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Streszczenie

Celuloza jest najbardziej rozpowszechnionym biopolimerem w przyrodzie, a jej bogatym
zrodtem sg przede wszystkim tkanki roslinne, gdzie wystepuje ona w kompleksie z ligninami,
hemicelulozg i innymi sktadnikami. Proces jej oczyszczania jest zwigzany z zastosowaniem
zwigzkdéw chemicznych, nieprzyjaznych srodowisku. Alternatywa jest bakteryjna nanoceluloza
(BNC), wytwarzana przez mikroorganizmy w chemicznie czystej formie. Zdolnos¢ do jej
biosyntezy ma wiele bakterii, a najwydajniejszym producentem s3 bakterie z rodzaju
Komagataeibacter. BNC charakteryzuje sie takg samg strukturg chemiczng, jak celuloza
pochodzenia roslinnego, nie mniej wykazuje inne wifasciwosci. Widkna bakteryjnej
nanocelulozy osiggajg szerokos¢ w zakresie 25 do 100 nm i tworzg tréjwymiarowa sie¢ poprzez
liczne miedzyczgsteczkowe i wewnatrzczgsteczkowe wigzania wodorowe oraz oddziatywania
van der Waalsa. Celuloza bakteryjna jest materiatem o wysokiej krystalicznosci, porowatosci,
duzej wytrzymatosci mechanicznej i elastycznosci oraz wysokiej zdolnosci do utrzymywania
wody. Ponadto, jest ona biokompatybilna, a przestrzenna i silnie uwodniona struktura z
powodzeniem imituje naturalng zewnatrzkomoérkowa macierz. Te wifasciwosci stanowig o
szerokim potencjale aplikacyjnym BNC nie tylko w obszarze medycznym, ale réwniez w
przemysle spozywczym, elektronice i ochronie $Srodowiska.

Pomimo szeregu zalet celulozy bakteryjnej, jej komercjalizacja jest utrudniona, gtdwnie ze
wzgledu na wysoki koszt i niskg wydajnos¢ procesu wytwarzania. Wydajnos¢ produkgji
celulozy, a takze jej koncowe witasciwosci sg silnie uzaleznione od warunkéw hodowli, takich
jak sktad podtoza hodowlanego, rodzaj hodowli, warunki srodowiskowe, a takze modyfikacje
in situ. Dodatki do podtoza, ktére zwiekszajg wydajnos¢ biosyntezy lub modulujg wtasciwosci
BNC, mozna podzieli¢ na dwie grupy: zwigzki wptywajagce na metabolizm bakterii oraz
substancje inkorporujgce w trojwymiarowg strukture celulozy. Réwniez bardzo istotnym
czynnikiem dla jakos$ci BNC jest dobdr szczepu produkcyjnego i jego ewentualne modyfikacje
genetyczne. Zatem, sterujgc parametrami hodowli bakterii z rodzaju Komagataeibacter
mozna modulowaé¢ wytrzymato$é mechaniczng, porowatos¢, zdolnosci absorpcyjne i inne
wiasciwosci fizyko-chemiczne celulozy bakteryjnej.

Doskonalenie wydajnosci procesu i wfasciwosci celulozy bakteryjnej jest zagadnieniem
istotnym z punktu widzenia jej aplikacyjnoscii pdzniejszej komercjalizacji. Biodegradowalnos,
tatwosc jej pozyskiwania, okreslone procedury modyfikacji pod zastosowania oraz niska emisja
zanieczyszczen przy produkcji beda kluczowe podczas decyzji o zastgpieniu celulozg
bakteryjng syntetycznych materiatéw w wielu gateziach przemystu.

Celem pracy byto okreslenie wptywu wybranych modyfikacji in situ hodowli bakterii z
rodzaju Komagataeibacter na wydajnos$é i wtasciwosci celulozy bakteryjnej, takie jak
wytrzymatos¢ mechaniczna, stopien krystalicznosci, grubos$é i utozenie widkien oraz zdolnos¢
do utrzymywania i retencji wody.



W pierwszym etapie badan zbadano wptyw modyfikacji podtoza hodowlanego z
zastosowaniem k-karagenu w formie usieciowionej w stezeniu 0,2%-0,8% oraz w formie
uwodnionych agregatow w stezeniu 2% do 4%. W pierwszym wariancie uzyskano btony o
rozluznionej strukturze i grubszych witdknach, natomiast w drugim wariancie otrzymano
membrany o wysokiej porowatosci i cienszych wtéknach. Wszystkie kompozyty celulozy z K-
karagenem charakteryzowaty sie zmniejszong zdolnoscig do utrzymywania wody i pecznienia,
a takze obnizonym stopniem krystalicznosci. Z drugiej strony poprawie ulegt czas retencji
wody oraz wytrzymatos¢ na rozcigganie i sciskanie. W hodowli mysich chondrocytéw ATDC5
na uzyskanych kompozytach poddano ocenie wptyw modyfikacji in situ celulozy bakteryjnej k-
karagenem na przezywalnos¢ oraz prawidtowe réznicowanie komarek.

W drugim etapie pracy oceniono wptyw modyfikacji in situ podtoza z wykorzystaniem
karboksymetylocelulozy (CMC) i hydroksyetolocelulozy (HEC) na wydajnosé biosyntezy,
strukture bton celulozowych i grubos¢ witdkien, oraz krystalicznos¢. Modyfikacja podtoza przy
uzyciu HEC nie wptywata na wydajnos¢ biosyntezy, natomiast powodowata niewielkie
obnizenie produkgcji celulozy przy zastosowaniu CMC. Zmianie ulegta struktura kompozytéw,
ktora byta luzniejsza w przypadku CMC, lub sktadata sie z cienszych wiékien w obecnosci HEC.
W obu wariantach krystalicznos$¢ celulozy byta nizsza od krystalicznosci natywnej celulozy.
Kompozyty oraz natywng nanoceluloze bakteryjng zmodyfikowano nastepnie glicerolem z
zakresie stezen 0,1% do 10%. Okazato sie, ze nasgczanie bton 2,5% roztworem glicerolu
pozwala uzyska¢ membrany o najwyzszej chtonnosci w stosunku do ptynu imitujgcego wysiek.
Z kolei wtdrna retencja wody byta najwyzsza dla bton modyfikowanych 10% glicerolem. We
wszystkich wariantach stezenia plastyfikatora, kompozyty BNC wykazywaty wyzszg chtonnosé
ptynu imitujgcego wysiek i odzysk wody, niz natywna celuloza, przy czym najwyzsze wartosci
uzyskano w przypadku kompozytow z CMC. Podobny trend obserwowano w przypadku
wytrzymatosci mechanicznej modyfikowanych membran. Bezpieczenstwo kompozytow
oceniono z zastosowaniem linii komoérkowej ludzkich keratynocytéw HaCeT. Obserwowano
ochronny wptyw celulozy i jej kompozytédw na badane komérki w obecnosci réznych stezen
glicerolu. Ponadto, dla wszystkich wariantéw BNC i kompozytow impregnowanych 2,5%
glicerolem przezywalnos¢ komorek HaCeT utrzymywata sie na statym poziomie lub ulegata
zwiekszeniu w stosunku do kontroli.

Kolejny etap badan dotyczyt wptywu warunkéw hodowli na wydajnos¢ procesu i
parametry wytrzymatosciowe celulozy bakteryjnej. W ramach realizacji pracy zaprojektowano
bioreaktor SAF (z ang. surface air-flow bioreactor) z mozliwoscia wymuszenia obiegu
powietrza réwnolegle do narastajgcej btony celulozowej. Z zastosowaniem planu
eliminacyjnego Placketta-Burmana, dokonano oceny istotnosci wptywu rozmiaréw
bioreaktora, czasu hodowli, wieku i ilosci inokulum, stosunku s/v, stezenia glukozy, pH,
predkosci przeptywu powietrza oraz jego wilgotnosci na uzysk suchej masy, konwersje glukozy
do celulozy oraz gramature bton celulozowych. Uzyskane wyniki pokazaty, ze wiekszos¢
badanych czynnikéw wejsciowych wptywa w sposdb istotny na wydajnos¢ BNC. Dalsze
badania wykazaty, ze wsréd wielu czynnikdw, majgcych pozytywny wptyw na jednoczesnie



wydajnos¢ i wytrzymato$¢é mechaniczng najwieksze znaczenie ma stezenie glukozy, czas
hodowli oraz szybkos¢ przeptywu powietrza.

W ramach nastepnego etapu prac okreslono, jak dotad nieopisany w literaturze
Swiatowej, wptyw jednoczesnej modyfikacji podtoza etanolem i kwasem mlekowym na
wydajnos¢ i wilasciwosci celulozy bakteryjnej. Najbardziej korzystne stezenia przy
zastosowaniu pojedynczego zwigzku wyznaczono na poziomie 1% w przypadku alkoholu
etylowego i 0,6% dla kwasu mlekowego. Optymalizacja procesu pod katem wspoétdziatania
badanych zwigzkéw pozwolita na wytypowanie podtoza optymalnego o pH 6,25,
zawierajgcego 0,73% kwasu mlekowego i 0,34% etanolu. Wydajnos¢ biosyntezy BNC w tym
medium ulegta kilkukrotnemu zwiekszeniu (4,36 g/l), w stosunku do wydajnosci na
niemodyfikowanym podtozu SH (0,77 g/1). W pracy dokonano analizy zmian zachodzgcych w
podtozach suplementowanych jednym lub oboma zwigzkami modyfikujgcymi. Jednoczesne
wzbogacanie podtoza etanolem i kwasem mlekowym pozwalato na biosynteze bton o wysokiej
porowatosci i znaczaco zwiekszonej zdolnosci do utrzymywania wody. Niezaleznie od rodzaju
modyfikacji, stopien krystalicznosci i srednia wielkos¢ krystalitu celulozy byty obnizone dla
wszystkich wariantow. Parametry wytrzymatosciowe, takie jak naprezenie, modut Younga, sita
niezbedna do zerwania oraz wigzkos¢, ulegty znaczacej poprawie.

W ostatnim etapie pracy dokonano izolacji nowego szczepu bakterii produkujgcego
celuloze. Zostat on zidentyfikowany jako Komagataeibacter hansenii i nazwany Sl1. Celuloza
produkowana przez ten szczep wykazuje wysokg porowatosc oraz podatnos¢ na rozcigganie.
Wykazano, ze K. hansenii SI1 charakteryzuje sie szybkim wzrostem i syntetyzuje celuloze do 4
dnia hodowli. Sposréd przebadanych zrédet wegla najwyzszg wydajnosc biosyntezy uzyskano
z zastosowaniem glicerolu. Nalezy zaznaczyé, ze membrana zachowywata zdolnos$¢ do
plastycznego odksztatcenia jedynie w przypadku produkcji w medium zawierajgcym glukoze.
W badaniach wykazano réwniez, ze do maksymalnej wydajnosci procesu niezbedne jest
kompleksowe, organiczne zrédio azotu. Wptyw pH na biosynteze BNC i wtasciwosci
mechaniczne bton byt natomiast zalezny od zastosowanego Zrddta wegla. Wptyw modyfikacji
podtoza z zastosowaniem etanolu, kwasu mlekowego oraz witaminy C byt znikomy lub
negatywny w stosunku do wydajnosci procesu, natomiast obserwowano istotne zmiany w
strukturze i wytrzymatosci mechanicznej. W szczegdlnosci, witamina C uwydatniata unikatowe
cechy BNC produkowanej przez K. hansenii SI1. Obserwowano wzrost porowatosci celulozy
oraz jej podatnosci na rozcigganie, wraz ze wzrostem stezenia witaminy C w medium. Ponadto,
btony te charakteryzowaty sie wyzszg krystalicznoscig od niemodyfikowanej BNC.

Wyniki badan w przedstawionej pracy potwierdzajg korzystny wptyw modyfikacji in
situ celulozy bakteryjnej z zastosowaniem zwigzkéow wielko- i niskoczgsteczkowych na
wydajnos¢ biosyntezy i/lub jej wtasciwosci fizyczne i mechaniczne. Ponadto, wykazano, ze
odpowiedni dobdr parametréw procesowych pozwoli nie tylko na zwiekszenie efektywnosci
procesu, ale rowniez jakosci produkowanych bton celulozowych. Opracowany w ramach
badan bioreaktor SAF pozwala na jednoczesne zwiekszenie produktywnosci i wydajnosci



procesu oraz parametrow wytrzymatosciowych BNC. Z kolei sposéb otrzymywania unikalnych
bton o zwiekszonej porowatosci i rozciggliwosci z zastosowaniem nowo wyizolowanego
szczepu K. hansenii SI1 zostat opatentowany (Pat.241158).



