywaé na zmniejszenie syntezy celulozy
lub nieregularne upakowanie wtokien (Nakai et al. 2013). Modyfikacje genetyczne dotyczgce
intensyfikacji syntezy celulozy przez mikroorganizmy nie sg tematem czestych analiz,
niemniej genomy kilku gatunkoéw, jak K. xylinus E25 (Kubiak et al. 2014) i K. xylinus
CGMCC 2955 (Liu et al. 2018) zostaty catkowicie zsekwencjonowane. Bardzo istotnym
czynnikiem wptywajgcym na wtasciwosci polimeru ma sposob hodowli mikroorganizméw.
Niewatpliwie sposob hodowli mikroorganizmow syntetyzujgcych celuloze wplywa na jej
potencjalne zastosowanie aplikacyjne (Wang et al. 2019).

Cel i zakres pracy

Celem pracy byto okreslenie poszczegodlnych aspektow wplywajgcych na wydajnosé
procesu biosyntezy celulozy bakteryjnej, uwzgledniajgc przy tym wplyw warunkéw
fermentaciji, przedstawienie metod hodowli mikroorganizmoéw syntetyzujgcych polimer tego
typu wraz z oceng mozliwosci wykorzystania pozostatosci rolno-przemystowych
stanowigcych alternatywne pozywki hodowlane.

Zakres pracy obejmuje analize literaturowg dotyczgca:
- wptywu sktadnikdw podtoza na wydajnos¢ syntezy celulozy bakteryjne;,
- wplywu warunkéw hodowli na wydajnos¢ syntezy celulozy bakteryjnej,
- charakterystyki metod hodowli bakterii syntetyzujgcych celuloze,
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- mozliwosci zagospodarowania odpaddw rolno-przemystowych jako alternatywnych
sktadnikow pozywek hodowlanych wykorzystywanych w procesie syntezy celulozy
bakteryjnej.

Whptyw skitadnikéw podtoza na wydajnoS¢ syntezy celulozy bakteryjnej

Teoretycznie, kazdy substrat zawierajgcy wegiel, ktéry bakterie mogg metabolizowac,
moze zostac uzyty do produkcji celulozy bakteryjnej (Gorgieva i Tréek 2019). Testujac wiele
rodzajow cukréw dowiedziono, ze stosowane sacharydy majg kluczowe znaczenie przy
efektywnosci syntezy celulozy bakteryjnej. W wysoko wydajnych procesach
fermentacyjnych osigga sie 60+80% konwersji wykorzystywanego zrodta wegla w czysty
polimer (Chawla i in. 2009). Typowym medium odzywczym uzywanym do hodowli, zaréwno
w metodzie statycznej, jak i wytrzgsanej jest ptynne podtoze opracowane przez Hestrina
i Schramma (1954), ktére skiada sie z 2% glukozy, 0,5% peptonu, 0,5% ekstraktu
drozdzowego, 0,27% bezwodnego wodorofosforanu sodu oraz 0,15% kwasu cytrynowego.
Ze wzgledu na wysoki koszt przygotowania takiego podfoza uznaje sie je jednak za
nieoptacalne do przemystowego pozyskiwania celulozy bakteryjnej (Jozala i in. 2016).
W tabeli 1. przedstawiono wybrane szczepy bakterii oraz wydajno$¢ prowadzonej przez nie
biosyntezy na réznych podtozach odzywczych.

Glukoza, jako idealny ingredient do produkcji celulozy, a jednoczesnie zrodto energii dla
wzrastajgcych komoérek bakterii jest jednym z najczesciej stosowanych substratow do
produkcji celulozy bakteryjnej (Jozala i in. 2016). Problemem zwigzanym ze stosowaniem
glukozy jako zrédta wegla jest przeksztatcanie monosacharydu w procesie fermentacji
w kwas glukonowy, ktory obniza pH kultury, hamujgc jednoczesnie synteze celulozy
(Tantratian i in. 2005).

Masaoka i in. (1993) zbadali wydajnos¢ syntezy celulozy przez bakterie A. xylinum IFO
13693 w pozywkach o réznych stezeniach glukozy wynoszacych 6, 12, 24 i 48 g/L.
Stwierdzono, ze efektywnos¢ syntezy maleje wraz ze wzrostem poczgtkowego stezenia
glukozy w medium; przy zawartosci cukru 24 i 48 g/L zwieksza sie zawartos¢ kwasu
glukonowego w pozywce w okresie hodowli, zmniejszajgc wydajnos¢ produkcji celulozy
przez bakterie. Podobne wyniki uzyskali Rani i Appaiah (2011), badajgc efektywnosc
syntezy celulozy przez G. hansenii UAC09. Stwierdzono, ze produkcja celulozy rosnie wraz
ze wzrostem stezenia glukozy do 4%. Dalszy wzrost zawartosci cukru obnizat efektywnosé
syntezy i jednoczesnie powodowat spadek pH medium ponizej 2,5. Keshk i Sameshima
(2005) uzyskali najwiekszg wydajno$¢ syntezy celulozy przez A. xylinum przy 1% stezeniu
glukozy, a podniesienie zawartosci sacharydu do 2 i 3% powodowato obnizenie

efektywnosci procesu.
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Tabela 1. Wydajnos¢ syntezy celulozy bakteryjnej przez wybrane szczepy bakterii (Chawla i in.
2009)
Table 1. Efficiency of bacterial cellulose synthesis by selected bacterial strains (Chawla et al.
2009)

Rodzaj bakierii Zrodto Do@atkl Czas . Wydajnos¢ Fr6dio
wegla W pozywce hodowli (g/L)
A.xylinum BRC 5 glukoza etanol, tlen 50 h 15,30 Hwang i in. (1999)
gl',’;a”se”” PIK(KCTC 10505 | 1 ikoza flen 48h 172 Jung iin. (2005)
gb';a”se”” PIK(KCTC 10505 | o1 ikoza stanol 72h 250 Park i in. (2003)
Acetobacter sp. V6 glukoza etanol 8 dni 4,16 Soniiin. (2003)
Acetobacter sp. A9 glukoza etanol 8 dni 15,20 Soniiin. (2001)
A. xylinum BPR2001 melasa - 72h 7,82 Bae i Shoda (2004)
A. xylinum BPR2001 fruktoza agar, tlen 72h 14,10 Bae i in. (2004)
A. xylinum BPR2001 fruktoza agar 56 h 12,00 Baeiin. (2004)
Acetobacter xylinum ssp. .
sucrofermentans BPR2001 fruktoza tlen 52h 10,40 Chaoiin. (2000)
Acetobacter xylinum ssp. .
sucrofermentans BPR2001 fruktoza agar, tlen 44 h 8,70 Chao i in. (2000)
Acetobacter xylinum E25 glukoza - 7 dni 3,50 Krystynowicz i in.
(2002)
G.hylinus (K3) mannitol | zielona herbata| 7 dni 3,34 Nguyen i in. (2008)
Gluconacetobacter xylinus . . . Keshk i Sameshima
IEO 13773 glukoza | lignosulfonian 7 dni 10,10 (2006b)
Acetobacter xylinum NUST4.1 | glukoza | alginian sodu 5 dni 6,00 Zhou i in. (2007)
Gluconacetobacter xylinus thleils: i 7 dni 576 Keshk i Sameshima
IFO 13773 y ’ (2006a)
cukrowej

Gluconacetobacter sp. RKY5 | glicerol - 144 h 5,63 Kim i in. (2006)

Ramana i in. (2000) wykazali, ze obok glukozy, sacharoza i mannitol sg optymalnymi
substratami do produkcji celulozy bakteryjnej, a obecnos¢ zrédta azotu przyczynia sie do
wzmochienia biosyntezy. Korzystajac ze szczepu A. xylinum, autorzy uzyskali maksymalng
wydajnosé¢ syntezy 5 g/L (5g biofilmu celulozowego z 11 pozywki hodowlanej) przy medium
zawierajgcym sacharoze. Substraty takie jak galaktoza, maltoza, skrobia, sorbitol i kwas
octowy, wplywatly na zdecydowanie nizszg wydajnos¢ (ponizej 2 g/L). Mikkelsen i in. (2009)
poréwnali wydajnos¢ syntezy na podtozu Hestrina i Schramma modyfikujac je poprzez
zastgpienie glukozy innymi sacharydami. Najwyzszg wydajnos¢, wynoszgca 3,83 gL,
uzyskano na pozywce zawierajgcej sacharoze, po niej kolejno glicerol, mannitol, glukoze,
fruktoze i galaktoze, przy czym wiasciwosci btony produkowanej na wszystkich podtozach
byty bardzo podobne i wykazywaty zblizony stopien krystalicznosci 80+90%. Ishihara i in.
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(2002) zastosowali ksyloze jako substrat do produkcji celulozy przez A. xylinum IFO 15606
i uzyskali wydajnos¢ 3,0 g/L. Zwiekszenie w pozywce zaréwno zawartosci sacharydu, jak
i substancji bogatych w azot, wptywa na efektywnos$¢ syntezy celulozy i mase uzyskiwanego
biofilmu. Betlej i Krajewski (2019) poréwnali wptyw zawartosci sacharozy oraz rodzaju
zrodta azotu w podtozu hodowlanym na efektywno$¢ procesu fermentacji przez
mikroorganizmy Kombucha. Najwiekszg wydajnos¢ syntezy celulozy (2,81 g/L) uzyskano
przy maksymalnej 10% zawarto$ci sacharydu, a obecno$¢ w medium zrédta zwigzkéw
azotu niemal osmiokrotnie zwiekszyta efektywnos$¢ produkcji polimeru. Azot stanowi bowiem
gtéwny sktadnik biatek niezbednych w procesach metabolicznych komoérek i stanowi 8+14%
suchej masy komoérkowej bakterii (Chawla i in. 2009). W celu zoptymalizowania warunkow
fermentacji do efektywnej produkcji celulozy przez Acetobacter sp. A9, Son i in. (2001)
przetestowali rézne zrédta azotu w stezeniu 0,5%, jako uzupetnienie pozywki hodowlanej.
Najefektywniejszy okazat sie dodatek ekstraktu drozdzowego, uzyskujgc wydajnos¢ syntezy
2,87 g/L, nastepnie polipepton 2,65 g/L i CSL (z jez. ang. corn steep liquor), czyli ekstrakt
z fermentowanej skrobi kukurydzianej, tzw. namok, z wydajnoscig 2,59 g/L. Pomimo
wysokiej efektywnosci, dodatek peptonu lub ekstraktu drozdzowego uznaje sie za
ekonomicznie nieoptacalny. CSL moze byé z powodzeniem stosowany do poprawy
efektywnosci procesu fermentacji, jako tanszy substytut. Innym skitadnikiem znaczgco
podnoszacym wydajnos¢ syntezy celulozy jest etanol.

We wstrzgsanej metodzie produkcji celulozy bakteryjnej zaobserwowano spontaniczng
mutacje niektérych bakterii w komérki (Cel-) nieprodukujgce celulozy (Valla i Kjosbakken
1982). Etanol nie tylko hamuje mutacje mikroorganizméw, ale takze stanowi dla nich
dodatkowe zrédto wegla (Lee i in. 2014). Po dodaniu do pozywki 1% obj. etanolu uzyskano
zwigkszenie wydajnosci z 0,52 g/L do 3,31 g/L korzystajgc z medium Hestrina i Schramma
(Krystynowicz i in. 2002). Son i in. (2001) badali wptyw dodatku 1,4% obj. etanolu do
pozywki, ktory pozwolit uzyska¢ wydajnos¢ celulozy 15,2 g/L. Wynik ten czterokrotnie
przewyzszat efektywnos¢ podtoza pozbawionego etanolu. Rani i Appaiah (2011) réwniez
stwierdzili stymulujgcy efekt dodatku 1,5% etanolu i 1,0% kwasu octowego na synteze
celulozy bakteryjnej przez szczep G. hansenii UACO9.

Whplyw warunkéw hodowli

Obok zapewnienia odpowiedniego zrédta wegla i azotu, podczas catego procesu
fermentacji istotne jest utrzymywanie optymalnej temperatury, ktéra stymuluje wzrost
drobnoustrojéw i aktywno$¢ enzymdw, poprawiajac wydajnos¢ syntezy celulozy (Villarreal-
Soto i in. 2018). Temperatura fermentacji wynosi zazwyczaj 22+30°C (May i in. 2019), przy
czym wysokg wydajnos$¢ uzyskuje sie rowniez w temperaturze 28+30°C (Chawla i in. 2009).
Najwigkszg wydajnos¢ syntezy dla G. hansenii UAC09 zaobserwowano w temperaturze
27°C; przy 40°C wzrost bakterii zostat zahamowany (Rani i Appaiah 2011).
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Kolejnym kluczowym parametrem w produkcji celulozy bakteryjnej jest odczyn pozywki.
Optymalne pH medium do syntezy biopolimeru miesci sie w zakresie 4,0+6,0 (Masaoka i in.
1993). Badania wykazaty, ze wytrzymato$¢ mechaniczna celulozy bakteryjnej wzrasta wraz
z obnizeniem odczynu. Btona wytworzona przy odczynie roztworu pH=4 odznacza sie
istotnie wyzszg wytrzymatoscig mechaniczng od polimeru wyprodukowanego w srodowisku
o pH=5 (Tahara i in. 1997). Zwigzane jest to z obnizeniem aktywnosci enzymoéw
hydrolitycznych m.in. celulazy, ktéra rozktada celuloze na celobioze (dimer glukozy), co
zmniejsza jej stopien polimeryzacji, a tym samym wytrzymatos¢ polimeru (Oledzki
i Walaszczyk 2020). W s$rodowisku o pH=4 bakterie produkujg celuloze o stopniu
polimeryzacji w zakresie 14 000+16 000, natomiast wzrost pH do 5 moze obnizy¢ stopien
polimeryzacji do 11 000 (Ross i in. 1991). Wraz z postepem fermentacji, odczyn medium
obniza sie, ze wzgledu na nagromadzenie sie powstajacych w procesie kwaséw, m.in.
glukonowego, mlekowego i octowego. Wazne jest, aby kontrolowa¢ jego poziom i nie
dopusci¢ do spadku pH ponizej 3, gdyz juz przy odczynie ponizej 4 obserwuje sie spadek
wydajnosci syntezy (Villarreal-Soto i in. 2018).

Zawartos¢ rozpuszczonego w pozywce tlenu jest istotna zaréwno dla metabolizmu
komérek, wydajnosci tworzenia celulozy bakteryjnej, jak i jakosci otrzymywanej btony.
Stwierdzono takze, ze wysokie stezenie tlenu w medium wplywa na produkcje kwasu
glukonowego z glukozy. Aby zmaksymalizowa¢ wydajnos¢ produkcji celulozy, stezenie tlenu
powinno wynosi¢ 10%. Nizsza wartos¢ prowadzi do zahamowania wzrostu komérek
i zatrzymania procesu syntezy celulozy (Lee i in. 2014).

Metody hodowli bakterii syntetyzujgcych celuloze

Istniejg dwie gtébwne metody produkcji celulozy bakteryjnej wykorzystujgce
mikroorganizmy: statyczna oraz dynamiczna. Dobdr systemu hodowli determinowany jest
ostatecznym zastosowaniem btony celulozowej, gdyz jej wiasciwosci morfologiczne,
mechaniczne i fizykochemiczne uzaleznione s od zastosowanych rozwigzan
produkcyjnych (Jozala i in. 2016).

Hodowla statyczna jest stosunkowo prostg technika, wykorzystywang najczesciej
w warunkach laboratoryjnych. Jest to metoda powierzchniowa, w ktérej formowanie
polimeru zachodzi w ptynnym podtozu na granicy faz gaz-ciecz. Z tego wzgledu wydajnosc
produkcji jest scisle zwigzana z powierzchnig stosowanej pozywki (Wang i in. 2019),
a intensywnos¢ syntezy jest znaczgco ograniczona przez ilo$¢ tlenu docierajgcg do podtoza
(Borzani i de Souza 1995). W wyniku hodowli stacjonarnej uzyskuje sie skéropodobna,
silnie uwodniona, elastyczna, biatawg btone o jednolitej strukturze, ktéra syntetyzowana jest
na powierzchni ciektego medium, gdzie bakterie majg swobodny dostep do niezbednego
w procesach metabiolicznych tlenu (Kuo i in. 2016). Poczatkowo w pozywce pojawia sie
cienka btonka zbudowana z pojedynczych fibryli, ktéra wraz z postepem hodowli znaczgco
zyskuje na grubosci. W poréwnaniu z metodg wstrzgsang, btona pozyskiwana w warunkach
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statycznych charakteryzuje sie wiekszg wytrzymatoscig mechaniczng (Jozala i in. 2016),
znaczng powierzchnig wtasciwg i duzg zdolnoscig do zatrzymywania wody (Huang i in.
2013). Wigze sie to jednak z wydtuzonym czasem hodowli, trwajgcym w zaleznosci od
szczepu bakterii od 5 do 20 dni i wymaga znacznych powierzchni hodowlanych, co skutkuje
niewystarczajgcg produktywnoscig do zastosowania jej na skale masowa (Chao i in. 2000;
Song i in. 2009; Lee i in. 2014).

Metoda dynamiczna polega na rozproszonej syntezie biopolimeru, poprzez
napowietrzanie podtoza (Oledzki i Walaszczyk 2020). Dodatkowa ilos¢ tlenu ma zwiekszy¢
wydajnos¢ produkcji celulozy bakteryjnej, ktéra przyjmuje wéwczas postac nieregularnych
owalono-kulistych kiebkéw i zawieszonych widkien (Krystynowicz i in. 2002; Czaja i in.
2004). Rozwigzanie to jest jednak problematyczne, ze wzgledu na trudnos$¢ utrzymania
optymalnego stezenia rozpuszczonego w medium tlenu. Zbyt intensywne napowietrzanie
i mieszanie medium prowadzi do mutacji bakterii w komorki nieprodukujgce celulozy (Cel-),
przez co wydajnos¢ syntezy spada (Valla i Kjosbakken 1982; Czaja i in. 2004). Metoda
wstrzgsana umozliwia jednak wytworzenie celulozy bakteryjnej o réznorodnym ksztaicie
i rozmiarze, od kulistych czgsteczek o $rednicy od 10 ym do 10 mm, po elipsoidalne,
gwiazdziste i nieregularne formacje (Gu i Catchmark 2012). Posta¢ otrzymywanej celulozy
i jej wlasciwosci uzaleznione sg od predkosci obrotéw, czasu i temperatury hodowli, a takze
substancji dodatkowych uzupetniajgcych pozywke (Wang i in. 2019). Hodowle wstrzgsane
prowadzi sie w warunkach laboratoryjnych w kolbach stozkowych wypetnionych w ok. 1/3
medium odzywczym, kitére umieszczane sg w wytrzasarkach inkubatorowych. Hu
i Catchmark (2010) badali wptyw dynamicznych warunkéw hodowli na tworzenie sie
kulistych form celulozy bakteryjnej. Stwierdzono, ze przy predkosci obrotowej ponizej
100 obr./min oraz powyzej 200 obr./min praktycznie nie obserwuje sie kulistych form
celulozy, a raczej drobne, nieregularne ktebki widkien. Optymalna predkos¢ do wytworzenia
sferycznej celulozy o srednicy ok. 8 mm wyniosta 125 obr./min Przy wzroscie predkosci
obrotéw do 150 obr./min nastepowato wydtuzenie ksztattu i zmniejszenie srednicy celulozy
do ok. 2,5 mm.

Aby méc produkowacé celuloze bakteryjng o pozadanych wtasciwosciach w ekonomiczny
i efektywny sposéb na skale przemystowa, a tym samym zwiekszy¢ zakres jej zastosowan,
niezbedne stato sie opracowywanie nowych systemow hodowli przy uzyciu réznego typu
bioreaktoréw.

Do produkcji masowej celulozy bakteryjnej badano wykorzystanie reaktoréw typu HoLiR
(Horizontal Lift Reactor). Komora takiego bioreaktora, w postaci poziomego podtuznego
zbiornika, wypetniona jest pozywka hodowlang, na powierzchni ktérej zachodzi synteza
celulozy w formie prostokgtnego arkusza. Proces produkcji polimeru moze woéwczas
zachodzi¢ w sposob ciggly, poprzez podnoszenie polimeru na jednym koncu zbiornika
i powolne wyjmowanie arkuszy znad powierzchni podtoza na drugim koncu reaktora
(Kralisch i in. 2009; Oledzki i Walaszczyk 2020).
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Inne rozwigzanie zastosowano w reaktorach aerozolowych, w ktérych medium ze
sktadnikami odzywczymi jest natryskiwane na catg powierzchnie kultury mikroorganizmow,
na ktorej zachodzi proces biosyntezy. W ten sposob uzyskuje sie btone celulozowg
o grubosci nawet kilku centymetrow, ktora znajduje zastosowanie w materiatach o wysokich
wymaganiach technicznych (Hornung i in. 2007). Wiekszos$¢ bakterii obecnych w pozywce
znajduje sie w wierzchniej warstwie btony (do 1 mm), w ktérej stezenie tlenu jest
najwieksze, dlatego réwnomierne rozprowadzenie pozywki na catej powierzchni powstajgcej
celulozy zapewnia mikroorganizmom dostep do substancji odzywczych, niezbednych
w procesie biosyntezy (Lee i in. 2014).

W reaktorach wyposazonych w obrotowe dyski, powierzchnie hodowlang stanowig
okragte tarcze do potowy zanurzone w ptynnej pozywce, ktére osadzone sg na obracajgcym
sie wale. Ciagty ruch obrotowy watu powoduje naprzemienne zanurzanie dyskéw w medium
i wystawianie ich na dziatanie tlenu z powietrza ponad powierzchnig roztworu. Podczas
zanurzania w pozywce, mikroorganizmy zaszczepione na powierzchni okragtych tarcz
pobierajg substancje odzywcze, natomiast zwiekszona ilos¢ docierajgcego do bakterii tlenu,
stymuluje ich wzrost i proces syntezy celulozy. Rozwigzanie to umozliwia réwniez
wprowadzanie do medium réznych substancji wzbogacajgcych, ktére sg wigczane do
struktury celulozy bakteryjnej, w celu poprawy jej wtasciwosci lub stworzenia odpowiedniego
materialu  kompozytowego (Serafica i in. 2002). W badaniach prowadzonych przez
Krystynowicz i in. (2002) stwierdzono, ze najwiekszg wydajno$¢ syntezy w tego typu
reaktorach osigga sie przy predkosci obrotow dyskow 4 obr./min. i stosunkowi pola
powierzchni dyskéw do objetosci medium (S/V) 0,71 cm™.

Aby wykorzystac zalety statycznej metody hodowli bakterii syntetyzujgcych celuloze, bez
koniecznosci stosowania znacznych powierzchni produkcyjnych, podjeto préby utworzenia
reaktorow membranowych. Yoshino i in. (1996) opracowali system z wykorzystaniem
membrany z tworzywa sztucznego do zwiekszenia efektywnosci procesu wytwarzania
celulozy bakteryjnej. Spod naczynia hodowlanego wykonano z przepuszczalnej dla tlenu
membrany silikonowej, przez ktérg gaz ten dyfundowat do pozywki hodowlanej. System ten
pozwolit zwiekszy¢ wydajnos¢ syntezy, w poréwnaniu do produkcji polimeru na powierzchni
cieklego medium. Hofinger i in. (2011) zastosowali porowatg membrane z polieterosulfonu
(PES) do hodowli szczepu G. xylinus. Umieszczona w reaktorze membrana stykata sie
dolng powierzchnig z mieszanym ponizej medium. Na gornej, ,powietrznej” stronie
membrany, zaszczepiona zostata kultura bakterii produkujgcych celuloze. Substancje
odzywcze dyfundujgc przez hydrofilowg membrane przedostawatly sie z pozywki na drugg
powierzchnie btony, gdzie zachodzita synteza celulozy. Takie rozwigzanie zapewnia
mikroorganizmom dostep do wiekszej ilosci tlenu, niz ma to miejsce w tradycyjnej metodzie
statycznej.
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Odpady rolno-przemystowe jako alternatywne pozywki hodowlane
Nieustannie najwiekszg przeszkodzg hamujgcg wykorzystanie celulozy bakteryjnej na

skale przemystowg jest wysoki koszt produkcji biopolimeru. Od wielu lat prowadzi sie
badania, w celu zminimalizowania kosztéw zwigzanych z wytwarzaniem celulozy
bakteryjnej, poszukujgc alternatywnych zrédet wegla i modyfikujgc parametry procesu
fermentacji. Coraz wiecej badan skupia sie obecnie na wykorzystaniu réznego rodzaju
odpaddéw rolno-przemystowych, ktére umozliwityby prowadzenie wydajnej biosyntezy
celulozy bakteryjnej, przyczyniajgc sie jednoczesnie do promowania gospodarki obiegu
zamknietego i wykorzystywania odpadow z jednego sektora, jako wartosciowego surowca
w innej dziedzinie.

Dzieki zdolnosci bakterii do syntetyzowania celulozy z wielu rodzajow cukréw, rézne
alternatywne zrodfa sacharydéw mogg by¢ wykorzystywane do produkcji biopolimeru. Aby
dany surowiec zostat uznany za potencjalnie wydajny substrat hodowlany, powinien
zawiera¢ znaczne ilosci cukréw, prostych lub ztozonych. Pozgdana jest takze obecnos¢
aminokwasow, biatek i zwigzkéw mineralnych, ktére stymulujg wzrost bakterii i proces
biosyntezy. Szczegdlna uwaga skupia sie wobec tego na pozostatosciach z przemystu
rolnego, cukierniczego, browarniczego, widkienniczego oraz na odpadach z biorafinerii
i celulozowni (Hussain i in. 2019). W tabeli 2. przedstawiono wybrane odpady organiczne,
ktore wykorzystywano do produkcji celulozy wraz wydajnoscig przeprowadzonego procesu.

Ze wzgledu na niskie koszty pozyskania, do hodowli bakterii syntetyzujgcych celuloze
wykorzystuje sie melase otrzymywang w procesie rafinacji sacharozy z burakow, trzciny
cukrowej lub karobu. Badania potwierdzity, ze celuloza bakteryjna syntetyzowana przez
szczep G. xylinus ATCC 10245 z melasy buraczanej charakteryzuje sie wyzszym stopniem
polimeryzacji, niz celuloza wyprodukowana na podtozu zawierajagcym wytgcznie czystg
glukoze, jako jedyne zrodto wegla (Keshk i in. 2006). Premjet i in. (2007) przebadali wptyw
dodatku melasy z trzciny cukrowej na wydajnos¢ syntezy celulozy bakteryjnej. Stwierdzono,
ze skiadniki melasy takie jak sacharoza, fruktoza, glukoza, aminokwasy, zwigzki azotu
i substancje mineralne, dodawane do pozywki H-S, stymulujg biosynteze celulozy przez
G. xylinus ATCC 10245, kilkukrotnie zwiekszajgc wydajnos¢ procesu. Salari i in. (2019)
badali efektywnos$¢ biosyntezy celulozy przez szczep G. xylinus PTCC 1734 na tradycyjnym
medium Hestrina i Schramma oraz na pozywce z produktow ubocznych przemystu
spozywczego. Wydajnosé produkcji celulozy na medium zawierajgcym melase buraczang
przewyzszata efektywnos$¢ syntezy ze standardowego podtoza i wyniosta 4,56 g/L dla
poczatkowej zawartosci cukru 20 g/L. Czyni to podtoze melasowe potencjalnym substratem
do produkgciji celulozy na skale przemystowa.

Kurosumi i in. (2009) badali pozywki hodowlane zawierajgce sok owocowy i stwierdzili
wyzszg wydajnosé syntezy celulozy bakteryjnej (6 mg/mL) po 96h hodowli z pozywki
zawierajgcej sok pomaranczowy. Jozala i in. (2015) osiggneli w tym samym czasie hodowli
dziesieciokrotnie wiekszg wydajnos¢ (60 mg/mL), stosujgc jako pozywke przegnite owoce.

-27-



Biuletyn Informacyjny OB-RPPD 1-2 (2022) 19-42

Autorzy badan wykorzystali juz rozktadajace sie jabtka, sliwki, winogrona i ananasy do
stworzenia podtoza dla bakterii G. xylinus ATCC 53582, ktére swojg efektywnoscig znacznie
przewyzszato standardowe medium H-S.

Tabela 2. Wybrane odpady rolno-przemystowe wykorzystywane jako surowiec do produkciji
celulozy bakteryjnej (Hussain i in. 2019)

Table 2. Selected agro-industrial waste used as a raw material for the production of bacterial
cellulose (Hussain et al. 2019)

Rodzaj odpadéw Dodatki | p g bakterii | Wydajnosé (g/L) Zrédio
rolno-przemystowych W pozywce
s . Komagataeibacter 3,92 BC/100g .
Skarki cytrusow - hansenii GA 2016 odpadéw Gizel i Akpinar (2018)
. mocznik Gluconacetobacter . .

tuski ziaren kawy iCSL hansenii UACO9 8,20 Rani i Appaiah (2013)
Sok z trzun’y‘cukrowej i Gluconacgtochter 3.24 Algar iin. (2015)
i pozostato$ci ananasa medellinensis
s Jak. Acetobacter xylinum .

yrop daktylowy w medium 0416 MARDI 5,80 Lotfiman iin. (2016)

HS

b . Gluconacetobacter .
Scieki gorzelniane - oboadiens 8,50 Jahaniin. (2018)
Wwwar dorzelnian Gluconacetobacter

ywar gorzelniany - hansenii PJK KCTC 8,46 Haiiin. (2008)
po produkcji piwa 10505BP
Wytioki winogronowe/CSL .| Acetobactor lnum 6,70 Cerrutt in. (2016)
Melasa trzcinowa Gluconoacetobacter
. . - xylinum ATCC 3,05 Khattak i in. (2015)
i browarniana 23768

. - Komagataeibacter .
Miazga ze stodkich limonek - europaeus SGP3 6,30 Dubey i in. (2018)
Widkniste masy odpadowe ekstrakt Gluconacetobacter
z celulozowni drozdzowy xylinus ATCC 11,00 Cavkaiin. (2013)
i biorafinerii i trypton 23770
Surowy glicerol Komagataeibacter
i hydrolizat maczki - sucrofermentans 13,30 Tsouko i in. (2015)
stonecznikowej DSM 15973

. . L Gluconacetobacter .

Hydrolizat biomasy drozdzy - xylinus CHOO1 2,90 Luoiin. (2017a,b)

Swiatowe, roczne pozyskanie cytruséw w 2015 r. wyniosto 27,1 min ton, z czego na
odpady w postaci wyttokow i skérek przypadato 40+60% catkowitej masy owocéw. Tego
typu surowiec odpadowy zawiera wiele sktadnikow odzywczych, cukréw, pektyn i wody,
tatwo ulega rozktadowi przez mikroorganizmy, przez co moze wywiera¢ niekorzystny wptyw
na srodowisko naturalne. Fan i in. (2016) wykorzystali ten fakt do utworzenia medium pod
hodowle szczepu bakterii K. xylinus CICC 10529, stosujgc produkt enzymatycznej hydrolizy
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wyttokdw cytrusowych. Pozyskanie suchej btony celulozowej z tak przygotowanego
roztworu wyniosto 5,7 g/L, w poréwnaniu do standardowego podtoza, ktérego efektywnosc¢
ksztattowata sie na poziomie 3,9 g/L. Probki pozyskane z obu wariantow pozywek
wykazywaty zblizone wiasciwosci. Wysokg wydajnosé medium z odpadédw owocowych
ttumaczy sie obecnoscig znacznej iloSci glukozy i ksylozy, ktére sg tatwo metabolizowane
przez bakterie. Kompleks enzymdéw obecny w roztworze rozktada bfonnik i pektyny
wchodzgce w sktad owocdw, utatwiajgc bakteriom dostep do cukrow prostych i zwiekszajgc
wydajnos¢ biosyntezy celulozy.

Coraz wiecej uwagi kierowane jest na odpady pochodzgce z przetwdrstwa mleka, jako
trudne w utylizaciji i niebezpieczne dla Srodowiska wodnego Scieki przemystowe, grozniejsze
nawet od $ciekow sanitarnych z gospodarstw domowych. Serwatka, ktéra jest ptynnag
pozostatoscig po produkcji sera, charakteryzuje sie wysokim wskaznikiem biochemicznego
zapotrzebowania na tlen (BZTn). Drobnoustroje wystepujace w sSrodowisku zuzywajg
znaczne ilosci tlenu do roztozenia pozostatosci z przemystu mleczarskiego, doprowadzajgc
do jego deficytu w naturalnych ciekach wodnych i stwarzajac zagrozenie dla zycia ryb
i innych stworzen (Jozala i in. 2015). Z drugiej strony, ptynna serwatka zawiera wiele
rozpuszczalnych biatek, laktoze, mineraty i witaminy, ktére mogg postuzy¢ do hodowli
bakterii syntetyzujgcych celuloze. Dotychczasowe wyniki badan pokazuja, ze rozciehczony
roztwor serwatki umozliwia produkcje celulozy bakteryjnej przez szczep G. xylinus PTCC
1734 w warunkach statycznych w ilosci 3,55 g/L, podczas gdy wydajnos¢ probki kontrolnej
na medium H-S wyniosta 3,26 g/L (Salari i in. 2019). Dodatek do medium enzymu laktazy
umozliwia hydrolize laktozy obecnej w serwatce do glukozy i galaktozy, ktére sg szybciej
metabolizowane przez bakterie, niz cukry ztozone. Podobne wyniki zaobserwowano przy
wstrzgsanych warunkach produkcji celulozy przez baktereie K. sucrofermentans B-11267,
osiggajgc wydajnos¢ 5,45 g/L po 3 dniach hodowli (Revin i in. 2018). Wysoka wartos¢
pozostatosci z przemystu mleczarskiego, jako potencjalnego substratu do produkciji
celulozy, spowodowana jest dodatkowo zawartoscig biatek, aminokwasow, witamin oraz
kwasow organicznych mlekowego i cytrynowego, ktére stymulujg wzrost bakterii
i poprawiajg efektywnosc¢ biosyntezy celulozy.

Kolejng grupg odpadow stanowigcg potencjalne zrodto wegla dla produkcji celulozy
bakteryjnej sg wywary gorzelnicze i Scieki powstajgce podczas produkcji alkoholi, ktore
mozna wykorzysta¢ jako samodzielne medium lub jako cze$¢ standardowej pozywki H-S.
Jednym z rozwigzan jest wykorzystanie tzw. cienkiego wywaru gorzelnianego (z jez. ang.
distillery thin stillage), ktory jest pozostatoscig po produkcji wina ryzowego. Badania
wykazaty, ze dodatek wywaru ryzowego do tradycyjnego podtoza pozwala uzyska¢ polimer
celulozowy w ilosci 6,26 g/L, w zwigzku z tym wydajno$¢ procesu jest o 50% wyzsza niz
efektywno$¢ samego medium H-S (Wu i Liu 2013). Dodatkowo, btona pozyskana ze
wzbogaconego medium charakteryzowata sie wyzszym stopniem krystalicznosci i gestszg
strukturg wtdknistg, ale mniejszg zdolnoscig do zatrzymywania wody. Zwiekszona produkcja
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celulozy bakteryjnej spowodowana jest bogatg zawarto$cig kwasoéw organicznych oraz
aminokwasow w wywarze gorzelnianym. Jednoczesnie zastosowanie destylatu ryzowego
pozwolito obnizy¢ koszty produkcji celulozy bakteryjnej o 67%. Wyttoki winogronowe
rowniez zostaty przebadane jako niekonwencjonalne podtoze do produkcji celulozy
bakteryjnej, wykazujgc wysokg wydajnos¢ 8,0 g/L po uzupetnieniu namokiem
kukurydzianym (CSL) dla zapewnienia optymalnego poziomu azotu (Vazquez i in. 2012).
Analiza morfologiczna wykazata, ze mikrofibryle celulozowe uzyskane z alternatywnego
podioza charakteryzowaty sie stopniem krystaliczno$ci w granicach 74+79% oraz
szerokoscig i gruboscig z zakresu odpowiednio 35+70 nm i 13+24 nm. Wartosci te byly
zblizone do wymiaréw fibryli wyhodowanych na standardowym medium.

Nie tylko odpady poprodukcyjne z przemystu spozywczego stanowig potencjalny
substrat do hodowli bakterii syntetyzujgcych celuloze. W celulozowniach i biorafineriach,
podczas procesu rozwtokniania materiatu drzewnego i lignocelulozowego gorgcg parg lub
wodg powstaje wodny ekstrakt, zawierajgcy cukry proste (glukoze, arabinoze, ksyloze),
sacharoze, kwasy organiczne (mlekowy, mrowkowy, octowy) i inne zwigzki organiczne
(furfural, hydroksymetylofurfural). Skfad takiego roztworu umozliwia hodowle bakterii bez
koniecznosci wzbogacania go o substancje dodatkowe, ktore podnoszg koszty pozywki.
Pomimo dos¢ niskiego stezenia cukrow w wodnym ekstrakcie, badaczom udato sie
opracowac¢ podioze do produkcji celulozy przez szczep K. xylinus 23769, z ktoérego
uzyskano btone o zblizonym stopniu krystalicznosci, a o mniejszej srednicy witdkien, co
biofilm z pozywki H-S (Kiziltas i in. 2015). Odpady tekstylne bogate w celuloze, po
oczyszczeniu i poddaniu ich hydrolizie, réwniez stanowig potencjalne Zrodto wegla dla
wzrostu bakterii. Hong i in (2012) otrzymali w ten sposéb hydrolizat z materiatu
bawetnianego, ktéry umozliwit pozyskanie btony celulozowej z wydajnoscig o 83% wiekszg
(10,8 g/L), niz prezentowang przez medium zawierajgcg glukoze. Celuloza bakteryjna
wyhodowana na alternatywnym podiozu odznaczata sie¢ réwniez o 79% wyzsza
wytrzymatoscig na rozcigganie.

Woda kokosowa, syropy owocowe, hydrolizat drozdzy piwnych, glicerol bedacy
pozostatoscig po produkcji biodiesla, hydrolizaty biomasy roslinnej, to tylko niektore
z substratéw, ktére sg rowniez wykorzystywane do badania potencjatu odpadow
przemystowych, jako wydajnych podtozy do produkcji btony celulozowej. Zaletg
wykorzystania pozostatosci rolno-przemystowych do hodowli bakterii syntetyzujgcych
celuloze, jest stworzenie ekonomicznie optacalnej metody wytwarzania biopolimeru
i wywieranie pozytywnego wptywu na srodowisko, poprzez zagospodarowanie i utylizowanie
w ten sposob odpadéw organicznych.

Podsumowanie
Efektywnosé biosyntezy celulozy bakteryjnej uzalezniona jest od wielu czynnikéw:
warunkéw hodowli, rodzaju i zawartosci sacharydow, azotu oraz innych substanciji
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wzbogacajgcych, ktére stymulujg wzrost i metabolizm bakterii. Pomimo stosunkowo
prostego procesu fermentacji, koszty sporzadzenia pozywki hodowlanej, ktéra dostarczy
mikroorganizmom wytwarzajgcym celuloze niezbednych skfadnikéw do optymalnej syntezy,
stanowig gtéwng przeszkode uniemozliwiajacg wykorzystanie celulozy bakteryjnej na skale
przemystowg. Coraz wiecej uwagi skupia sie wobec tego na odpadach rolno-
przemystowych, jako potencjalnych podtozach hodowlanych, mogacych zwigkszyc
optacalnos¢  produkcji  celulozy  bakteryjne;j. Zagospodarowanie  pozostatosci
poprodukcyjnych nie tylko pozwala zmniejszy¢ koszty wytwarzania polimeru tego typu, ale
takze sprzyja ochronie s$rodowiska naturalnego, poprzez przeksztatcanie odpadow
organicznych w wartosciowe surowce.
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