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STRESZCZENIE

W obliczu wyzwan wspotczesnego przemystu i medycyny, zwigzanych z dynamicznym
rozwojem cywilizacyjnym, istnieje stale rosnace zapotrzebowanie na innowacyjne rozwigzania
technologiczne pozwalajgce przezwyciezy¢ pojawiajace si¢ problemy techniczne, ekonomiczne
oraz srodowiskowe. W ostatnich latach szeroko eksplorowanych obszarem badan nowoczesnej
inzynierii materiatowej jest projektowanie i wytwarzanie nowych materiatéw funkcjonalnych,
ktore s3 wyraznie zorientowane na spelnianie okreslonych zastosowan. Wsréd nich na szczegdlng
uwage zashugujg te na bazie polimeréw naturalnych, na przyklad bakteryjnej nanocelulozy (BNC),
ktéra posiada unikatowe wiasciwoscei fizykochemiczne i mechaniczne, a ponadto jest przyjazna
dla srodowiska, biodegradowalna i nietoksyczna. Do niewgtpliwych atrybutéw tego materiatu
naleza m.in. wyjatkowa czysto$¢ chemiczna, wysoki stopnien krystalicznosci (80-90%) oraz
polimeryzacji (2000-18000), silne uwodnienie (>90%) i wysoce zorganizowana nanowioknista
struktura przestrzenna, decydujaca o jego interesujgcych parametrach mechanicznych.

Bakteryjna celuloza jest z powodzeniem wykorzystywana w stanie natywnym, jednakze
aby zwickszy¢ jej funkcjonalno$é prowadzi si¢ intensywne badania nad modyfikacjg wiasciwosci
tego biomateriatu, tak aby dostosowaé je do okreslonych potrzeb i aplikacji. W tym celu najczesciej
stosuje sie efektywne, stosunkowo proste i ekonomicznie uzasadnione metody chemiczne i/lub
fizyczne. Ich wadg jest jednak stosowanie szkodliwych zwigzkow chemicznych i agresywnych
warunkow reakcji, ktore negatywnie wplywaja na wlasciwosci biologiczne biomateriatu oraz
$rodowisko naturalne. Alternatywe dla tych metod stanowi przyjazna srodowisku i wysoce
specyficzna modyfikacja enzymatyczna bakteryjnej nanocelulozy, ktora idealnie wpisuje sig
w strategie rozwoju nowoczesnej inzynierii materialowe;.

Wykorzystanie bialek katalitycznych do modyfikacji wtasciwosci uzytkowych materiatow
opiera sie na bezposredniej metodzie kontrolowanej hydrolizy i/lub przylaczenia reaktywnych
grup funkcyjnych do struktury biopolimeru lub posredniej, zaktadajgcej zastosowanie celulozy
bakteryjnej jako matrycy do immobilizacji enzymoéw. Jedng z bardziej interesujgcych grup enzymow
stosowanych do modyfikacji BNC sg niedawno odkryte oraz mato dotychczas zbadane lityczne
polisacharydowe monooksygenazy (LPMO), zdolne do oksydacyjnego rozszczepiania wigzan
B-1,4-glikozydowych tzw. opornych polisacharydow. Prowadzi to do wigczenia w strukturg
bakteryjnej celulozy wysoce reaktywnych ugrupowan chemicznych zawierajgcych tlen, w tym
grup karboksylowych i/lub hydroksylowych, tym samym poszerzajac mozliwosci dalszej

funkcjonalizacji tego materiatu.




Glownym celem badan prowadzonych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej byta
ukierunkowana enzymatyczna modyfikacja bakteryjnej nanocelulozy, produkowanej przez szczep
Komagataeibacter xylinus E26, ktora opierala si¢ na zastosowaniu litycznej polisacharydowej
monooksygenazy, NcLPMOO9C. Enzym ten pochodzi z grzyba Neurospora crassa i wykazuje
specyficznos¢ dzialania wzgledem atomu C4 wigzania -1,4-glikozydowego celulozy.

Zmodytikowany enzymatycznie materiat (0xBNC) poddano nastepnie charakterystyce
strukturalnej, morfologicznej 1 fizykochemicznej oraz zweryfikowano jego potencjat aplikacyjny
jako skutecznego nosnika do unieruchamiania enzymaéw.

W pierwszej kolejnosci dokonano standaryzacji substratu BNC, polegajgcej na doborze
wlasciwej metody przygotowania i wstepnej obrobki materiatu. Wyboru dokonano na podstawie
analizy kinetyki wigzania NcLPMO9C do r6éznych form celulozy (tj. homogenatu oraz mokrych,
suchych i liofilizowanych blon) oraz ilosci miejsc oksydacji wygenerowanych w strukturze
badanego biopolimeru. Niniejszy etap pozwolil na ustalenie, ze suszenie sublimacyjne to metoda
nie ograniczajaca dostgpnosci enzymu do substratu BNC i pozwalajgca na osiggniecie najwiekszej
wydajnosci ich enzymatycznego utleniania, przy zatozeniu okreslonych kryteriow projektowych.

W kolejnym kroku zaprojektowano i zoptymalizowano matematycznie, z zastosowaniem
metodologii powierzchni odpowiedzi (RSM), innowacyjng reakcje utleniania blon BNC przez
NcLPMO9C. Odpowiedni dobor warunkéw prowadzenia procesu pozwolit na maksymalizacje
wydajnosci oksydacji, przy jednoczesnym ograniczeniu zuzycia enzymu i kosubstratu (nadtlenku
wodoru) oraz czasu trwania reakcji (powstato okoto 40 pM miejsc utlenien BNC). Wykazano
takze, ze alkaliczna modyfikacja bakteryjnej nanocelulozy, czyli merceryzacja, ktora wptywa
na obniZzenie stopnia krystalicznosci tego polimeru, decyduje o zwigkszeniu wydajnosci procesu
enzymatycznego utleniania, nawet 4-krotnie w przypadku potraktowania celulozy 13% roztworem
NaOH (powstato okoto 160 pM miejsc utlenien).

Efektywnos¢ enzymatycznej funkcjonalizacji bakteryjnej nanocelulozy oceniono rowniez
na podstawie zmian cech morfologicznych i strukturalnych materiatdéw natywnych (oxBNC) oraz
merceryzowanych (oxMBNC). W tym celu wykorzystano zaawansowane techniki mikroskopowe
i spektroskopowe, w tym SEM, ATR-FTIR, oraz dyfraktometrie rentgenowska (XRD). Wybrane
metody pozwolily na zobrazowanie topografii powierzchni utlenionego polimeru, okreslenie zmian
powstatych w strukturze morfologicznej wiokien celulozowych, identyfikacje charakterystycznych
grup funkcyjnych oraz oceng stanu uporzadkowania struktury BNC (stopnia krystalicznosci).

W celu weryfikacji skutecznosci zmian wprowadzonych na drodze enzymatycznego

utleniania w strukture bakteryjnej nanocelulozy zbadano jej podatno$é na degradacje i zdolnosci




adsorpeyjne. Udowodniono, ze zaproponowana metoda funkcjonalizacji BNC doprowadzita do
otrzymania materiatu bardziej podatnego na degradacje w srodowisku naturalnym (glebie) oraz
hydroliz¢ enzymatyczng z zastosowaniem komercyjnego preparatu celulolitycznego, a takze
odznaczajgcego si¢ lepszymi whasciwosciami adsorpcyjnymi (o okoto 20%) niz ich nieutlenione
odpowiedniki.

W ostatnim etapie badan zweryfikowano potencjat aplikacyjny utlenionej enzymatycznie
bakteryjnej nanocelulozy jako matrycy do immobilizacji enzyméw, w niniejszej pracy lizozymu,
czyli jednego z wazniejszych z biotechnologicznego punktu widzenia biatek katalitycznych.
Udowodniono, ze 0oxBNC stanowi skuteczny nosnik do unieruchamiania enzyméw, pozwalajacy
na zwigzanie na jej powierzchni o ok. 20% wigkszej ilosci lizozymu niz ma to miejsce w przypadku
materiatu niemodyfikowanego. Otrzymane kompozyty BNC(0xBNC)-LYS poddano analizie
ATR-FTIR, oceniajac skuteczno$¢ przeprowadzonej immobilizacji oraz okreslono wiasciwosci
uzytkowe uzyskanych uktadéw katalitycznych, takie jak zachowana aktywno$é hydrolityczna,
parametry kinetyczne i stabilno$¢. Zasadnos¢ unieruchamia lizozymu na oxBNC potwierdzono
w badaniach aktywnosci przeciwbakteryjnej oraz antyoksydacyjnej. W toku przeprowadzonych
badan wykazano, ze kompozyty oxBNC-LYS wykazujg duzg stabilnoé¢ podczas przechowywania
oraz charakteryzuja si¢ lepsza zdolno$cig do hamowania wzrostu bakterii B. subtilis i E. coli
oraz neutralizacji wolnych rodnikéw w poréwnaniu do wyjéciowych materiatow.

Oprocz wykazanych w niniejszej pracy waloréw uzytkowych zmodyfikowanej na drodze
enzymatycznej bakteryjnej nanocelulozy, ten ekoinnowacyjny material moze roéwniez znalezé
zastosowanie nowatorskich systemach pakowania i przechowywania produktéw spozywezych,
jako aktywne i/lub inteligentne opakowania do zywnosci, biotechnologii i ochronie §rodowiska
(biosensory, biofiltry), a nawet medycynie (implanty resorbowalne, matryce do kontrolowanego

uwalniania lek6éw, czy tez rusztowania komorkowe w inzynierii tkankowej).



