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1. Wstep

edng z dziedzin biotechnologii rozwijajacg sie w ostatnich latach bardzo

dynamicznie jest mikrobiologiczna synteza polimeréw: biatek, polisacha-

rydéw, a takze innych liniowych zwigzkéw wieloczgsteczkowych, np. polie-
stréow (1,2). Egzopolisacharydem, ktdiy moze by¢ otrzymywany na drodze
mikrobiologicznej, jest oprécz dekstranu, pululanu, ksantanu, indikanu,
kurdlanu i skleroglukanu — celuloza (2-7). Zdolnoscig do jej biosyntezy cha-
rakteryzujga sie bakterie rodzajéw: Acetobacier, Rhizobium, Agrobacterium, Sar-
cinai inne (7- 9). Najbardziej wydajnie wytwarzajg celuloze gramujemne ba-
kterie octowe — Acetobacier aceti i Acetobacier xylinum (7,8).

Bakterie te staty sie przedmiotem intensywnych badan, zapoczatkowanych
przez Hestrina i Colvina (4,5,10), ktére pozwolity wyjasni¢ mechanizm bio-
syntezy celulozy, strukture polimeru i jego funkcje komoérkowa (7-11). Za-
gadnienia te zostang omdéwione w dalszych czesciach artykutu.

Mikrofibryle celutozowe, wydzielane na zewnatrz komorek bakterii w po-
staci wstgzek, tworzg misternie spleciong i silnie uwodniong sie¢, ktéra w wa-
runkach hodowli stacjonarnej szczepow A. xylinum i A. aceti formuje na po-
wierzchni cieklej pozywki galaretowatg btone o grubosci dochodzacej nawet
do 2 cm (2-15). Biona ta po oczyszczeniu i wysuszeniu daje produkt, przy-
pominajacy cienki pergaminowy papier o grubosci 0,01-0,5 mm, bedacy
prawie czystg (w 97%), wysokokiystaliczng (w ok. 60%) a-celulozg o stopniu
polimeryzacji 2000-6000 (16-19). Charakteryzuje sie ona doskonale rozwinietg
powierzchnig, elastycznoscig i duzg wytrzymatoscig dynamiczng, ktérg mozna
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zwiekszy¢, stosujac prasowanie, wyciskanie lub walcowanie bton w okreslo-
nym Kkierunku, prowadzaee do odpowiedniej orientacji widkienek celulozy
w otrzymanym materiale.

Dzieki swym wyjatkowym witasciwosciom, celuloza bakteryjna znalazta za-
stosowanie w przemyste papierniczym, widkienniczym i spozywczym, a takze
jako biomateriat, w medycynie (20,21). Wprowadzita ja na rynek amerykanska
firma Weyerhaeuser Co pod handtowag nazwa Cetluton | ktéra do jej pro-
dukcji wykorzystuje zrekombinowany szczep A. xylinum, zdolny do biosyntezy
celulozy w warunkach hodowli wgtebnej (22).

2.Drogi przemian zwigzkow weglowych u A. xylinum

w badaniach prowadzonych nad biosyntezg celutozy przez A. xylinum wy-
kazano, ze polimer ten nagromadza sie rOwnolegle ze wzrostem drobnoustro-
ju, niezaleznie od stosowanego zrédia wegta (8,23). Anatizujgc drogi przemian
réznych zwiazkdéw wegtowych znakowanych weglem i Sledzac inkorporacje
tego atomu do syntetyzowanego polimeru ustalono, ze u tych bakterii fun-
kcjonujg dwa amfiboliczne szlaki: szlak heksozomonofosforanowy, w ktorym
utleniane sg weglowodany i cykl Krebsa, w ktérym ulegajg utlenieniu kwasy
organiczne i pokrewne zwiazki (rys. 1) (7,24,25). Bakterie A. xylinum nie
metabolizuja glukozy w warunkach beztlenowych ze wzgledu na brak fosfo-
fruktokiriazy — jednego z najwazniejszych enzymow glikolizy, katalizujagcego
przemiane fruktozo-6-fosforanu do fruktozo-1,6-bisfosforanu (25). Glukoneo-
geneza przebiega u nich przy udziale enzymdéw umozliwiajgcych przemiane
{Twigzkow czteroweglowych w tréjweglowe, gdy jedynymi Zzréditami wegla sa
metabolity posrednie cyklu Krebsa. W ten sposdb szczawiooctan przy udziale
dekarboksylazy szczawiooctanowej przeksztatca sie w pirogronian (26).

A. xylinum wytwarza réwniez karboksylaze fosfoenotopirogronianowa, kata-
lizujagca przemiane fosfoenolopirogronianu w szczawiooctan (27).

Bezposrednim prekursorem celulozy jest glukoza w formie aktywnej urydy-
nodifosforanowej pochodnej — UDPG, ktora w rekacji katalizowanej przez
syntaze celulozowg jest przenoszona na czasteczke primera — ((3-1,4-gluko-
zyl)n wiazac sie anomerycznym weglem z grupg hydroksylowa przy C-4 reszty
glukozylu (28), zgodnie z zapisem:

UDPG + (p-l,4-glukozyl)n  syntaza celulozowa' + ((3-1,4-glukozyl) 41

W ekstraktach bezkomérkowych A. xylinum potwierdzono obecnos¢ czte-
rech enzyméw bioracych udziat w syntezie celulozy z glukozy. Katalizujg one
nastepujace reakcje:

1) fosforylacje czasteczki glukozy w potozeniu C-6, katalizowang przez glu-
kokinaze (29),

2) izomeryzacje glukozo-6-fosforanu do glukozo-1-fosforanu przy udziale
fosfoglukomutazy.
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3) synteze UDP-glukozy (UDPG) przy udziale urydililotransferazy glukozo-
1-fosforanowej,

4) synteze celulozy przez syntaze celulozowa (30).

Podstawowa role w s}Titezie celulozy petni uiydililotransferaza glukozo-1-fosfora-
nowa. Potwierdzono to w badaniach mutantéw A. xyUnum Cek pozbawionych zdol-
nosci biosyntezy celulozy, u ktérych nie wykazano aktywnosci tego enzymu (31).

3. Syntaza celulozowa

Liczbe i stopien polimeryzacji syntetyzowanych tancuchow glukanowych,
pochodzacych z jednego miejsca wydzielania z komoérki bakteryjnej, warun-
kujg kompleksy enzymatyczne, zwane stacjonarnymi kompleksami terminal-
nymi. Sg one utozone w komaorce liniowo i komplementarnie w stosunku do
tych miejsc. Kompleksy terminalne uwazane sa do dzi§ za wiasciwg syntaze
celulozowa (7,8,18,32), katalizujaca synteze tancuchéw ~-glukanowych. Sto-
sujac roznicowe wirowanie stmktur subkomérkowych A. xylinum w gradiencie
stezen sacharozy, a takze reakcje charakterystyczne dla biatek membrano-
wych udowodniono, ze syntaza celulozowa jest silnie zwigzana z btong cyto-
plazmatyczng (33).

Enzym ten, zarébwno zwigzany z btona, jak i oczyszczony, charakteryzuje

Rys. 1. Szlaki przemian zwigzkéw weglowych u A. xylinum (7). OUT — pozakomoérkowo, IN
— wewnatrzkomérkowe; 1) syntaza celulozowa (EC 2.4.1.12), 2) oksydaza glukozowa (EC
1.1.3.4), 3) permeaza glukozowa, 4) permeaza glukonianowa, 5) urydililotransferaza glukozo-1-
fosforanowa (EC 2.7.7.9), 6) glukokinaza (ATP) (EC 2.7.1.2), 7) glukonokinaza (ATP) (EC 2.7.1.2),
8) fosfoglukomutaza (EC 2.7.5.1), 9) dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa (NAD), 9a) dehydro-
genaza glukozo-6-fosforanowa (NADP) (EC 1.1.1.49), 10) dehydrogenaza-6-fosfoglukonianowa
(NAD), 10a) dehydrogenaza-6-fosfoglukonianowa (NADP) (EC 1.1.1.43), 11) izomeraza glukofosfo-
ranowa (EC 5.3.1.9), 12) 3-epimeraza rybulozo-5-fosforanowa (EC 5.1.3.1), 13) izomeraza lybo-
zo-5-fosforanowa (EC 5.3.1.6), 14) transketolaza (EC 2.2.1.1), 15) transaldolaza (EC 2.2.1.2), 16)
permeaza fruktozowa, 17) fruktokinaza (ATP) (EC 2.7.1.4), 18) fosfoketolaza fruktozo-6-fosfora-
nowa (EC 4.1.2.22), 19) difosfataza fruktozo-1,6-bisfosforanu (EC 3.1.3.11), 20) aldolaza frukto-
zobisfosforanowa (EC 4.1.2.13), 21) izomeraza fosfotriozowa (EC 5.3.1.1), 22) kinaza glicerolowa
(EC 2.7.1.30), 23) oksydatza glicerynianowa, 24) dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego
(EC 1.2.1.9), 25) kinaza fosfoglicerynianowa (EC 2.7.2.3), 26) mutaza 3-fosfoglicerynianu (EC
5.4.2.1), 27) enolaza (EC 4.2.1.11), 28) kinaza pirogronianowa (ATP) (EC 2.7.1.40), 29) dikinaza
fosfopirogronianowa (EC 2.7.9.1), 30) dekarboksylaza pirogronianowa (EC 4.1.1.1), 31) dehydro-
genaza alkoholowa (EC 1.1.1.1), 31a) oksydaiza alkoholowa (EC 1.1.3.13), 32) karboksylaza PEP
(EC 4.1.1.49), 33) dekarboksylaza szczawiooctanu (EC 4.1.1.3), 34) kinaza octanowa (ATP) (EC
2.7.2.1), 35) syntaza cytrynianowa (EC 4.1.3.7), 36) dehydrogenaza izoc34rynianowa (NAD) (EC
1.1.1.41), 36a) dehydrogenaza izocytrynianowa (NADP) (EC 1.1.1.42), 37) dehydrogenaza bur-
sztynianowa (FAD) (EC 1.3.99.1), 38) dehydrogenaza 2-oksoglutaranu (NAD. Co-A) (EC 1.2.4.2),
39) dehydrogenaza jabtezanowa (FAD) (EC 1.1.99.16), 40) dehydrogenaza fosfoglicerolowa (NAD)
(EC 1.1.1.8), 40a) dehydrogenaza fosfoglicerolowa (FAD), 41) dehydrogenaza aldehydu octowego
(NAD) (EC 1.2.1.10), 4la) dehydrogenaza aldehydu octowego (FAD), 42) acetylotransferaza fosfo-
ranowa (EC 2.3.1.8)
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sie optymalng temperaturg dziatania, wynoszacg 30°C i optymalnym pH, le-
zacym w zakresie 7,5 - 8,5. Wykazuje wysokie powinowactwo do UDPG (KM
rowne 0,125 mM). Inhibitorami wspétzawodniczacymi syntazy sa: UTP, UDP
i UMP, a jej aktywnos$¢ zalezy od jonow Syntaza celulozowa jest gliko-
proteing o masie 420 kDa, ztozong z trzech par jednakowych podjednostek
0 réznych rozmiarach ( 90, 67 i 54 kDa) (7). Opierajac sie na badaniach ze
znakowanymi c-di-[*"2p]GMP i [a-"P]JUDPG stwierdzono, ze z podjednostkg
0 masie czasteczkowej 67 kDa wigze sie aktywator (c-di-GMP), z podjednostkg
54 kDa specyficzny substrat UDPG. Podjednostka o masie 90 kDa wykazuje
Sladowag zdolnos¢ wigzania obu tych substancji (7).

4. Regulacja syntezy celulozy

w badaniach prowadzonych nad mechanizmem regulacji syntezy celulozy,
w ktérych wykorzystano preparaty bton, zawierajace zwigzang z nimi syntaze
celulozowa wykazano, ze aktywnos¢ tego enzymu moze osiggna¢ wysoki po-
ziom, poréwn3Twalny z aktywnos$cig nienaruszonej komorki, pod warunkiem
obecnosci allosteiycznego efektora, ktérym jest cykliczny nukleotyd- digua-
nozynomonofosforan (c-di-GMP) (11). Wykrycie tego nukleotydu przyczynito
sie do sformutowania koncepcji mechanizmu regulacji syntezy celulozy
u A. xylinum (rys. 2) (7).

Cykliczny di-GMP powstaje w komorce z 2 czagsteczek GTP (intermediatem
jest liniowy diguanozynotrifosforan — pppGpG), w reakcji katalizowanej
przez cyklaze diguanylowa, aktywowangjonami Mg”+ i silnie zwigzang z btong
cytoplazmatyczng. W metabolizmie c-di-GMP biorg tez udziat inne enlymy
zlokalizowane w btonie, tj. fosfodiesterazy A i B. Fosfodiestaraza A (PDEA)
rozszczepia aktywng cykliczng forme nukleotydu (c-di-GMP), uwalniajac nie-

14 A'Qlukan
Rys. 2. Proponowany model regulacji syntezy celulozy u A. xylinum (7); | — liniowy digua-
nozynotrifosforan, 11 — cykliczny diguanozynomonofosforan, 1l — liniowy diguanozynomono-

fosforan.
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aktywny liniowy dimer (pGpG). Dimer ten w reakeji katalizowanej przez fo-
sfodiesteraze B (PDEB) ulega rozktadowi do 2 czgsteezek 5'GMP. Aktywno$c
fosfodiesterazy A mozna regulowac stosujge rézne stezenia jondw Ca™+, ktore
sg silnymi inhibitorami tego enzymu. Ich stezenie decyduje zatem o szybkosci
przemiany c-di-GMP do nieaktirwnej formy liniowej (pGpG) i co z tym sie
wigze, 0 poziomie aktywnosci syntazy celulozowej.

Przemiana liniowego dinukleotydu pGpG do 5'GMP, katalizowana przez
fosfodiesteraze B, jest niezalezna od jonéw Ca™+, co wskazuje, ze enzymy
degradujace c-di-GMP sg dwoma réznymi biatkami enzymatycznymi. Stezenie
c-di-GMP w komodrkach bakterii syntetyzujgcych celuloze jest zatem regulo-
wane przez trzy enzymy zwigzane z btong cytoplazmatyczna; cykiaze digua-
nylowg oraz fosfodiesterazy A i B.

Ten allosteryczny efektor wigzac sie w sposéb odwracalny z regulacyjnag
podjednostka syntazy celulozowej, wywotuje zmiany konformacyjne, ulatwia-
jace asocjacje protomerdéw, w wyniku czego nastepuje wzrost reaktywnosci
aktywnego miejsca enzymu (11).

5. Mechanizm wydzielania fibryli celulozowych

Prowadzac obserwacje w mikroskopie etektronowym dowiedziono, ze Aceto-
bacler xylinum i Acetobacter aceti syntetyzujg mikrofibryle celulozowe i wydalaja
je na zewnatrz w postaci wstgzki, ktora pozostaje zwigzana z komorka (11).

Wstgzka celulozowa ztozona z okoto 1000 tancuchéw glukanowych ma
szeroko$¢ rzedu 40-60 nm, grubos$¢ okoto 10 nm i diugos¢ okoto 10 pm.
Subelementame fibryle celulozowe, o gmbosci ok. 1,5 nm, wydzielane sag
przez specjalne kanaty (50-80 na komérke) w tipopotisacharydowej warstwie
Sciany komorkowej, utozone w réwnych odstepach wzdluz komorki (34). Fi-
bryle te sg ztozone z 10 do 15 réwnolegle utozonych tancuchéw glukanowych.

30*33nm<2P 30*68nm 6,0*90nm
15nm o 15w 3,0 nm oo
15*6,0 nmcoco 15* 12p nmoocooo 3,0x15,0 nm

wigzka

Rys. 3. Model formowania wstazki celulozowej u A. xylinum (35).

biotechnologia 3 (30) '95



126 Alina Krystynowicz i inni

nie ulegajacych dysocjacji. Elementarne, krystaliczne mikrofibryle, o grubosci
3,0 nm tworzg sie w wyniku potaczenia wigzaniami wodorowymi mikrofibryli
subelementamych, pochodzacych z sasiednich kanatéw. tgczac sie dalej wig-
zaniami wodorowymi formujg one wiazki, a te z kolei wstazke (rys. 3) (35).
Wstazki celulozowe pochodzace z wielu komorek splatajg sie ze soba (fot. 1),
formujgc zwartg btone na powierzchni pozywki hodowtanej (fot. 2) (13,36).

Pojedyncza komoérka A. xylirmm moze potimeryzowaé do 200 000 czaste-
czek glukozy w czasie 1 sekundy (37).

Polimeryzacje i krystalizacje celulozy u A. xylinum badano w obecnosci
zwigzkéw chemicznych, zakidcajgcych te procesy. Natezg do nich: Catcofluor
(kwas 4,4’-bis(4-anilino-6-bis(2-hydroksyetyto)amino-s-triazyrio(-2-ytamino-2-
2'-stilbeno)-disutfonowy), czerwien Kongo i karboksymetytocetuloza. Zwiazki
te tacza sie podczas syntezy cetulozy z tancuchami gtukanowymi, uniemozti-
wiajac tworzenie wigzan wodorowych (38). Przy wyzszym od 0,01% stezeniu
Calcofluoru w podtozu hodowlanym proces krystalizacji celulozy ulega przer-
waniu i bakterie A. xylinum syntetyzujg polisacharyd w postaci szerokich
pasm, ztozonych z pojedynczych mikrofibryti o grubosci 1,5 nm (38). W ba-
daniach krystalograficznych tak uformowanego produktu, a takze jego zwie-
kszonej podatnosci na hydrolize enzymatyczng potwierdzono, ze w obecnosci
Calcofluoru syntetyzowana jest celuloza 11 o niskiej kiystalicznosci. Konwersje
tej formy celulozy do postaci wysokokrystalicznej mozna osiggna¢ poprzez jej

Fot. 1. Obraz mikroskopowy splecionych Fot. 2. Obraz blony uformowanej na
wstgzek celulozowych (36). powierzchni pozywki (36).
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wysuszenie. Nastepuje wowczas uspniecie Calcofluoru i tgczenie sie wigza-
niami wodorowymi réwnolegtych tancuchéw P-glukanowych w sie¢ krystali-
czna. Catcofluor mozna réwniez wymy¢ buforem, co prowadzi do wznowienia
syntezy wysokokrystalicznej celulozy o zasocjowanych wigzaniami wodorowy-
mi taricuchach. Natywna celuloza A. xylinum rézni sie od produktu syntety-
zowanego w obecnos$ci Calcofluoru tym, ze zachowuje krystalicznosé celulozy |
zarébwno w formie wilgotnej, jak i wysuszonej.

W badaniach prowadzonych z Calcofluorem potwierdzono, ze krystalizacja
celulozy nastepuje po wyjsciu z kanatébw w Scianie komadrkowej réwnolegle
utozonych faricuchéw (3-glukanowych, w poblizu tych kanatow. Polimeryzacja
i krystalizacja sg zatem procesami sekwencyjnymi i $cisle potgczonymi.

6. Produkcja i mozliwosci wykorzystania celulozy bakteryjnej

Roéwnolegle z badaniami na poziomie komoérki prowadzone sg intens}rwne
prace nad technologig wytwarzania celulozy bakteryjnej i poznaniem jej wa-
lorow uzytkowych. Produkcja tego polisacharydu na skale przemystowg jest
jeszcze niewielka, gtéwnie ze wzgledu na tmdnosci zwiazane z wyselekcjo-
nowaniem wiasciwego szczepu — producenta tego polimeru i koszty skiad-
nikow podioza. Najbardziej istotnym czynnikiem decydujacym o optacalnosci
produkcji celulozy jest aktywnos¢ szczepu i jego zdolnos$¢ do biosyntezy w wa-
runkach hodowli wgtebnej. Na og6t szczepy takie otrzymywane sg za pomoca
metod mutagenizacji lub manipulacji genetycznych.

W hodowlach statycznych, w zaleznosci od skiadu podioza hodowlanego
i aiktywnosci szczepu, mozna uzyska¢ zwykle od 0,1 g do 0,5 g suchej celulozy
ze 100 ml poditoza. Salter i Fiedler w takiej hodowli A. xylinum, prowadzonej
w optymalnych warunkach otrzymywali nawet 0,7 g masy celulozowej ze 100 ml
podtoza (40). Ci sami autorzy otrzymywali tez celuloze, prowadzac hodowle szcze-
pu w fermentorze. Polisacharyd nagromadzat sie na obracajgcym sie watku
szklanym do potowy zanurzonym w pozywce. Po dziesieciu dobach hodowli uzy-
skiwano 5 mm warstwe masy celulozowej, z wydajnoscig do 24% w stosunku
do wykorzystanej glukozy (41). Masaoka i wspét. (42) wyselekcjonowali szczep
A. xylinum, ktéry w hodowli statycznej, w optymalnych warunkach, produkowat
celuloze w Uosci 36 g w przeliczeniu na 1 dobe i na I m” powierzchni pozywki,
z wydajnoscig 100% w stosunku do wykorzystanego zrddta wegla.

Celuloza bakteryjna o nazwie handlowej Cellulon jest produkowana przez
ulepszony szczep Acetobacter xylinum, bedacy wynikiem wieloletniego progra-
mu badawczego Weyerhaeuser Company (Tacoma, Washington) i Cetus Corp.
(Emerville, California). Szczep ten wykazuje zdolnos$¢ syntetyzowania celulozy
w hodowli wgtebnej w fermentorze, z wydajnoscig 0,1 g x godz.”» , co warun-
kuje optacalnos¢ produkciji (22). Ben Bassat i wspot. (14) donoszg o produkcji
wysokokrystalicznej celulozy stosujac metode hodowli w fermentorze ulepszo-
nego szczepu A. xylinum, ktéry w wyniku mutacji utracit aktywnos¢ dehy-
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drogenazy alkoholowej. Szczep ten w czasie 70 godzin hodowli syntetyzowat
celuloze z wydajnoscig 0,26 g x godz."””

Dobry szczep produkcyjny powinien by¢ stabilny genetycznie i charakteryzo-
wac sie obnizong zdolnoscig utleniania glukozy do kwaséw organicznych (43,44).

Gtownym celem badan nad technologiag produkcji bakteryjnej celulozy jest
ustalenie warunkéw, w jakich bakterie syntetyzowatyby celuloze o pozada-
nych cechach i z wysoka wydajnoscia, a takze sposobu otrzym}rwania kon-
cowego produktu. Najbardziej istotnymi czynnikami procesu biosyntezy sga —
temperatura, zwykle w granicach 26-31°C, kwasowos$¢ srodowiska wyrazona
wartodcig pH w zakresie 4,5 - 6,8, sklad pozywki i nattenienie.

A. Kai (45) badat szczeg6towo wphrw temperatury i pH na biosynteze wi6-
kienek cetutozowych w hodowli szczepu A. xylinum. Stwierdzit, ze temperatura
w zakresie 10-28*"C nie wplywa na formowanie wiodkienek celulozowych.
W nizszych temperaturach, np. przy 5°C, widkienka celulozowe wykazujag
w pierwszych godzinach hodowli wiasciwosci amorficzne.

Badajgc wptyu™ pH na szybkos$¢ syntezy celulozy stwierdzono, ze zaleznosé
ta ma charakter liniowy do momentu osiggnhiecia maksimum przy pH 6,8,
po cz3rm, przy dalszdmi wzroscie pH szybko$¢ ta znacznie sie obniza. Zaob-
serwowano ponadto, ze temperatura i pH wplywaja na diugos¢ wiokienek
celutozowych, a nie na ich szerokos¢ (45).

Dotychczas ukazato sie niewiele prac wyjasniajacych wplyw natlenienia
srodowiska hodowlanego na proces biosyntezy bakteryjnej celulozy. Hestrin
i Schramm (37), badajac warunki polimeryzacji glukozy z udziatem liofilizo-
wanych komodrek A. xylinum wykazali, ze wydajnos¢ procesu osiaga wailosé
maksymalng przy nasyceniu podtoza ttenem do ok. 100% i potowe tej wartosci
przy nasyceniu 20%. Wedtug innych autoréw wysoki poziom rozpuszczonego
tlenu w podtozu fermentacyjnym moze wptywaé na obnizenie wydajnosci syn-
tetyzowanej celulozy, w wyniku spontanicznego ujawniania sie mutantéw Cek,
niezdolnych do jej biosyntezy (9). Zwraca sie rowniez uwage na mozliwos¢
uszkodzenia btony, uformowanej w fermentorze z masy celulozowej, przy in-
tensywnym napowietrzaniu pozywki (46).

Joris i wspoét. (47) prébowali wyjasni¢ ujemny wptyw zwiekszonego natle-
nienia podtoza na wydajnos¢ biosyntezy celulozy przez A. xylinum. Stwiedzili
oni, ze w hodowli wgtebnej, przy obrotach mieszadta 300 rpm mozna uzyskac
tylko 50% masy celulozowej otrzymywanej w hodowli stacjonarnej. Autorzy
zaproponowali sposéb zwiekszenia wydajnosci celulozy, nawet przy intensyw-
nym napowietrzaniu, polegajacy na dodaniu do podioza rozdrobnionego, obo-
jetnego materiatu (jak np. kuleczek szklanych). Adhezja komoérek bakterii do
tego materiatu-nosnika jest istotna dla inicjacji procesu biosyntezy. Ponadto
w wyniku agregacji czastek nosnika tworzg sie mikronisze pozbawione tlenu
i w rezultacie zmniejsza sie stopien konwersji glukozy do kwasu glukonowego,
a zwieksza sie ilo$¢ glukozy, ktéra moze by¢ polimeryzowana do celulozy.
Proces biosyntezy celulozy w warunkach hodowli wgtebnej powinien przebie-
ga¢ zatem przy obnizonym, tecz kontrolowanym poziomie rozpuszczonego tle-
nu w podtozu fermentacyjnym, najkorzystniej 0,5 ppm (46).
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Niezwykle waznym czynnikiem rzutujagcym w duzym stopniu na optacal-
nos$¢ produkcji celulozy bakteryjnej jest sktad poditoza hodowlanego. Najcze-
Sciej stosowanym zrodiem wegta jest glukoza, ale moga by¢ réwniez wyko-
rzystane fnaktoza, sacharoza lub skrobia, w iloSciach 25-100 g/l (46). W obec-
nosci galaktozy i ksylozy obserwowano staby wzrost bakterii A. xylinum i ni-
ska wydajnos¢ cetutozy (20).

Schmander i wspoét. (48) badali wptyw glukozy i celobiozy oraz ich po-
chodnych na forme syntetyzowanej masy celulozowej. Uzyskiwali w zaleznosci
od rodzaju stosowanego substratu produkt w postaci btony lub zelu. Obok
weglowodanéw moga by¢ réwniez dodawane do podtoza inne zrédia wegla:
kwas octowy, etanol i kwas cytrynowy (37,49).

Istotnym sktadnikiem podtoza limitujacym wzrost szczepu A. xylinum i bio-
synteze cetlutozy jest zrédto azotu. Najczesciej sa stosowane ekstrakty droz-
dzowe, peptony, ekstrakty kukurydziane, a takze sole amonowe (50,51,52).
W celu obnizenia kosztéw poditoza hodowtanego prébuje sie réwniez wyko-
rzyst}rwa¢ odpady pochodzenia roslinnego (46).

Najczesciej stosowanym do produkcji celulozy A. xylinum podtozem hodow-
lanym jest podtoze opracowane przez Schramma (37). Sklada sie ono (w % w/v)
z ekstraktu drozdzowego Difco — 0,5, bactopeptonu — 0,5, glukozy — 2,0,
Na2HP0O4 — 0,27 i kwasu cytrynowego — 0,115; pH podtoza wynosi 6,0.

Czystg celuloze z produktu otrzymanego po hodowli bakterii mozna tatwo
wydzieli¢ stosujgc maceracje btony lub zelu rozcienczonym roztworem wodo-
rotlenku sodowego. Najczesciej uzywa sie 1-2% roztworow NaOH i gotuje mase
celulozowa w czasie 1-2 godzin (16,53). Po doktadnym przemyciu i wycisnieciu
wody, blone suszy sie w temperaturze 60-100°C na szklanych ptytach lub
elastycznych podporach, w celu unikniecia marszczenia (14,54). Tak oczysz-
czona btona, po odpowiednim ukierunkowanym sprasowaniu, charakteryzuje
sie zwiekszong wytrzymatoscia, o czym S$wiadczy wysoki wskaznik modutu
Jounga, osiggajacy 30 GPa (16,19). Wysuszona btonka celulozowa charakte-
ryzuje sie znaczng porowatoscia (50-93% poréw o Srednicy 3000 nm) (14,17)
i wybiodrczg przepuszczalnoscig dla cieczy i gazéw, co moze by¢ wykorzystane
w procesie ich oczyszczania (55). Struktura niezwykle cienkich wiokienek
splatanych ze sobg decyduje o bardzo dobrze rozwinietej powierzchni — 200-
krotnie przewyzszajgcej powierzchnie pulpy drzewnej (39).

Whprowadzajgc do masy celulozowej dodatkowe komponenty, takie jak;
emulsje, pudry, substancje dyspersyjne, r6zne zwigzki wysokoczasteczkowe,
mozna zwiekszy¢ wodoodpomosé, odpornosé na chemikalia i poprawi¢ szereg
innych wasciwosci polimeru . Wprowadzenie niektorych metali (glinu, miedzi,
zelaza, cynku i innych) podnosi elektrokonduktywno$¢ oraz przewodnos¢ ter-
miczng celulozy. Inne dodatki, takie jak: tlenek tytanu, tlenek zelaza, weglan
wapnia, moga zwiekszy¢ wytrzymatos¢ na temperature i whasciwosci izolacyjne
produktu (14).

Mikrofibiyle celulozy bakteryjnej wykazuja znaczng smukiosé, wyrazong
stosunkiem dtugosci do $rednicy, ktory wynosi od 200 do 500. Szerokos¢
mikrofibiyli cetulozy bakteryjnej (rzedu 40-60 nm) jest znacznie nizsza od
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szerokosci mikrowtdkien syntetycznych, organicznych i nieorganicznych, sto-
sowanych do wyrobu materiatéw fittracyjnych. Charakteryzujg sie one sred-
nicami w zakresie 300-1000 nm (56). Poniewaz $rednica widkienek decyduje
o wietkosci poréw materiatu filtracyjnego z niego wytworzonego, zastosowanie
bakteryjnej celulozy do wyrobu tego materiatu znacznie poprawia skutecznos$é
filtracji. Tak wytworzone materiaty filtracyjne znalazty juz zastosowanie w mi-
kro- i uttrafiltracji (57,58).

Celuloza bakteryjna charakteryzuje sie niezwykle wysoka zdolnoscig do
wigzania wody i do tworzenia wigzan z wldknami celulozowymi innego po-
chodzenia. Wykorzystuje sie te whasciwosci przy wyrobie papieru (20). Doda-
tek bakteryjnej celulozy umozliwia otrzymanie jednorodnej struktury papieru
0 wiekszej wytrzymatosci.

Elastycznos$¢ i wytrzymatos¢é dynamiczna bakteryjnej celulozy sprawiaja,
ze dodanie jej do widkien niecelulozowych, czy mas plastycznych, umozliwia
otrzymanie komponentdéw o znacznie ulepszonych cechach (53,14).

Istotng wiasciwoscig bakteryjnej celulozy jest to, ze nie wywotuje ona aler-
gii i moze by¢ stosowana jako materiat opatmnkowy, wykazuje bowiem wy-
sokie wiasciwosci wiazania osocza z uszkodzonej tkanki i moze by¢ podda-
wana sterylizacji. Z powodu podobienstwa do naturalnej skoéry cziowieka,
celuloza bakteryjna, znalazta tez zastosowanie jako zamiennik skoéry, przy
leczeniu rozlegtych oparzen i przy przeszczepach skoéry (21,53,59).

Dobrze rozwinieta powierzchnia, duza trwato$¢ i wysokie zdolnosci adsor-
pcyjne bakteryjnej celulozy sprawiaja, ze jest ona wykorzystywana jako nosnik
w immobilizacji drobnoustrojow i enzymoéw (48,54).

Polisacharyd ten moze by¢ stosowany w formie kartondw jako doskonaty
surowiec do sporzadzania stozkowych membran gtosnikowych, odznaczajgcych
sie wysokim modutem sprezystosci i znaczng wytrzymatoscig na rozrywanie
(60). Wiasciwosci bakteryjnej celulozy moga by¢ mod}4rkowane podczas bio-
syntezy, co poprzez kontrole procesdw polimeryzacji i krystalizacji daje mozli-
wos¢ uzyskania nowych jej odmian (18). Mikrofibryle celulo™ moga tez w wa-
runkach hodowli tgczy¢ sie z innymi polimerami; pozwala to uzyskaé synte-
tyczno-naturalne produkty o nowych, interesujgcych wiasciwosciach (61).

Rosngce zainteresowanie praktycznym wykorzystaniem celulozy i postep
w dziedzinie jej biosyntezy sprawily, ze produkcja i przetwoérstwo celulozy
stato sie jedng z gatezi przemystu, opartg na syntezie biologicznej.
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Biosynthesis of bacterial cellulose and its application
Summary

Biosynthesis of bacterial cellulose and its potential applications are presented. The mecha-
nism of cellulose biosynthesis in Acetobacter xylinum, the regulatory pathways and the polymer
structure are described. Some biotechnological aspects of polysaccharide production and indu-
strially valuable features of bacterial cellulose are also discussed.
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