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Rys. 4. WPC jak materiaf podtogowy [9]

meblowe, stosowane w miejscach szczegdlnie narazonych
na zarysowania, takich jak blaty badz biurka [5-8].

W ciggu ostatnich lat kompozyty polimerowo-drzew-
ne ciesza sie coraz wiekszym zainteresowaniem, o czym
Swiadczy stale wzrastajgca liczba producentdw zardwno
granulatdw, jak i wyrobdw z tych materiatow [3]. WPC ze
wzgledu na swdj przyjazny $rodowisku charakter, rézno-
rodnos¢ wtasciwosci oraz zastosowan, powinny stawac sie
z biegiem czasu coraz bardziej popularne oraz wszechobec-
ne. Niestety, glownym czynnikiem hamujgcym ekspansje
WPC jest ich ciggle zbyt wysoka cena w pordwnaniu do
obecnie, powszechnie stosowanych tworzyw sztucznych.
Czynnosciami majgcymi na celu rozwigzanie tego problemu
jest podjecie w wielu osrodkach badan naukowych, ktérych
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zadaniem jest opracowanie nowych technologii wytwarza-
nia kompozytdw polimerowo-drzewnych.
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Enzymatyczne metody otrzymywania
nanowtokien celulozowych

Biomasa roslinna zbudowana jest gtéwnie z celulozy,
hemicelulozy i lignin. Rocznie na Ziemi powstaje jej 200 mld
ton, z czego 85% stanowig odpady ligninocelulozowe. Bio-
masa jest dominujgcym odpadem dziatdw gospodarki takich
jak rolnictwo, lesnictwo, a takze réznych gatezi przemystu,
m.in. drzewno-papierniczego. Odpady ligninocelulozowe
mogg by¢ wykorzystywane jako surowiec energetyczny,
jak rowniez jako komponent do wytwarzania wielu innych
produktéw. Ze wzgledu na wysoka dostepnos¢ biomasa
ligninocelulozowa jest jednym z najistotniejszych Zrodet
pozyskiwania widkien nanocelulozy [1].

ELIKSIR NR 1(5)/2017

Celuloza jest liniowym biopolimerem najpowszechniej
wystepujacym na kuli ziemskiej. Usztywnia $ciane komor-
kowa roslin, niektdrych grzybdw oraz glondw. Szacuje sie,
Ze jej roczna produkcja w biosferze wynosi od 10 do 100
mld ton. Okoto 6 mld ton jest przetwarzane przez rdine
gatezie przemystu, np. przemyst papierniczy, tekstylny,
chemiczny [2, 3].

Jednostka powtarzalna celulozy ztozona jest z dwoch
anhydroglukozowych pierscieni ((C.H, 0,) ) potaczonych ze
soba kowalencyjnie poprzez atom tlenu (rys. 1). Wigzanie
glikozydowe wystepuje miedzy atomem tlenu wegla C1
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jednego pierscienia glukozy i C4 drugiego pierscienia (typ
wigzania B-1,4) [2, 3]. Kazdy pierscien glukozy odwrdcony
jest w stosunku do poprzedniego o 180°. Pierwszorzedowe
grupy hydroksylowe znajduja sie po prawej lub po lewej
stronie od osi taicucha celulozy [4]. Wewnatrztancuchowe
wigzania wodorowe pomiedzy grupami hydroksylowymi
i atomami tlenu sasiadujgcych reszt glukozy, stabilizuja li-
niowa strukture celulozy. Wraz z miedzytancuchowymi wia-
zaniami wptywajg na duza sztywnos$¢ osiowa polimeru [5].

- —n/2

Rys. 1. Jednostka strukturalna celulozy i system numerowania
atomow wegla w anhydroglukozowej jednostce celulozy [6]

Wigzania wodorowe i oddziatywania van der Waalsa sg
podstawa hierarchicznej budowy wioékien (rys. 2). tancu-
chy celulozy tworzg elementarne fibryle, tzw. nanowtdkna
o $rednicy od 3 do 5 nm. Nanowfdkna zawierajg regiony
krystaliczne i amorficzne. Obszary krystaliczne stanowig
okoto 60-70% celulozy, cechuja sie rdwnolegtym i uporzad-
kowanym ufozeniem facuchdw. Liczne wigzania wodorowe
stabilizujg strukture i sprawiajg, ze domeny krystaliczne sg
sztywne i odporne na dziatanie enzymdw celulolitycznych.
Rejony amorficzne charakteryzuje nierownomierne utoze-
nie fancuchoéw, a takze mniejsza ilos¢ miedzytaricuchowych
wigzan wodorowych. Obszary nieuporzgdkowane sg po-
datne na hydrolize enzymatyczng. Nanowtdkna agreguija
z hemiceluloza, tworzac mikrofibryle o $rednicy od 5 do
30 nm. Na skutek oddziatywan miedzy mikrofibrylami for-
muja sie wtdkna celulozowe, ktdre ztozone sg z okoto 400
mikrowtdkien [4, 7, 8].

elementarme
fan I
 fibryle anfcuch celu nz\r

e
]3 5 nm

Rys. 2. Hierarchiczna struktura wiékna celulozy [8]

widkna mikrofibryle

Technologia pozyskiwania nanoczastek celulozy za-
zwyczaj bazuje na technikach top-down polegajacych na
rozdrobnieniu biomasy do rozmiaréw nanometrycznych.
Pierwszy etap produkcji nanocelulozy polega na usunieciu
substancji niecelulozowych z biomasy. Celem drugiego
etapu jest fibrylacja wtdkien celulozy na nanowtdkna [9].

Nanowtdkna otrzymuje sie przy pomocy metod mecha-
nicznych, chemicznych i biologicznych. Do proceséw me-
chanicznych zalicza sie wysokocisnieniowg homogenizacje,
mielenie, kriokruszenie, ultrasonikacje i mikrofluidyzacje.
Wsrod metod chemicznych wyrdinia sie ozonowanie,
utlenianie katalizowane rodnikiem TEMPO (2,2,6,6-te-
trametylopiperydyno-1-oksylowym), hydrolize kwasowg
i zasadowg [9].

Najbardziej ekologiczng i stosunkowo tanig metoda
otrzymywania nanowtdkien celulozy jest biorafinacja en-
zymatyczna. W podejsciu tym materiat ligninocelulozowy
poddaje sie dziataniu komplekséw enzymatycznych de-
gradujacych celuloze, ligniny, hemiceluloze i pektyny. Naj-
pierw biomase traktuje sie enzymami, takimi jak ligninazy,
hemicelulazy i pektynazy w celu usuniecia niecelulozowych
substancji. Nastepnie uzywa sie enzymdw, ktore hydrolizujg
celuloze do nanowtdkien. Dzieki hydrolizie enzymatycznej
celulozy mozna otrzymac wiekszy stopien rozdrobnienia
materiatu w poréwnaniu z hydrolizg kwasowg. Hydroliza
enzymatyczna moze by¢ przeprowadzana w fagodniejszych
warunkach niz hydroliza kwasowa. Ponadto jest bardziej
ekonomiczna od chemicznej hydrolizy ze wzgledu na mniej-
sze nakfady energii [1].

Lignina ztozona jest z jednostek fenylopropanowych
(monolignoli), takich jak alkohol p-kumarylowy, alkohol
koniferylowy i alkohol synapinowy [10]. Lignina nie zawiera
wigzan ulegajacych hydrolizie, dlatego do jej degradacji sg
wymagane enzymy oksydacyjne.

Do enzymdw zaangazowanych w degradacje ligniny
naleza [11]:
® peroksydazy ligninowe (ligninazy, LiPs, EC 1.11.1.14);
® peroksydazy manganowe (manganozalezne peroksydazy,

MnPs, EC 1.11.1.13);
® lakaza (benzenodiol: tlen oksydoreduktaza, Lacc,

EC1.10.3.2).

Dodatkowymi enzymami wspodtdziatajagcymi sa enzymy
uczestniczace w produkcji nadtlenku wodoru [11]:
® oksydaza glioksalu (tlen : glioksal oksydoreduktaza, GLOX,

EC 1.2.3.5);
® oksydaza alkoholu arylowego (alkohol arylowy: tlen

oksydoreduktaza, AAQ, EC 1.1.3.7).

Lakaza jest oksydazg zawierajaca cztery atomy miedzi
w centrum aktywnym. Utlenia zwigzki z pierscieniami
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fenolowymi do rodnikéw fenoksylowych. W obecnosci me-
diatora ABTS (2,2’-azynobis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfo-
nianu)) lub hydroksybenzotriazolu posiada réwniez zdolnos¢
utleniania zwigzkow niefenolowych [11, 12].

Peroksydazy ligninowa (LiP) i manganowa (MnP) wy-
magaja do swojego dziatania nadtlenku wodoru jako utle-
niacza. LiP jest glikoproteing, ktdéra zawiera grupe hemu
w centrum aktywnym. Peroksydaza ligninowa katalizuje
depolimeryzacje fenolowych i niefenolowych lignin, utle-
nia takze aminy, aromatyczne etery i wielopierscieniowe
weglowodory aromatyczne. Degradacja lignin odbywa
sie poprzez przeniesienie elektronu i utworzenie kationu
rodnika.

Peroksydaza manganowa utlenia jony Mn? do jonéw
Mn?**. Nastepnie kationy Mn** biorg udziat w utlenianiu
pierscieni fenolowych do rodnikéw fenoksylowych, co pro-
wadzi do rozktadu zwigzkdw fenolowych. MnP ma znaczaca
role w depolimeryzacji lignin i chlorolignin, a takze ich de-
metylacji. Posiada nizszy potencjat redoks niz peroksydaza
ligninianowa, z tego wzgledu nie jest w stanie katalizowac
reakcji degradaciji lignin niefenolowych [11, 13 — 16].

Enzymy degradujace lignine sg gtéwnie wytwarzane
przez grzyby biatej zgnilizny. Lakaze produkuja takie organi-
zmy jak np. Ceriporiopsis subvermispora, Coriolus versicolor,
Panus tigrinus, a peroksydaze ligninowg i manganowg —
Phanerochaete chrysosporium i Bjerkandera adusta [11,
13-15, 17].

W sktad hemicelulozy wchodza polisacharydy takie jak:
ksylany, mannany, glukany, glukuronoksylany, arabinoksy-
lany, glukomannany, galaktomannany, galaktoglukoman-
nany, ksyloglukany. Hemiceluloza jest biodegradowana
do monocukréw i kwasu octowego. Ksylan jest gtéwnym
weglowodanem wystepujacym w jej sktadzie. Najwazniej-
szymi enzymami odpowiedzialnymi za hydrolize ksylanu
sg [4]:
® ksylanaza (endo-1,4-B-D-ksylanohydrolaza, EC 3.2.1.8);
® B-ksylozydaza (1,4-B-D-ksylohydrolaza, EC 3.2.1.37).

Ksylanaza dziata na wewnetrzne wigzania B-1,4-
glikozydowe w ksylanie i uwalnia ksylooligosacharydy.
B-ksylozydaza rozszczepia ksylobioze i krétkie ksylooligosa-
charydy do ksylozy i ufatwia hydrolize ksylanu. Do catkowitej
hydrolizy ksylanu wymagane sg takze enzymy usuwajace
rozgatezienia taicucha ksylanu. Nalezg do nich:
® esteraza acetyloksylanu (EC 3.1.1.72);
® q-L-arabinofuranozydaza (EC 3.2.1.55);
® q - D-glukuronidaza (EC 3.2.1.-).

Grupy acetylowe sg odcinane przez esteraze acetylok-
sylanu. a-L-arabinofuranozydaza usuwa podstawniki ara-
binofuranozydowe, co skutkuje zwiekszeniem dostepnych
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miejsc w szkielecie ksylanu do dziatania ksylanazy. Grupy
4-0-metyloglukuronowe tworzg wigzania estrowe miedzy
kwasem uronowym a ligning. a-D-glukuronidaza dziata
synergistycznie z ksylanazg podczas trawienia glukuronok-
sylanu i uwalnia grupy 4-0-metyloglukuronowe.

Ksylanazy s3 wytwarzane przez liczne organizmy, takie
jak np. bakterie, algi, owady, jednak gtéwnym Zrédtem
komercyjnych preparatow sg grzyby strzepkowe [7, 11,
14,17).

Enzymatyczna degradacja celulozy umozliwia wytworze-
nie nanowtdkien celulozy przy stosunkowo niskim zuzyciu
energii, gdyz przebiega w tagodnych warunkach. Enzymy
hydrolizujace celuloze sg produkowane przez rosliny, grzyby,
bakterie, a nawet niektore pierwotniaki, mieczakii nicienie.
Grzyby strzepkowe takie jak Trichoderma reesei i Aspergil-
lus niger s3 najpopularniejszym zrodtem przemystowych
preparatéw do degradacji celulozy [18].

Hydroliza celulozy odbywa sie przy udziale preparatu
enzymatycznego zawierajgcego w swoim sktadzie enzymy
o komplementarnej aktywnosci. Celuloza jest rozktadana
przez nastepujace enzymy:
® endo-1,4-B-D-glukanaza (celulaza, EG; EC 3.2.1.4);
® (3-1,4-D-glukohydrolaza glukanu (egzo-B-1,4-D-

glukozydaza; EC 3.2.1.74);
® egz0-1,4-B-D-glukanaza (1,4-B-celobiohydrolaza, CB; EC

3.2.1.91);
® [-glukozydaza (celobiaza; EC 3.2.1.21).

Endo-1,4-B-D-glukanaza hydrolizuje losowo wewnetrzne
wigzania B — 1,4-glikozydowe celulozy. W wyniku jej dzia-
tania powstajg krdtsze tacuchy celulozy i oligosacharydy,
awsrdd nich m.in. celotetraoza i celotrioza. Celulaza wyka-
zuje wysokg aktywnosé gtéwnie w obszarach amorficznych
celulozy. Egzo-1,4-B-D-glukanaza réwniez katalizuje rozkfad
wigzania B-1,4-glikozydowego, odrywajac pojedyncze cza-
steczki glukozy od nieredukujgcego konca celulozy. f-1,4-D-
glukohydrolaza glukanu rozszczepia wigzania B — 1,4-gliko-
zydowego w celulozie i celotetraozie, uwalniajac celobioze
(dimer glukozy) z koricow tarcucha. B-1,4-D-glukohydrolaza
glukanu posiada zdolnos¢ dziatania w regionach krystalicz-
nych oraz amorficznych, natomiast egzo—1,4-3-D-glukanaza
dziata efektywnie jedynie w rejonach krystalicznych.
B-glukozydaza rozktada czasteczki celobiozy, uwolnione
przez endo-1,4-B-D-glukanaze i B-1,4-D-glukohydrolaze
glukanu, do czasteczek glukozy [10, 14, 17, 19].

Miejsca dziatania wyzej opisanych enzymoéw przedsta-
wiono na rys. 3.

Enzymatyczna degradacja celulozy jest ztozonym pro-
cesem, wymagajacym synergistycznego dziatania kilku
enzymow. Na stopied enzymatycznej hydrolizy ma wptyw
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egzoglukozydaza

endoglukanaza

B-glukozydaza

Rys. 3. Miejsca dziatania enzymow degradujgcych celuloze [20]

struktura celulozy. Do najwazniejszych parametréw decy-
dujacych o kinetyce hydrolizy nalezy: stopiert pecznienia
wtdkna celulozowego, stopien krystalicznosci, zawartos¢
substancji wystepujacych wspdlnie z celuloza w $cianie
komdrkowej rosliny (np. lignin), stopien polimeryzacjii po-
wierzchnia wiasciwa widkien [19, 21].

Enzymatyczna metoda otrzymywania nanowtdkien
celulozy jest przyjazna dla srodowiska. Dzieki enzymatycz-
nej hydrolizie celulozy mozna otrzymac¢ wiekszy stopien
rozdrobnienia materiatu w poréwnaniu z hydrolizg kwaso-
wa. Ponadto w jej wyniku powstaja bardziej homogenne
zawiesiny nanowfokien celulozy [9].

Nanowtokna celulozy sg pozgdanym produktem ze
wzgledu na biodegradowalnosé, biokompatybilnos¢, duig
powierzchnie wtasciwg, stabilnos¢ termiczng oraz wta-
sciwosci reologiczne, takie jak np. wysoki modut Younga
i wytrzymato$¢ na rozcigganie. Do niektdrych zastosowan
nanostruktur celulozy nalezg ultralekkie materiaty, przezro-
czyste kompozyty, dodatki do farb, filtry, ekrany promienio-
wania elektromagnetycznego i odziez ochronna [9].
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