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Si

Sl/en
V tem doktorskem delu smo préevali vpliv strukture celuloznih gostil na
biorazgradljivost. Pokazali smo, da na biorazgraolijt vpliva stopnja substitucije
in razporeditev substituent vzdolZz celuloznega etkel Rezultati inkubacijskih
eksperimentov z razinimi bakterijskimi vrstami so razkrili, da je hisb
biorazgradnje pogojena s tipom substituent vezané celulozni skelet.
Hidrofobne substituente upasnijo hitrost biorazgradnje celuloznih gostil.
Depolimerizacija celuloznih gostil je znizala vigkmst in spremenila tokovno
obnaSanje raztopin iz mwo psevdoplastnih raztopin v skoraj newtonske
raztopine. Sipalne krivulje ozkokotnega sipanjatgenskih zarkov (SAXS) so
razkrile znatno odvisnost konformacije molekul ¢etmega gostila od substituent
vezanih na celulozno ogrodje. Tako so npr. molekideboksimetil celuloze
(CMC) v konformaciji podobni naklgnemu kloii¢u, medtem ko pri istih
pogojih molekule metil celuloze (MC) in hidroksieteluloze (HEC) zavzemajo
konformacijo toge iztegnjene palice. Na primeru CM@o pokazali, da ima
topilo znaten vpliv na strukturiranost raztopinisBtost elektrolitov povzko
sertenje inter- in intramolekularnin odbojnih intergkckar se odraza tudi v
spremenjeni reologiji. Se bolj kot prisotnost etektov, je na strukturiranost
raztopin CMC imela vpliv pH vrednost. Z zniZzevanjgid vrednosti od pH 7 do
1,6 smo s SAXS opazili, da natas velikost delcev CMC v raztopini.
Biorazgradnja CMC lahko spremeni porazdelitev etakdke gostote. Strukturne
spremembe med biorazgradnjo korelirajo z reoloSkmaritvami, kot tudi z
HPSEC analizami ter dalidvami koncentracij reducirafeh sladkorjev. S
tozilacijo CMC smo pripravili novo gostilo TsCMC, i kima znizano
biorazgradljivost in nove reoloSke in tehnoloSkenasti.
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In this work, we have studied the effect of sture of cellulose thickeners on
biodegradation. The results indicate that the degfesubstitution, as well as the
distribution of substituents along the cellulosekimne are important factors that
affect the biodegradation. The results of incubmatxperiments with different
bacterial species revealed, that the rate of bi@dlegion is dependent on the
nature of substituents bounded to the cellulosekbmate. The hydrophobic
substituents lowered the rate of biodegradationpdBenerisation decreased
viscosity of the solution; in addition it changddw behavior from pseudoplastic
to Newtonian flow. The (small angle X-ray scattg)irBAXS scattering curves
revealed strong dependence of conformation of loskuthickener molecule on
the nature of substituents. For instance, in agsiemlutions carboxymethyl
cellulose (CMC) is random coil, whereas moleculesiethyl cellulose (MC) and
hydroxyethyl cellulose (HEC) take the conformatminrigid extended rods. The
presence of electrolytes decreased inter- andniatiecular repulsive interactions
of CMC, which changed conformation and rheologyertgreater effect on the
structure had pH. By lowering the pH value fromo7lt 6, the particles sizes of
CMC in solution increased. The biodegradation of Isubstituted CMC can
change the distribution of the electron densityu&ural changes correlate with
rheological measurements, HPSEC, and reducing stmyacentration. A new
tosylated CMC, with lowered biodegradability andwneheological and
technological properties has been prepared.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

A Angstrom (1 A = 18°m)

ATCC AmericanT ype Culure Collection

BHM goji&e po Busnellu in Haasu

CMC karboksimetil celuloza

Da Dalton

DNS 3,5-dinitrosalicilna kislina

DP stopnja polimerizacije (argegree opolymerisation)

DS stopnja substituiranosti (amiggree okubstitution)

DSM Deutscheésammlung vorM ikroorganismen

EC encimski razred

HEC hidroksietil celuloza

HPLC tek@inska kromatografija visoke ¢inkovitosti (ang.high performance
liquid chromatography)

HMHEC hidrofobno modificirana HEC

MC metil celuloza

MS molarna stopnja substitucije

Muw molska masa

NCIB NationalCollection ofl ndustrialBacteria

ODgso opticna gostota pri 650 nm

PKE pepton kvasni ekstrakt

rpm obrati na minuto (angoundsper minute)

RI refrakcijski indeks

SAXS ozkokotno rentgensko sipanje (agrgall angle X-ray scattering)

SEC/HPSEC velikostno izklgitvena  kromatografija (ang. size exclusion
chromatography)

Tc tetraciklin

TSA p-toluensulfonska kislina

TsCMC tozilat karboksimetil celuloze
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1 UvOD

1.1 OPREDELITEV PROBLEMA

Namen raziskav, izvedenih v sklopu doktorske desd, je ugotoviti, kakSne strukturne
in reoloSke spremembe poviZeobioloSka razgradnja celuloznih gostil, ter kakéabko
zmanjSali nezeljene spremembe reoloskih lastnild najbolj uporabnimi celuloznimi
gostili v industriji je karboksimetil celuloza (CMCCMC se uporablja kot dodatek v
prehranski, tekstilni, papirni, barvni, farmaceviskozmeténi, detergentski, naftni,
usnjarski, livarski, keramini industriji ter pri procesiranju mineralov. Poleégga je
zanimiv material za biomedicinske aplikacije. V uistriji disperzijskih barv se CMC
pogosto uporablja za uravnavanje reoloskih lastnkat je kljutno pri nanosu barve na
izbrano povrSino in omoga aplikacijo barve SirSi populaciji uporabnikov.
NajpomembnejSa lastnost, ki jo gostilo omémoje, viskoznost barve, kadar nanjo ne
vpliva nobena strizna sila (npr. pred in po nannausteno), med samo uporabo (med
pleskanjem), ko na barvo delujemo z deloo strizno silo, pa se mora viskoznost
zmanjSati, da je omogen enostaven in enakomeren razmaz po steni. Netiafgisadne
barve vsebujejo poleg pigmenta, vezivhega sredstveppila, Stevilne dodatke (npr.
polnila, surfaktante, reoloSka sredstva ter ostdigve), ki lahko sluzijo kot vir hranil za
rast mikroorganizmov in so zato podvrzena biol@akgradnji, kar lahko povzéoveliko

ekonomsko Skodo.

Celulozna gostila so kemijsko modificirane molekatduloze, ki onemog@ajo tvorbo
tesno povezanih snopov celuloznih verig preko vodik vezi. Dodane skupine, Ki
modificirajo celulozo in so vezane na OH skupin@idroglukoznih enot, preptajejo
vzpostavitev vodikovih vezi med sosednjimi verigaoeiuloze, kar omog@a njihovo
topnost. Med najpogosteje uporabljenimi celulozngostili so karboksimetil celuloza
(CMC), metil celuloza (MC) in hidroksietil celulozgdEC). Celulozna gostila se med
seboj kemijsko I&ijo po substituentah, ki so vezane na hidroksikgpse celuloznega
skeleta, po delezu vezave le-teh na celulozni skateyl. degree of substitution ali DS) in

stopnji polimerizacije (DP).
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Ker so celulozna gostila v osnovi modificirane ¢etme molekule, so takSna gostila v
vodnih raztopinah mmo podvrzena mikrobni razgradnji in poskath izgubi Zelenih
reoloskih lastnosti. Izdelek, v katerem pride doldske razgradnje celuloznega gostila,
je poleg spremenjenega videza in neprijetnega voeygoraben, saj barvaiéescopica

ali pleskarskega valka in se ne obdrzi na steni. Za preeneanje nezazelenega pojava
biorazgradnje uporabljamo biocidna sredstva, lgiser &inkovita, vendar pa praviloma
ekolosko oporéna. Zato smo v doktorski disertaciji doilo dostopnost za biorazgradnjo
in strukturne spremembe celuloznih gostil, ki sedigp med biorazgradnjo. Pogledali
smo, koliko je celulozni skelet dovzeten za bioradgjo pri razknih substituentah. Na
podlagi rezultatov smo sintetizirali nov derivatlueze, ki ima mdno znizano
biorazgradljivost in v procesu biorazgradnje ohaargoloSke lastnosti, ki so kine za
industrijske aplikacije.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

> Biorazgradnja celuloznih gostil spremeni porazdelitelektronske gostote

raztopine, kar omog@ sledenje strukturnih sprememb med biorazgradnjo.

» Kemijska narava substituent oziroma sprememba aealebstituiranosti vpliva na

biorazgradljivost, strukturiranost in reologijo akgdznih gostil.

» Tozilacija CMC spremeni biorazgradljivost in redtedastnosti.



Orehek J. Strukturni opis biorazgradnje gostil emlozni osnovi. 3
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univerza v Ljublji, BiotehniSka fakulteta, 2013

1.3 CILJI DOKTORSKE NALOGE

Gostila na celulozni osnovi lahko vsebujejo r&xsd tipe in deleze substituent. Od tipa in
deleza substituent so odvisne Stevilne fizikalnovigke lastnosti celuloznih gostil, kot
so: viskoznost, tvorba filmov, adhezivne lastnotpnost v raztinih medijih, tokovno
obnaSanje, dlutljivost na ione, strukturiranost v raztopini. Ken gostila na celulozni
osnovi podvrzena bioloski razgradnji, je eden iznggavnih ciljev doktorske naloge
preliti vpliv substituent in njihovega deleza na stwkie in reoloSke lastnosti gostil ter
na njihovo biorazgradljivost z namenom sinteze gavederivata, ki bo odpornejSi na

biorazgradnjo in bo skozi proces biorazgradnjeebolydrzal zelene reoloSke lastnosti.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 CELULOZA IN NJENI DERIVATI

Celuloza je osnovna sestavina rastlinskecnelistene, sintetizirajo pa jo tudi bakterije in
celo nekatere zivali (Lynd in sod., 2002). Ta delgwni polisaharid je sestavljen iz
glukoznih enot, ki so povezanefzl,4 vezjo (Sirisena in Manamendra, 1995) (slika 1)
Posebnost kemijske sestave je, da so molekule Reghutiptno hidrofilne molekule, ki
polimerizirajo v netopne makromolekule (Kuga in ®rg 1991). Vsaka anhidroglukozna
enota v molekuli celuloze ima tri hidroksilne skogpi ki so sposobne vezave s sosednjimi
molekulami. Ustvarijo se Stevilne vodikove vezi, r kanemog¢i hidratacijo. S
substituiranjem teh hidroksilnih skupin lahko papimo derivate, ki so topni v vodi
(Clasen in Kulicke, 2001).

_OH
~
on H 0 0.0
OH H
00 H
H H OH

Slika 1: Struktura celuloze.

Figure 1: Cellulose structure.

Derivati celuloze so lahko estri (npr. celuloza tateceluloza ksantogenat, celuloza
sulfat, celuloza fosfat, celuloza ftalat) ali efripr. karboksimetil celuloza, sulfoetil
celuloza, metil celuloza, hidroksietil celuloza,dituksipropil celuloza) (Clasen in
Kulicke, 2001). Ker bomo v nalogi préevali biorazgradnjo metil, karboksimetil in
hidroksietil celuloze, sledi v nadaljevanju splo®gms lastnosti teh derivatov.
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2.1.1 Karboksimetil celuloza

Karboksimetil celuloza (CMC) (slika 2) je vodotopeter celuloze (Reese in sod., 1950).
Na trgu je veéinoma dostopen kot natrijeva sol, ki jetigti obliki bel prah brez vonja in
okusa (Hollabaugh in sod., 1945). Industrijska prodnja CMC temelji na celulozi. Za
pridobivanje CMC je kljano, da se v alkalnem okolju prekinejo vezi, ki pnyejo
celulozne verige, kar dosezemo s pretvorbo -OH iskup-ONa, ki ne tvorijo vodikovih
vezi. V reakciji med hidratiziranimi verigami in tngevim monokloroacetatom nastaja
natrijeva karboksimetil celuloza (Adinugraha in so08005). V nastalih vodotopnih
polimerih so karboksilne skupine etrsko vezane maidzaoglukozne enote celuloznega
skeleta (Pal in sod., 2005).

O-Na OH
5 5 00~
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oH H
OH Oo H
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OH NaO

H OH

Slika 2: Struktura karboksimetil celuloze z DS = 1.

Figure 2: Structure of carboxymethyl cellulose with DS = 1.

Stopnja substituiranosti (DS) oznge povpréno Stevilo dodanih skupin na
anhidroglukozno enoto molekule CMC (Reese in sd850). Tako je denimo DS
celuloze enak 0, popolno substituiran polimer CMCima DS = 3 (Clasen in Kulicke,
2001). Stopnja polimerizacije (DP) ali dolzina weriCMC ustreza Stevilu

anhidroglukoznih enot, ki sestavljajo molekulo. Bt@ polimerizacije ima najég



Orehek J. Strukturni opis biorazgradnje gostil emlozni osnovi. 6
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univerza v Ljublji, BiotehniSka fakulteta, 2013

ucinek na viskoznost raztopin CMC, z viSanjem DP skoznost povéuje (Reese in
sod., 1950).

Za raztopine CMC je obBajno zndilno ne-newtonsko psevdoplasio tokovno

obnaSanje, izjema so nizkomolekularne inc¢nm razredene raztopine. Pri tem je
najpomembnejSa lastnost vpliv strizne hitrosti nskeznost tekdine; s poveéanjem

strizne hitrosti viskoznost psevdoplésih raztopin pada (Gomez-Diaz in Navaza, 2002).

Na reoloske lastnosti raztopin CMC vpliva molekakasstruktura derivata, ptemer sta
najbolj pomembni molska masa in koncentracija CMKulicke in sod., 1996).
Pomembna je tudi distribucija karboksimetilnin skupma CMC, saj vpliva na
intermolekularne interakcije in na sposobnost agggg. Za CMC je znalno
zadrzevanje vode in tiksotropno obnaSanje (ClagenKulicke, 2001). CMC je
industrijsko najbolj uporabljen derivat celuloze ofldbaugh in sod., 1945). Kot
zgogevalec, vezivo, emulgator in stabilizator se CM@rmaplja v predelanih Zivilskih
produktih (npr. v sladoledu, sorbetih, pekarskitheikih, solatnih prelivih), v izdelkih za
osebno nego (npr. v kremah, losjonih za telo, miiamponih, zobnih pastah) in v
farmacevtskih pripravkih (Clasen in Kulicke, 200gllabaugh in sod., 1945). Njegova
uporaba v prehrani (prepoznamo ga tudi pod ozn@&®HEni vprasljiva, saj ne povara
alergijskih ali drugih zdravju Skodljivih reakciBér in sod., 1995). Derivati CMC z vi§jo
stopnjo substituiranosti so izjemno pomembna sewatdetergentov za pranje perila
(Eldib, 1971). Ti detergenti so okolju prijaznij g8 CMC biorazgradljiv in za razliko od
nitratov in fosfatov ne povzda evtrofikacije (Eldib, 1971; Reese in sod., 1950).

Adhezivne lastnosti CMC izko®gjo v tekstilni industriji, pri pridelavi usnja itudi v
papirni industriji, kjer ga uporabljajo za povezojg@osnovnih sestavin in za pdesje
¢vrstosti papirja (Hollabaugh in sod., 1945). V lary ki temeljijo na vodni osnovi,
deluje kot zgo&evalec in s tem zagotavlja ustrezno stabilnostiskoznost (Tothill in

Seal, 1993), enostaven nanos barve pa nam aijoggegove psevdoplaste lastnosti.
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2.1.2 Hidroksietil celuloza

Hidroksietil celuloza (HEC) (slika 3) je vodotopeareionski derivat celuloze. Pridobivajo
ga v alkalnem okolju z reakcijo med celulozo inegtioksidom (Kirkland in sod., 1990).
Poleg DS lahko pri HEC datomo tudi molarno stopnjo substituiranosti (MS). DS
opisuje Stevilo substituiranih hidroksilnih skumia anhidroglukozni enoti. Ker v primeru
HEC substituenta Se vedno vsebuje reaktivne hidneksskupine, lahko pride do
veckratne substituiranosti (MS), zato se MS razlikog DS in lahko zavzema tudi

vrednosti, ki so viSje od 3 (Clasen in Kulicke, 2D0

Slika 3: Struktura hidroksietil celuloze zDS=1in MS 5.1
Figure 3: Structure of hydroxyethyl cellulose with DS = 1daviS = 1.5.

Podobno kot CMC se tudi HEC uporablja v industogirv (Tothill in Seal, 1993), v
farmaciji in kozmettnih pripravkih (Jones in sod., 1997), v papirniifBick in Reilly,
1957) in tekstilni industriji (Lindenfors in Westlge 1975), je pa tudi osnovna sestavina

Cistil in detergentov (Lohmann in sod., 1974).
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2.1.3 Metil celuloza

Metil celulozo (MC) (slika 4) pripravljamo z etekécijo alkalne celuloze z metil
kloridom (Bemiller, 1986). DS metil celuloz na trget med 1,7 in 2,3 substituent na
anhidroglukozno enoto (Thielking in Schmidt, 201Metil celuloza z DS od 0,1 do 1,1
je topna v razretenem (6 do 8 %) natrijevem hidroksidu, MC z DS odlizno 1,4 do
2,0 je topna v vodi, skoraj popolnoma substituiraretilceluloza (DS 2,4 do 2,8) pa je

netopna v vodi, vendar pa je topna v organskiHitoffreller in Wilt, 1990).

Najvet metil celuloze uporabimo v segmentu gradbenih riedbe. MC se uporablja v
belilih, ometih in lepilih za pladce. V farmacevtski industriji se metil celulozaongblja
kot osnova za tablete in v prevlekah za tablet&iwski in kozmetEni industriji pa se
uporablja zaradi zgo8valnih in emulgacijskih lastnosti, &mer dosegajo zaZeleno
konsistenco in teksturo produkta (Thielking in Safi2011).

Slika 4: Struktura metil celuloze z DS = 1,5.
Figure 4: Structure of methyl cellulose with DS = 1.5.
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2.2 BIORAZGRADNJA CELULOZE IN NJENIH DERIVATOV

Celuloza je najbolj razSirjen ogljikov hidrat v Bferi, zato njena razgradnja z
mikroorganizmi predstavlja pomemben del pri krodeppljika (Béguin in Lemaire,
1996). Celuloliténi mikroorganizmi primarno razgrajujejo ogljikovédhate, obtajno pa
ne morejo izrabljati proteinov in lipidov kot vimergije za rast. V nalogi se bomo
predvsem omejili na razgradnjo celuloze z bakterijaZemeljski predstavniki (npr.
bakterije rodovCellulomonas in Cytophaga ter veina gliv) lahko poleg celuloze
izrabljajo tudi Stevilne druge vire ogljika. Na diustrani pa so anaerobne celuldlig
vrste (npr. rodoviFibrobacter, Ruminococcus in Clostridium) bolj omejene pri izbiri
substratov, saj wenoma rastejo le na celulozi in njenih produktidrolize (Lynd in sod.,
2002).

Katabolizem celuloze vkljuje encimsko razgradnjo polimera in ¢ab izrabo nastalih
produktov. Poznamo dve primarni strategiji izrabkilwznega materiala z bakterijami, ki
temeljita na dostopnosti kisika. Anaerobne bal¢esg vezejo na celulozo in razgradnjo
opravijo s kompleksnimi celulaznimi sistemi, imeaoimi celulosomi, pri¢emer
nastajajo razéini produkti fermentacije. Aerobne celulalitie bakterije lahko vzpostavijo
le Sibko povezavo s celulozo, vendar s&ajpio sploh ne vezejo na substrat. Proizvajajo
nekompleksne celulaze in oksidirajo produkte hideodo CQ in vode. Seveda opisani
strategiji nista povsem dihotomni, saj Stevilni noidrganizmi izkazujejo kombinirane
lastnosti obeh r@nov razgradnje (Lynd in sod., 2002). Med celuldtitmi bakterijami

so zelo dobro praieni predstavniki rod@ellulomonas (Stoppok in sod., 1982).

Razgradnja celuloznega materiala poteka z meSdnidtoliticnih encimov, imenovanih
celulaze (Dashtban in sod., 2010). V razgradnjovidpucéeni vsaj trije tipi encimov:
endo-glukanaze (EC 3.2.1.4), eksoglukanaze (EC1.34. in p-glukozidaze (EC
3.2.1.21) (slika 5). Endoglukanaze hidroliziraj&kipacne S-povezave v verigi celuloze,
pri ¢emer nastanejo reducirdjokonci. Eksoglukanaze iz nereduciréjo koncev
celuloze odcepijo celobiozo, ki je reducirdjodisaharid. Nastali produkti delujejo
inhibitorno na eksoglukanaze, zato je Zakovito razgradnjo celuloze potrebna Se tretja
skupina encimovp-glukozidaze cepijo celobiozo in male oligosahamideglukoze (da
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Silva in sod., 2005; Dashtban in sod., 2010; Stkpposod., 1982; Sagib in Whitney,
2006).

reducir gjofi konec

Slika 5: Shema encimske hidrolize celuloze.

Figure 5: Scheme of cellulose hydrolysis.

V procesu biorazgradnje celuloznih gostil (v vodpri derivati celuloze) sodelujejo
enaki encimi, kot so potrebni za biorazgradnjo lozle. Celulozna gostila so nanire
derivati naravne celuloze, ketno modificirane tako, da so posamezne polimerngeer
nezmozne tvorbe kompleksnih struktur preko vodikovezi, kar je klj¢ do topnosti
celuloznih gostil v vodi. Celulozna gostila so plama le delno substituirana, stopnja
substituiranosti pa je glavni parameter, ki @¢alcstopnjo biorazgradljivosti (Reese in
sod., 1950; Reese, 1957; Wirick, 196&Je je vsaka anhidroglukozna enota v
makromolekuli CMC vsaj enkrat substituirana, potgem molekula popolnoma
neolZutljiva za encimsko hidrolizo (Reese in sod., 19B@ese, 1957; Wirick, 1968).
Zacetni in kljucni korak v biorazgradnji celuloznih gostil preddfavhidroliza -1,4 -
glikozidne vezi s celulazami (Batelaan in sod.,2)9®okazano je, da karboksimetilacija
onemogda le endoglukanaze, ne pa tudi eksoglukanaze. BRoirkatalizirana cepitev
celuloznega skeleta pa lahko pmele na mestih, kjer so zaporedno vezane vsaj ftri
nesubstituirane anhidroglukozne enote. Po endoga#a hidrolizi ostanejo konci CMC
molekul z nesubstituiranimi glukozami (Wirick, 1988alsulke in sod., 1988). Nekatere
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endoglukanaze pa lahko hidrolizirajo tudi glikozdnvezi ob monosubstituirani
anhidroglukozni enoti, kadar je substituenta vezaaaO — 6 mestu (Horner in sod.,
1999).

Prowevanje biorazgradnje celuloznih gostil je bilo p&imi opravljeno z ¢iScenimi
celulazami pridobljenimi iz gliv kot so deninMyrothecium in Trichoderma spp. (Bér in
sod., 1995b; Vlasenko in sod., 1998; Cheroni in,s2@i10; Sagib in Whitney, 2006), ali
iz bakterij kot so denimo.Bacillus, Clostridium, Cellomonas, Rumminococcus,
Alteromonas, Acetivibrio, Acidothermus, Thermonospora, in Bacteriodes spp.(Robson in
Cambliss, 1989; Vlasenko in sod., 1998). V mnogitustrijskih procesih lahko prihaja
do kontaminacije izdelkov ali surovin s celulditimi mikrobi, kar lahko privede do
ekonomske Skode. Po kontaminaciji mikrobi rastejw iprodukt spra&ajo celulaze, ki
lahko popolnoma utijo zgo&evalne lastnosti celuloznih gostil. To pomeni, @a |
biorazgradnja celuloznih gostil v realnosti pogaejeéndi z mikrobno rastjo, zaradesar
so za dobro razumevanje procesov biorazgradnje teskp kot Studije z encimskimi
sistemi, potrebne tudi Studije biorazgradnje z woukganizmi. Kakorkoli, Studij
biorazgradnje celuloznih gostil z uporabo Zivih teskskih celic namesto na encimskih
sistemih je razmeroma malo (Saqgib in Whitney, 2086haja pa lahko do znatnih razlik
med razgradnjo celuloze z encimskimi sistemi inteajskimi celicami. Npr. Studije
biorazgradnje CMC z bakterijsko kultuAgrobacterium sp. Al (Seiger in sod., 1995) so
razkrile, da uporabljena kultura lahko mineralizogolj nesubstituirano in presenetljivo
tudi O-6 monosubstituirano glukozo, kar ni moznootogiti pri delu z @is¢enimi
celulazami. Za namene tega doktorskega dela smaksgerimente izvajali z Zivimi

bakterijskimi kulturami, katerih opis sledi v nagaianju.

2.2.1 RodCélulomonas

V literaturi vetinoma zasledimo, da so predstavniki rddellulomonas aerobi, vendar
lahko Stevilni sevi rastejo tudi anaerobno, kotinenCellulomonas uda (Lynd in sod.,
2002; Dermoun in sod., 1988). R@dlulomonas predstavljajo korineformne bakterije,

ki so v&inoma gibljive, vendar nimajo sposobnosti tvorbelaspor (Thayer, 1984;
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Thayer in sod., 1984). Ker imajo visok delez GCnilazarov (72 %), jih uvidamo v
deblo Actinobacteria in v istoimenski razred, v redctinomycetales in v druzino
Cellulomonadaceae (Robson in Chambliss, 1989). FizioloSka lastnkispovezuje rode
hidroliza celuloze (Thayer, 1984), vendar vsi ptadsiki ne izkazujejo enake
celuloliticne aktivnosti. Visoko aktivnost izkazujejo vrste uda, C. gelida, C. cellasea

in C. subalbus, nizjo paC. biazotea, C. fimi in C. flavigena. Razgradnja CMC poteka pri
vseh bakterijskih kulturah najbolj¢imkovito pri pH 7-7,5 in pri temperaturi 4C,
medtem ko je optimalna temperatura rasttG0ORast stimulira tudi dodatek glukoze ali
celobioze v goji&u, vendar s tem inhibiramo tako sintezo kot aktstrezlulaz (Thayer in
sod., 1984).

2.2.2 RodBacillus

Bakterije roduBacillus so gram pozitivhe bakterije, ki tvorijo endosparezlocajo Sirok
nabor encimov, med drugim amilaze, protegzglukanaze in hemicelulaze (Priest,
1977). Predstavniki rodBacillus proizvajajo samo endoglukanaze in niso sposobni
ucinkovite razgradnje kristalitne celuloze. Celulolitni encimi roduBacillus so skoraj

v celoti ekstracelularni (Robson in Chambliss, 1)98%liko vrst bakterijBacillus je
sposobnih razgradnje CMC z endoglukanazadacillus subtilis (Koide in sod., 1986,
Robson in Chambliss, 1984, &sel, 1971)Bacillus polymyxa (Fogarty in Griffin, 1973,
Greaves, 1971 Bacillus licheniformis (Dhillon in sod., 1985)Bacillus cereus (Thayer,
1978),Bacillus brevis (Kndsel, 1971) Bacillus firmus (Kndsel, 1971) Bacillus pumilus
(Knosel, 1971).

2.2.2.1Bacillus subtilis

Bacillus subtilis lahko raste aerobno ali anaerobno in uporablfatmitamesto kisika kot
akceptor elektronov (Earl in sod., 2008; Kunst ad.s 1997; Nakano in sod., 1997).
Bacillus subtilis lahko formira zelo odporne dormantne endospord, daeiv na
pomanjkanje hranil in ostale okoljske strese. Tersse lahko enostavno prenasajo z

vetrom. Bacillus subtilis lahko izoliramo iz mnogih zemeljskih in vodnih dkdEarl in
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sod., 2008). Endoglukanaze bakterije seBawillus subtilis so termostabilne do 50 °C +
5 °C, optimalni pH za celulazno aktivnost je v olgjnomed 5,0 do 6,0 (Robson in
Chambliss, 1989). Bakterija je pogosta predvseainitt ekosistemih, vendar jo nhajdemo
tudi v vodi.

2.3 VISKOZNOST

Celulozna gostila se v tehnoloskih aplikacijaltimema uporabljajo za zgés&vanje
tekagin in uravnavanje reoloskih lastnosti proizvodowet ko npr. prehranski izdelki in

barve na vodni osnovi. Po definiciji je dinamma viskoznost) (Pas) sila, s katero se snov

upira strizni napetostic) pri dani strizni hitrosti f), pri cemer so:

n=" (D)
14

n = dinamina viskoznost (Pas);= strizna napetost (Pajy; = strizna hitrost (3)

F
=— ..(2
A (2)
7 = strizna napetost; F = sila (N); A = povrsin&)m
* v
=Y ..(3
y=1 3)

y = strizna hitrost (; v = hitrost (m&); h = debelina sloja teke (m)

Odvisnost viskoznosti od strizne hitrosti opisujesmtokovnim obnaSanjem raztopin, ki
je lahko: od strizne hitrosti neodvisna viskoznestewtonske tekine; z nara&joco
strizno hitrostjo nard® — dilatantne tekine; z nara&jo¢o strizno hitrostjo pada —
psevdoplastine tek@ine. Med slednje praviloma sodijo raztopine gostl celulozni
osnovi (T@rul in Arslan, 2003; Karsheva in sod., 2007). Fatilo kemijsko ozadje
nastanka sil, ki se upirajo striznim silam, je jeemed delci, ki pri izbrani strizni hitrosti
drsijo drug ob drugemu, ter interakcije med deliskoznost raztopine CMC nakssz
naragajoco koncentracijo polimera (pri konstantni molekulskasi) in z nara®&joco

molekulsko maso polimera (pri konstantni masni leariaciji) (Kulicke in sod., 1996).
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Na viskoznost vplivajo tudi fizikalno-kemijski pareetri neodvisni od polimera. Z
naraganjem temperature viskoznost raztopine CMC padar@lon Arslan, 2003).
Kulicke in sod. (1996) ugotavljajo, da ima na viskost CMC vpliv tudi prisotnost
NaCl, saj z nar&&anjem koncentracije NaCl viskoznost raztopin CMCada, ta @inek

pa je bolj izrazit pri nizjih koncentracijah CMC.

Intrinzicno viskoznost dokimo z graftno ekstrapolacijo reducirane viskoznosti na

koncentracijo n:

7] = lim 7o .(8)
y=0 1oy
[n] = intrinziéna viskoznost (cifg); n = viskoznost raztopine polimera (Pas); =

viskoznostistega topila (Pasy, = masna koncentracija polimera v raztopini (g/L).

Z dolocanjem intrinzéne viskoznosti pridobimo informacijo o velikosti konformaciji
molekule polimera, neodvisno od medmolekulskihraiteij. Glede na to, da viskoznost
ekstrapoliramo na koncentracijo ¢nilahko molekulo polimera obravnavamo kot
izolirano. Molekula polimera lahko v dovolj razeemi raztopini zavzame poljubno
konformacijo in volumen. Ker je konformacija poliraev razredeni raztopini odvisna
izklju¢cno od sistema topilo — topljenec, je intriérza viskoznost polimera funkcija
molekulske mase, ki jo opisuje Mark-Houwinkova @rea

[7]=KMm? ...(5)

Pri ¢emur sta K ino. Mark-Houwinkovi konstanti odvisni od sistema tapit polimer.
Mark-Houwinkove enébe korelacij med molekulsko maso ter intrima viskoznosti so
bile za CMC doleene: |] = 1,43*10°Mw?® cm’/g v 0,01 M NaCl (Kulicke in sod.,
1996); ] = 5,37*10°Mw® " cnm/gv 0,5 N NaOH (Eremeeva in Bykova, 199%)] E
2,24*10°Mw°® cmi/g v 0.4 M acetatnem pufru s pH 5 (Eremeeva in Bpkd997).
Eremeeva in Bykova (1997) sta na podlagi svojihtaxgtev in ostalin doldenih parov
Mark-Houwinkovih konstant K im ugotovili zvezo med konstantama za poljubno topilo
in CMC, ki je po njunih ugotovitvah log K = -1,644;000 cnv/g.



Orehek J. Strukturni opis biorazgradnje gostil emlozni osnovi. 15
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univerza v Ljublji, BiotehniSka fakulteta, 2013

2.4 VELIKOSTNO IZKLIJUCITVENA KROMATOGRAFIJA — SEC

SEC je kromatografska tehnika, kiclge molekule polimerov glede na njihove
hidrodinamske radije. Kadar s SECEUgemo polimerne molekule enakih kemijskih
struktur, je hidrodinamski radij sorazmeren z malsko maso polimerne molekule.
Hidrodinamski radij polimera je pri enaki molekulskasi odvisen od topila, ki vpliva na
njegovo konformacijo. Topilo ima Se &evpliv v primeru polielektrolitov kot je CMC,
ki preko ionske jakosti in pH vrednosti vpliva pgl&onformacije tudi na ekspanzijo
polimerne molekule (Wach in sod., 2003). InStrurabrd gre za metodo primerljivo
klasicnim visokotla&nim tekainskim kromatografijam (HPLC) brez gradientov maoleil
faze. SEC se glede na kias¢ kromatografske tehnike k§oo razlikuje po mehanizmu
lo¢be. Pri standardni HPLC se molekule r&alh zvrsti Icujejo glede na afinitete do
stacionarne faze, ki so odvisne tudi od uporabgjartepila oz. mobilne faze. Pri SEC pa
uporabljamo porozne stacionarne faze, ki ondagn da molekule na poti skozi kolono
potujejo v razkno velike pore stacionarne faze. NajmanjSe moleguéglo skozi pore
vseh velikosti, v&e le skozi véje pore, najvge molekule pa potujejo mimo vseh por in
tako opravijo najkrajSo pot (van Dijk in Smit, 1999ontes-Bayon in sod., 2003). Za
uspesno laitev molekul po masi je Kkligno, da med molekulami analita ni interakcij, saj
sicer dobimo precenjene mase, ki so posledica ¢viratko obstojgh agregatov, ki se
obnasSajo kot wgi delec. Pomembna je tudi izbira materiala, kirt\atacionarno fazo, saj
mora biti le-ta popolnoma netopen v uporabljenihbiimh fazah, analit pa se nanj ne
sme adsorbirati kot v klasii kromatografski tehniki (Zhou in sod., 2000; Chinsod.,
1994).
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2.5 AMFIPATICNI DERIVATI KARBOKSIMETIL CELULOZE

Karboksimetil celuloza vsebuje dve r&nii funkcionalni skupini, preko katerih so
mogaie modifikacije v kompleksnejSe celulozne deriv@terivatizacija CMC je mog@a
preko nesubstituiranih hidroksilnih skupin celulega ogrodja, moga pa je tudi
derivatizacija karboksilnih skupin. Modifikacije nkarboksilnih skupinah so bile
izpeljane preko tvorbe amida s pripajanjem alkilirama (Cohen-Stuart in sod., 1998;
Merle in sod., 1999). Z modifikacijami karboksilngkupin z nenabitimi skupinami
derivat izgublja naboj in s tem topnost v vodnihdijie. PogostejSe in bolj raznolike so
modifikacije prostih hidroksilnih skupin celulozregkeleta, pri katerih gre v &ai
primerov za uporabo reagentov, ki vsebujejo vingkapino (Cao in sod., 1997a, 1997b;
Zhang in sod., 1999a, 1999b). Srakova in sod. (RP@3so proste hidroksilne skupine
CMC zaestrili preko meSanih anhidridov ocetne kislin ma&obnih kislin. Za derivate
CMC z vezanimi hidrofobnimi skupinami je bilo ugeleno, da se obnaSajo kot
asociativna gostila (Charpentier in sod., 1997;rpéatier-Valenza in sod., 2005; Zhang,
2001). Asociativnost pomeni tvorbo medmolekularpivezav med hidrofobnimi deli
vezanimi na polarni skelet (Akiyoshi in sod., 198&¢taile in sod., 1997). Povezave med
hidrofobnimi deli povzréijo zamrezenje strukture gostila v raztopini (Sehul Bock,
1991), kar povzréa veliko viSjo viskoznost taksnih raztopin (Landoll982; Bataile in
sod., 1997). Poleg same poviSane viskoznosti asatla gostil je za njih zn&lno tudi
eksponentno narédnje viskoznosti z narédjoco koncentracijo, za razliko od linearnega
naraganja viskoznosti neasociativnin gostil (Batailesiod., 1997; Charpentier in sod.,
1997). Hidrofobne substituente lahko vplivajo tuth druge fizikalne lastnosti kot
denimo ugotavljajo Srakova in sod. (2003), ki souwevali emulgatorske lastnosti in

Cistilno uporabnost estrov masbnih kislin s CMC.
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2.6 DOLOCANJE STRUKTURE POLISAHARIDOV Z OZKOKOTNIM
RENTGENSKIM SIPANJEM - SAXS

Ozkokotno sipanje rentgenskih zarkov (aBmall Angle X-ray Scattering — SAXS) je
metoda, s katero lahko preko sipanja rentgenskitko¥a prowujemo strukturne
zn&ilnosti koloidnih dimonzij. Za razliko od klasie kristalografije, pri kateri
potrebujemo kristale in dotamo strukture na ravni atoma (1 — 20 A), za &atje
strukture s SAXS ne potrebujemo kristalov, pridobipa lahko strukturne informacije
velikostnih redov od majhnih molekul do makromolekliO - 1000 A) (Dore, 1995).
Uporabnost metode SAXS se kaze tudi v tem, da zlaljgo dol@amo strukturo v
razponu velikosti, ki so klgne za fizikalno-kemijsko obnaSanje snovi v raztapin
Velikostni razpon ki ga pokriva SAXS, timo ni dosegljiv drugim metodam (Brant,
1999).

Meritve SAXS polisaharidnih raztopin so pokazale, avzkrizno povezan hialuronan
(EPS bakterijeStreptococcus equi) vsebuje gostejSa podia (Gamini in sod., 2002),
podobno kot dekstran (Hirata in sod., 2003) inregi(Draget in sod., 2003). SAXS
meritve so bile uporabljene pri pr&evanju gelacijskih mehanizmov kurdlana (Tada in
sod., 1999), pri tem so pokazali, da pri gelacijakilo alkalnem okolju in pri temperaturi
60 °C tvori homogeno mrezo, ki je pred gelacijoenejena. Na gelacijo karagenana
vplivajo dodani kationi (Yuguchi in sod., 2003). %8 Studije temperaturne odvisnosti
gelskih karagenanov kazejo na povezovanje verigojng vijanice in povezovanje le-
teh v ve&je strukturne enote. (Yuguchi in sod., 2002b). Yalgun sod. (1969) so s SAXS
pokazali, da se gelan pri temperaturi 60 °C nahajabliki samostojnih verig. Pri
ohlajanju gelana, pdemer pride do gelacije, le-ta preide v stanje deojijacnice. Ob
dodatku anorganskih soli gelan tvori gele. Yuguolsod. (2002a) so na gelanu pokazali,
da se pri nizjih koncentracijah kalijevih soli padjajo enoslojni diskasti delci, zgrajeni iz
dvojnih gelanovih verig, pri viSjih koncentracijgda se ti delci povezujejo v #&ojne
strukture. DogSa in sod. (2005) poa@ o vplivu pH vrednosti na strukturo EPS. Z
nizanjem pH vrednosti od 11, kjer je EPS homogaaz#opina, heterogenost nafaspri

tem se tvorijo gostejSe regije.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Kemikalije

» 3,5-dinitrosalicilna kislina @H4sN,OxH,O M,, = 246,12 g/mol (Sigma,
Nemdija)

* dinatrijeva sol 4,5-dihidroksinaftalen-2,7-disuléke kisline dihidrat
C10Hs0sS;Napx2H,0 (Sigma — Aldrich, ZDA)

 agar (Fluka, Spanija)

e amonijev nitrat NENO3; M,, = 80,04 g/mol (Sigma — Aldrich, Neiifa)

e D - (+) - glukoza, brezvodnasB1,0s M\, = 76,05 g/mol (Kemika, Hrvaska)
» destilirana voda

* hidroksietil celuloza (Natrosol 250 H4BR; Hercuegqualon)

* hidroksietil celuloza (Natrosol 250 MR; Ashland,i#gja)

* K, Na-tartrat GH4KNaOsx4H,O M,, = 282,23 g/mol (Merck, Nedija)

» kalcijev klorid CaCjx2H,0O M,, = 219,09 g/mol (Sigma — Aldrich, ZDA)

» kalijev dihidrogen fosfat KklPO, My, = 136,09 g/mol (Merck, Neéija)

» kalijev hidrogen fosfat KHPO, M, = 174,18 g/mol (Kemika, Hrvaska)

» karboksimetilceluloza M= 250 kDa, DS = 0,7 (Aldrich Chemistry, ZDA)
» karboksimetilceluloza M= 250 kDa, DS = 0,9 (Aldrich Chemistry, ZDA)
» karboksimetilceluloza M= 250 kDa, DS = 1,2 (Sigma — Aldrich, ZDA)

» karboksimetilcelulozdl,= 90 kDa, DS = 0,7 (Aldrich Chemistry, ZDA)

» karboksimetilceluloza DS = 1,2 (Blanose 12M31P,last, Nentija)
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» kvasni ekstrakt (Biolife, Italija)

* magnezijev sulfat heptahidrat Mg®dH,O M,= 246,48 g/mol (Merck,

Nemdija)
» metilceluloza CULMINAL 7000 PF (Ashland, Neija)
* natrijev hidroksid NaOH M= 40,00 g/mol (Merck, Netija)
» natrijev klorid NaCl M, = 58,44 g/mol (Sigma — Aldrich, Danska)

* peptokompleks (Biolife, Italija)

3.1.2 Bakterijski sevi

» Alcaligenessp. NCIB 11015

* Azospirillumbrasilense ATCC 29145

» Bacillusfirmus

* Bacillus mycoides

* BacillussubtilisIS 75

» Bacillus subtilis JH 642

« Bacillus subtilis subspsubtilis strainNCIB 3610
« Bacillus subtilis subspsubtilis strainNCIB 3610(epsA-O)::tet
* Cellulomonas uda DSM 20108

»  Chromobacterium violaceum

*  Salmonella typhimurium

»  Sreptomyces coelicolor
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3.1.3 Sestava gojis
* Prilagojeno BHM goji&e (Bushnell in Haas, 1941) z 1 % CMC ali TsCMC

= 0,2 g MgSQx7H,O
* 19 KHPO,
= 1gKHPO,
= 1gNHNO;
= 0,2 mL CaCjx2H,0 (100 g/l)
= 10 g CMC aliCMC
= 1000 mL destilirane vode

Osnovna sestavina BHM gaj& je tudi FeGxH,O, vendar Zelezovih ionov nismo
dodali, saj povzrgijo koagulacijo CMC. Pri pripravi gojt& smo uposStevali tudi
relativno vlago CMC, tako da smo zatehtali ustrezaio koli¢ino. Relativho vlago smo
dolaili gravimetricno kot izgubo mase pri susenju CMC na temperatQf °C do
konstantne mase (4h).

* BHM gojis&¢e z 2 % CMC je imelo glede na BHM z 1 % CMC podwneje

koncentracije vseh nutrientov

« BHM gojis¢a s HEC in MC so vsebovala tudi 1 g/L NaCl kot Ni&', ker smo
zeleli ohraniti primerljivo razmerje nutrientov ketprimeru CMC, ki je v obliki

Na soli.
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* Trdno PKE gojige
= 6 g peptokompleksa
= 3 g kvasnega ekstrakta
= 15gagarja
= 1000 mL destilirane vode
Nekateri bakterijski sevi so na samem PKE g¢ojigasli zelo poasi, zato smo le-te gojili
na PKE plo&ah z dodatkom 3 g/L glukoze.
3.1.4 DNS reagent

= 5 g 3,5-dinitrosalicilne kisline med segrevanjemtogimo v 100
mL 2M NaOH,

= v 25 mL destilirane vode med segrevanjem raztofis®g K, Na-

tartrata,

= obe raztopini zdruzimo v k3l in dopolnimo z destilirano vodo do

oznake 500 mL.

3.2 INKUBACIJSKI EKSPERIMENTI

Preliminarni rezultati so pokazali, da so ré&aé bakterijske kulture sposobne razgrajevati
CMC z zelo razlino hitrostjo. Na podlagi teh rezultatov smo se éitilada bomo v nasSih
eksperimentih uporabljali eno kulturo, ki lahko CM@&zgrajuje zelo piasi, tako da
bomo lahko spremljali dinamiko biorazgradnje. \htamen smo izbrali bakterijacillus
subtilis subsp.subtilis NCIB 3610, natatneje (epsA-0)::tet mutanto z okvarjenim
genom za sintezo eksocelularnih polimernih substBRS) in z tetraciklinsko rezistenco
kot selekcijskim markerjem. Pri eksperimentih, v tekdn smo protevali

biorazgradljivost, so nas zanimale zgolj razlikedmegetnim in konim stanjem
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biorazgradnje. Pri teh eksperimentih smo Zelelitirkelturo, ki bo derivate razgradila v

najkrajSem moznerasu, zato smo izbrali bakterigellulomonas uda DSM 20108.

3.2.1 Inkubacijski eksperimenti zBacillus subtilis NCIB 3610

V inkubacijskih eksperimentih B. subtilis smo uporabljali seBacillus subtilis subsp
subtilis sev NCIB 3610 (epsA-O)::tet mutanto, ki ne more proizvajati eksocelularnih
polisaharidov in ima tetraciklinsko rezistenco. $@wn je podaril prof. dr. Steven Branda
(Branda in sod., 2006). Celulazno aktivnost tega Seno dol¢ili na agarjevih plo&h z
jodovico (Kasana in sod., 2008). Kultui subtilis smo gojili aerobno v 300 mL
prilagojenega Bushnell Haas (BHM) rastnega medjsshnel in Haas, 1941), z 1 ali 2 %
CMC kot edinim virom organskega ogljika, v temi oritalnem stresalniku (200 rpm)
pri temperaturi 37 °C. V eksperimentiBz subtilis smo uporabljali le CMC z DS = 0,7
in Mw 90 kDa, ki je bila 99,5 %istosti glede na specifikacije proizvajalca Sigma —
Aldrich. Inokulum smo pripravili s prenosom kolotylture B. subtilis iz PKE plog v
100 mL BHM rastnega medija ter prekéno aerobno inkubacijo na temperaturi 37 °C,
v temi, na orbitalnem stresalniku (200 rpm). Natmsaseptino prenesli po 3 mL (1 %)
prekon@ne kulture v sveze BHM gojig ter inkubirali 34 dni. Zaradi dolgotrajnosti
eksperimenta je tekom eksperimenta prihajalo don#mé&zgub vode zaradi izhlapevanja.
Kot smo ocenili na podlagi vzporednega eksperimeeteom tako dolge inkubacije pri
danih pogojih izhlapi priblizno 10 % vode. Zato sinzogib spremembam koncentracije
pred vsakim vzdtenjem nadomestili izhlapelo vodo z asépitin dodajanjem sterilne
vode, koltino le-te pa smo dotdi gravimetricno. Takoj po vzatenju smo
spektrofotomettino izmerili opténo disperzijo pri 650 nmQDesp) ha mikrotiterski
ploXi z mikrotiterskim ¢italcem Multiscan spectrum optical reader (Thermecton
Corp., Waltham, MA, USA). Celice smo iz vzorcev wdsili z 20-minutnim
centrifugiranjem pri 13000 RCF, ter supernatante naalaljnje analize shranili pri
temperaturi -20 °C, kjer je bila celulazna aktivinbanemarljiva. Stevilo kolonij (CFU =
ang.colony forming unit) smo dol@ali na PKE plo&ah, ki smo jih inkubirali aerobno 2
dni pri temperaturi 37 °C. Po k&ani inkubaciji smo preverili porabo celokupne kinle

sladkorjev s fenol-sulfuino metodo (Dubois in sod., 1956). Morebitno porabo
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karboksimetilnih skupin po k@ani inkubaciji smo preverjali s kromotr@po metodo
(Graham, 1972). Zaradi nizke prirasti biomase ja poraba celuloze in karboksimetilnih
skupin pod mejo detekcije uporabljenih metod, lkabijo v naSem primeru 0,1 g/L pri
fenol-sulfurcni ter 0,04 g/L pri kromotropni metodi. Tekom inkubacijskega
eksperimenta smo pod mikroskopom (Axio Observer.Zayl Zeiss, Oberhocken,
Nemxija) v faznokontrastni tehniki pod 1000-kratno péseo periodino opazovali

prisotnost endospor v kultud. subtilis. Endospor med inkubacijo nismo zaznali.

3.2.2 Inkubacijski eksperimenti sCellulomonas uda za preverjanje vpliva DS na
biorazgradnjo

Kulturo Cellulomonas uda DSM 20108smo iz trdnega PKE gojia (hranjenega pri
temperaturi £C) precepili na novo PKE plé8 in jo inkubirali aerobno preko tiopri
temperaturi 28C. Za gojenje bakterij na CMC smo svezo kultur®kKE plo¥e nacepili

v tekate BHM goji&e z 1 % CMC (M, = 90 kDa, DS = 0,7) in jo aerobno inkubirali
preko n@i pri temperaturi 37C s stresanjem pri 200 rpm. S prekémo kulturo smo
nacepili tekda BHM goji€a z 1 % CMC, tako da je inokulum predstavljal 3 étotne
vsebine. Da smo zagotovili dovolj intenzivno megangmo pri vseh poskusih za gojenje
uporabili erlenmajerice z utori, saj sic€ uda raste v agregatih. Delali smo v treh
ponovitvah, kot kontrolo pa smo uporabili nenacamd goji€e. Pred vsakim vzéenjem
smo gravimettino, s tehtanjem erlenmajeric, ugotavljali Kolo med inkubacijo
izhlapele vode. Izhlapelo vodo smo nadomestiliesilsio destilirano vodo. Pri vsakem
vzorkenju smo odvzeli 55 mL gojia. Od tega smo 0,3 mL uporabili za
spektrofotomettino dola@evanje optine gostote pri 650 nm, preostanku smo z 10-
minutnim centrifugiranjem pri 13000 RCF odstramsélice. Pridobljen supernatant smo
razdelili v tri paralelke in jih zamrznili na temmaguri -20 °C. Za vsako analizo (meritev
viskoznosti ali doldanje koncentracije reducird@jt sladkorjev) smo uporabili eno

paralelko, ki smo jo predhodno odtalili.
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3.2.3 Inkubacijski eksperiment za preverjanje vplia substituente na
biorazgradljivost

Inkubacijski eksperimenti za preverjanje vplivaatipubstituente smo izvajali v BHM
goji&ih, ki so vsebovala 1 % komercialnih gostil: CuladiryO0O0 PF — metil celuloza
(MC), Natrosol 250 MR - hidroksietil celuloza (HEGQh Blanose 12M31P -
karboksimetil celuloza (CMC). Eksperimente smo jaliapodobno kot je opisano v
prejsnji taki (inkubacijski eksperimenti €ellulomonas uda za preverjanje vpliva DS na
biorazgradnjo). Razlika je bila zgolj v ®iau priprave inokuluma, ki je v tem primeru
predstavljal suspenzijo bakterijske kulture v $tefizioloski raztopini (0,9 % NacCl).

3.2.4 Inkubacijski eksperiment za preverjanje bioragradljivosti TsSCMC

Vse bakterijske seve smo shranjevali pri temper&d€ na trdnih PKE + glukoza (3
g/L) gojiih. Vsak drugi teden smo bakterijske seve precegilsveza PKE + glukoza
gojisa. Za pripravo inokuluma smo nacepljena g@ji bakterijskimi seuCellulomonas
uda DSM 20108, Bacillus frmus, Bacillus mycoides, Salmonella typhimurium,
Alcaligenes sp. NCIB 11015Bacillus subtilis JH 642,Bacillus subtilis IS 75, Bacillus
subtilis 3610 wt in Chromobacterium violaceum inkubirali aerobno preko o pri
temperaturi 37 °C. Nacepljena gdpSz bakterijskima sevomazospirillum brasilense
ATCC 29145 inStreptomyces coelicolor smo inkubirali aerobno pet dni pri temperaturi
28 °C. Za inkubacijske poskuse na celuloznih déhvamo inokolume pripravili v
fizioloSki raztopini (0,9 % NacCl), z namenom, davresemo Ze sintetiziranih celulaz v
gojis¢a. Volumen inokoluma glede na volumen BHM g&gige bil 1 %. Izjema so bili
bakterijski sevi Bacillus firmus, Bacillus mycoides, Salmonella typhimurium,
Azospirillum brasilense ATCC 29145 inAlcaligenes sp. NCIB 11015, kjer je inokolum
predstavljal 3 % gojifa, ker je bilODgso teh suspenzij nizji. Bakterijske kulture smo pred
inokulacijo dvakrat sprali s fizioloSko raztopinBuspendirano bakterijsko kulturo smo
centrifugirali pri 13000 RCF za 10 minut, nato soupipetirali fizioloSko raztopino in
bakterijsko kulturo resuspendirali v fizioloSki tapini. Inkubacija z bakterijskimi sevi

na goji€ih s celuloznimi derivati je vedno potekala aergbntemi, s stresanjem pri 200
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rpm, pri temperaturi 37 °C. Kot negativno kontrslono gojigu dodali sterilno fizioloSko
raztopino. Biorazgradnjo smo ocenjevali po sedmitehd inkubacije, kot porast v

koncentraciji reduciragh sladkorjev in padec v viskoznosti.

3.3 DNS METODA ZA DOLQ@ANJE KONCENTRACIJE REDUCIRAJOIH
SLADKORJEV

Z ugotavljanjem koncentracije reduciréjo sladkorjev spremljamo razgradnjo derivatov
celuloze ali drugih polisaharidov. ViSja kot je ierjena koncentracija, ve
polisaharidnega skeleta je razgrajenega. Reduégdjonce smo dot@li z metodo, ki jo
je opisal Miller (1959), razlika pa je bila zgoljfermulaciji DNS reagenta. V steklene
epruvete odpipetiramo 1 mL vzorca oz. ustreznedstaime raztopine glukoze in dodamo
1 mL DNS reagenta, s katerim tudi ustavimo encimsgdakcijo. Epruvete pokrijemo s
kovinskimi zamaski in vsebino premeSamo, natorjkubiramo v vodni kopeli na 100 °C
za 15 min. V teh pogojih pate reakcija, v kateri nastane barvni produkt, kioabsa pri
575 nm (reakcija je prikazana na sliki 6). Po inkalju epruvete ohladimo v hladni vodi
in prenesemo 0,3 mL vzorca v jamice mikrotiterskeSfe ter spektrofotometino
izmerimo As7s 1z 50 mM zaloZne raztopine glukoze smo priprawitieritveno krivuljo
do koncentracije 5 mM. Na podlagi znanih konceritrgicikoze in njihovih izmerjenih
absorbanc dobimo e&lao umeritvene krivulje, s pomijm katere izraunamo

koncentracijo reducirafoh sladkorjev v analiziranih vzorcih.

O, -OH " O, -OH O
OH oA OH e

4 HO——H + HO——H
H——OH H—7—0H
O5N MO d—1 o 02N NH> H——OH
TOH o

Slika 6: Shema reakcije, ki daje barvni produkt pri daloju reducirajsih sladkorjev z DNS
metodo.

Figure 6: Reaction scheme of color development during redpusugar determination by the
DNS method.
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3.4 MERITVE VISKOZNOSTI

Viskoznost smo merili z rotacijskim reometrom Anteaar Physica MCR 301. Uporabili
smo sistem pla&-ploga s premerom 49,975 mm, razmik med meritvenimacploa je

bil 0,25 mm, merjenje je potekalo pri temperatsi 20,01 °C. Za opravljeno meritev
smo potrebovali priblizno 490 pL vzorca, da smoahaii prostor med plof&ama.
Viskoznosti so bile izmerjene v 29 korakih v ohifjuostriznih hitrosti od 2 do 1000"s

5 sekundnih intervalih. Intringme viskoznosti smo dotali z meritvami razregenih
vzorcev, pricemer smo jih redli z raztopino BHM brez celuloznih gostil. Intrine
viskoznosti smo doldli z graficno ekstrapolacijo reducirane viskoznosti na

koncentracijo O (ertha 4).

3.5 KVALITATIVNO OCENJEVANJE PRISOTNOSTI NESUBSTITIRANIH REGIJ

Poleg stopnje substituiranosti je zelo pomembeavigg, ki vpliva na reologijo tudi
distribucija dodanih skupin na celuloznem skelétesubstituirane regije celuloznega
gostila ohranijo lastnosti celuloze, zato lahkasesinjimi molekulami tvorijo vodikove
vezi, kar vodi v tvorbo 3-D mreze. Posledica tvo® mreze je izguba teknosti,
medij pa se pthe obnaSati kot gel. Za dokazovanje prisotnostilpetiuiranih regij smo
koncentriranim raztopinam CMC dodali NaCl, ki zasendbojne interakcije med
karboksilnimi skupinami. To omogp da se sosedniji verigi dovolj priblizata, da sedm
njima lahko tvorijo vodikove vezi med nesubstitairai regijami. Pri nizji stopnji
substituiranosti ima polimer venesubstituiranih regij, posledio tvori gostejSo in
kompaktnejSo 3-D mrezo, kar rezultira v najmanjotekn gelu. Pripravili smo 3 %
raztopine CMC (z DS 0,7; 0,9; 1,2) in jih razdelilidve paralelki. Eni paralelki smo
dodali 5% NaCl, v drugi paralelki pa smo imeli san€MC. Vzorce razéino
substituiranin CMC z NaCl smo nanesli na vodorapnstavljeno plastno podlago in
poslikali z&etno stanje. Nato smo podlago postavili n&npiza priblizno 30 sekund in
slikali novo stanje. Razlike v delezih nesubsténih regij v vzorcih primerljivih Mw se
kazejo v razkini hitrosti potovanja po podlagi; vzorci z vi§jineldZzem nesubstituiranih

regij potujejo hitreje.
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3.6 VELIKOSTNO IZKLJUCITVENA KROMATOGRAFIJA — SEC

S to metodo smo datali razlike v masni distribuciji med razgrajenimimerazgrajenimi
vzorci celuloznih gostil. Kot nerazgrajene vzoreeosuporabili kontrolo, torej sterilno
BHM gojis¢e s prodevanim celuloznim gostilom, razgrajeni vzorci palsib odvzeti

zadnji dan inkubacijskega eksperimentaBzsubtilis ali C. uda. Za laievanje smo
uporabili velikostno izkljditveno kromatografsko tehniko, kjercitev poteka zaradi
razlicnega zadrzevanja molekul v porah stacionarne fammj§e molekule se v koloni

zadrzijo daljcasa).

Injicirali smo 20 pL 0,5 % vzorca, réenega z 0,4 M acetatnim pufrom s pH 5, ki smo
ga sicer uporabljali kot mobilno fazo (EremeevaBykova, 1998). Pretok je bil 1
mL/min. Lo¢ba je potekala na zaporedno vezanih kolonah PS&®apanalitical 100,
1000 in 10000 A, pri temperaturi 3Q. Detekcijo nam je omogd RI (ang. refractive
index = lomni koknik) detektor (KNAUER, Advanced scientific instrunis).

3.7 MERJENJE OPTINE GOSTOTE BAKTERIJSKIH KULTUR

Z merjenjem optine gostote pri 650 nm smo ugotavljali hitrost r&studa v tekatem
BHM gojiscu z izbranim derivatom celuloze. Meritev smo opliesspektrofotometiino,
tako da smo 0,3 mL vzorca prenesli v jamico mikeoske plo&e in z opténim citalcem
Multicsan spectrum, Thermo electron corporationdatn ODgso. Od izmerjenih Olgso

vrednosti vzorcev smo odstelicadine vrednosti vzorcev.

3.8 PRIPRAVA VZORCEV ZA PREVERJANJE VPLIVA pH VREDDISTI NA
STRUKTURO CMC

Vzorce smo pripravili kot 2 % (m/v) raztopine CMQviv = 90 kDain DS =0,7v 0,1 M
elektrolitu z razknimi pH vrednostmi. Najprej smo pripravili 3 % rapine CMC v
demineralizirani vodi in 0,3 M raztopine elektrolt HCI in NaCl, ki smo jih meSali v
razlicnih razmerjih: 1 : 0 (HCI : NaCl) zapH 1,6; 1 zApH 3,1; 7:13zapH 3,6; 19: 1
zapH5;in0:1zapH 7. Nato smo dva dela 3 #ofne CMC meSali z enim delom
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zmesi 0,3 M elektrolitov, kar je rezultiralo v 2 fdztopinah CMC v 0.1 M elektrolitu z

omenjenimi pH vrednostmi.
3.9 OZKOKOTNO SIPANJE RENTGENSKIH ZARKOV — SAXS

Sipalne krivulje ozkokotnega sipanja rentgenskitk@a (SAXS) so bile posnete kot je
opisal DogsSa (DogSa in sod.,2005, 2008). Vzorce smeali pri temperaturi 25 °C s
Kratky kamero (Anton Paar KG, Graz, Avstrija; Kratk Stabinger, 1984), nadgrajeno z
dodatnimi opnimi elementi (Gobel mirror, MAX-FLUX" Osmic optimised, Rigaku,
ZDA). Kamera je bila zdruzena s konvencionalnim egatorjem rentgenskih Zarkov
Kristalloflex 760 (Bruker AXS GmbH, Neé&ija), opremljenim z zaprto rentgensko cevjo
(Cu Ka X — zarki z valovno dolzina = 0,154 nm), delovala pa je pri 40 kV in 35 mA. Z
Gobelovimi zrcali in z reznim kolimatorjem smo dgkeintenziven monokromatski
primarni Zarek, ki je bil oslabljen z nikljevo fiiprimerne debeline, kar je bilo potrebno
zaradi omejitev detektorja. Uporabili smo tudi prargski monokromator, ki je belezil le
rentgenske fotone v predhodno definiranem enemgipsloknu. Vzorce smo merili v
standardni kvaini kapilari premera 1 mm in debeline stekla|ifi. Intenzitete sipanih
rentgenskih Zarkov smo detektirali s pozicijsk@uwhivim detektorjem PSD ASA (M.
Braun GmbH, Garching, Neiija) v ozkokotnem rezimu sipalnih vektorjev 0,016 <
0,52 A' za 1% CMC in 0,009 g < 0,52 A* za 2% CMC, priemerq = 477/ A [3in(9/2),

J pa predstavlja sipalni kot. Vzorci so bili merjemajmanj 20 ur, da smo pridobili
zadostno Stevilo meritev za statistb analizo. Sipalni podatki so bili korigirani z
meritvijo prazne kapilare igistega topila brez CMC, nato pa pretvorjeni v absw

skalo z uporabo vode kot sekundarnega standardafé@r in sod., 2000)
3.10 MODELIRANJE SAXS PODATKOV

Zaradi sorazmerno slabega razmerja signal/Sum smmoadeliranje lahko uporabljali le
meritve vzorcev 2 % CMC. Strukture CMC so bile radlpgi SAXS sipalnih krivulj
modelirane z modelom biserne ogrlice, kot opisui@ggSa (DogSa in sod., 2008). V tem

modelu je polimerna veriga obravnavana kot lineareega N kroglic z radijemr.
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Pozicijo kroglice glede na njenega predhodnika ¢abgiSemo z veznim kotor@® in s
torzijskim kotoma, ki lahko varirata glede na verjetn@st Denimo,¢e je vrednosp* =
1, bodo vsi monomeri imeli nakjne vrednosti®@ in @ kotnih parov,ce pa jep* = 0,
bodo vsi kotni pari imeli konstantne vrednosti, kymeni da polimer tvori rigidno
helicno strukturo. Togost modeliranega polimera je pegaj z oZenjem nakkuo
izbranih veznih kotov z nastavitvijo zgornje mélgim. V simulaciji je bilo modeliranih

60.000 struktur z razinimi vrednostmi oblikovnih parametro®f, @,, Opim, In p*),

nato pa so bili vsaki strukturi izZFanani reprezentativni form faktorji verig€(q) , radij

giracije Ry, in perzistetina dolzinal,. Simulacije so potekale bodisi brez inter-verizneg
interakcijskega potenciala ali z Gausovim odbojmwtencialom. Odbojni potencial
opisuje odbojna korelacijska dolzidain konstanto K, ki je sorazmerna koncentraciji

polimera in jakosti interakcije (Dogsa in sod., 800Yuguchi in sod., 1996).
Reprezentativni form faktor verigd’(q) , kombiniran z inter-veriznimi interakcijami,

omoga&a konstruiranje teorémmih sipalnih intenzitetl(q), ki jih nato primerjamo z
eksperimentalno SAXS sipalno krivuljo. Pri simujaaiismo uporabili predhodnih
predpostavk glede velikosti polimernih verig; simall smo verige z 100 — 1200

monomeri v korakih po 100 monomerov.
3.11 FTIR SPEKTROSKOPIJA

IR spektre smo posneli na Perkin Elmer SpectrumHAD®R spektrofotometru v tehniki
difuznega odboja s priportkom Perkin Elmer Diffuse Reflectance Sampling Ascey.
Vzorci so bili pripravljeni kot 5 % (m/m) zmes v lddriranem KBr. Na posameznemu
vzorcu je bilo pri sobni temperaturi izvedenih 1I&/pretenih posnetkov z [jivostjo 4

cm™ v obmaju valovnih Stevil 450 — 4000 ch

3.12 PRIPRAVA TOZILATA KARBOKSIMETIL CELULOZE

16 g kaboksimetil celuloze (CMC) smo raztopili vO3tL DMSO, dodali 11 g (61
mmol) p-toluensulfonske kisline (TSA) in 3 g (11 mmol);d7,. TSA pretvori
karboksimetilne skupine v protonirano obliko, karkjju¢no za topnost CMC v DMSO.
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P4O10 sluzi kot sredstvo za vezavo vode raztopljenepddoDMSO), scimer prepréi
hidrolizo CMC

Slika 7: Shema sinteze tozilanhidrida.

Figure 7: Scheme of tosylanhidride synthesis.

CMC smo nato zaestrili s tozilanhidridom. Tozilashid smo pripravili tako, da
smo med meSanjem na magnetnem meSalu pri 100 + 210C mL
dimetilsulfoksida dodali 10 g4Pio in 50 g dehidrirane TSA ter mesSali 20 min
(slika 7). TSA smo dehidrirali s segrevanjem pri52C 2 dni, uspesnost
dehidracije smo preverili s temperaturo @diSki za dehidrirano TSA znaSa 38 °C
(Armarego in Chai, 2003), za njen monohidrat pa thkataja proizvajalec 103 —
105 °C. V tako pripravljeno raztopino tozilanhidridsmo dodali predhodno
pripravljeno raztopino CMC in nastalo reakcijsko eanmesali na magnetnem
mesSalu pri 1200 rpm pri temperaturi 100 = 2 °C dostitve reakcijske zmesi.

Slika 8: Shema reakcije estrenja —OH skupin CMC s tozildndhom.
Figure 8: Scheme of esterification of —-OH groups of CMC gsdimsylanhidride.
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Slika 9: Shema strukture tozilata karboksimetil celulozeGWC).
Figure 9: Scheme of carboxymethyl cellulose tosylate (TsClgt@)cture.

Po kortani reakciji (slika 8) smo produkt (slika 9) obom 2 L absolutnega etanola.
Oborino smo filtrirali skozi Schleicer & Schuelldak ribon filter papir in produkt 3-krat
sprali z 2 L absolutnega alkohola med 15-minutmitenzivnim (1200 rpm) meSanjem na
magnetnem mesSalu. Vsakemu spiranju je slediladija skozi filter papir. Oborino smo
nato nevtralizirali v 2 L etanola, ki smo mu dodalg trdnega NaOH, nevtralizacija je
potekala pol ure pri intenzivnem meSanju na magmetnmeSalu. Po kaani
nevtralizaciji smo produkt filtrirali in spirali alkoholom (2 x 2 L), kot smo to izvajali
pred nevtralizacijo. Oborino smo osusili v suSilngri temperaturi 45 °C do konstantne

mase (2 dni).

3.13 PREVERJANJE EMULGACIJSKEQNKOVITOSTI

Za ocenitev emulgacijsketimkovitosti smo pripravili raztopini 50 mg TsCMC @MC v
9 mL demineralizirane vode. Tej raztopini smo dodlahL parafinskega olja obarvanega
z lizokromom Sudan Il (Srakova in sod., 2004). Ezie smo pripravili z enostavnim 1-
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minutnim stresanjem v roki. Stabilnost emulzije ssmremljali vizualno po 1 uri, 1

dnevu, po enem tednu in po enem mesecu.

3.14 MERITVE DINAMICNIH KONTAKTNIH KOTOV

Meritve dinaménih kontaktnih kotov so bile opravljene na FIBRO DA100 Dynamic
Absorbtion Tester. Testno povrSino smo pripravilbmakanjem filter papirja v 1 %
raztopino CMC ali TsSCMC ter osusili v konvekcijskesusilniku pri temperaturi 45 °C.
Na testirano podlago smo kapnilipg kapljice ter po¢asu merili kontaktne kote med
vodno kapljico in testirano povrSino. Meritve sotgd@le pri sobni temperaturi in so
trajale 50 sekund.

3.15 CHSP ELEMENTNA ANALIZA

CHSP elementno analizo so izvedli na InStitutu zdulozo in papir v Ljubljani.
Elementne analize so bile izvedene po nasledmgimdstrdiziranih metodah:

- SST EN 13137 za dola@itev ogljika (C) — doléanje celokupnega organskega ogljika,
- SST IS0 609 za dol@itev vodika (H) — metoda zgorevanja pri visoki tesmgturi,

- SST IS0 351 za dola@itev zvepla (S) — metoda zgorevanja pri visoki tenaguri in

- 1O 6878 za dol@itev fosforja (P) — spektrofotometnia metoda z amonijevim
molibdatom.

Vzorci za dol@anje fosforja so bili pripravljeni po meto8iST EN 13346.

3.16 UV-VIS SPEKTROSKOPIJA

Prisotnost aromatov vezanih na celulozni skelet CMIiGo preverili z UV-VIS
spektroskopijo. UV-VIS spektre CMC in TsCMC smo ipels v kvagni kiveti z optEno
potjol = 1 cm v obmgju valovnih dolzinA = 200 — 600 nm, z kjivostjo 5 nm na
spektrofotometru Multiscan spectrum optical read@drermo Electron Corp., Waltham,
MA, USA). Spektre smo posneli na 1 % vodnih razatapi CMC in TsSCMC, ki smo ju
predhodno 20 min centrifugirali pri 13.000 RCF, stao odstranili agregate in zZree
mehutke v TsSCMC.
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4 REZULTATI

4.1 STRUKTURNA KARAKTERIZACIJA CMC S SAXS

4.1.1 Vpliv biorazgradnje na strukturo CMC

Strukturne razlike med biorazgradnjo CMC, kot jffaaimo s SAXS, so predstaviljene na
sliki 10. Slika prikazuje reprezentativne sipalne/ije za 1 % CMC v BHM mediju,
predstavljene kot absolutne vrednosti intenzitebdvisnosti od sipalnega vektorfa
Sipalna krivulja nativnega CMC kaze na prisotnogeld priblizno linearnih regij z
naklonomaa in b. Naklona je bil dolasen vg obmasju med 0,016 in 0,07 A kar ustreza
Braggovim razdaljam med 390 in 90 A, naklmpa je bil doléen vq obmasju med 0,07

in 0,51 A', kar ustreza Braggovim razdaljam med 90 in 12 A&r&gradnja CMC je
povzraiila postopno padanje naklomamed eksperimentom, medtem ko na nakbam
imela zn&ilnega vpliva. Padanje naklora kaZze na postopno nizanje SAXS sipalne

intenzitete na wgih strukturnih elementih CMC.
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Slika 10: Eksperimentalne SAXS sipalne krivulie(q) 1 % CMC med biorazgradnjo
subtilisprit=0(¥); t=5dni @),t=15dni @), int=22dni {").

Figure 10: Slit-smeared experimental SAXS curvef) of 1 % CMC during biodegradation
with B. subtilisatt=0 (¥); t =5 days M), t = 15 days @), and t = 22 days<{).

Razmerje signal — Sum na sliki 10 je preslabo zeegigvo modeliranje. Za izboljSanje
kakovosti podatkov smo podvoijili koncentracijo CM@ 2 %, poleg tega smo podaljsali
c¢as meritev (slika 11). S tem smo dobili dvakratnavedanje sipalne intenzitete.
PoviSanje koncentracije CMC iz 1 na 2 % je povioosprememba] obmaja naklona
a, iz 0,016 do 0,07 A v primeru 1 % CMC, na 0,016 do 0,14'A& 2 % CMC. To je
povetalo obmdaje v katerem se sipalni krivulji razgrajenega itivieega CMC znélno
razlikujeta. Med biorazgradnjo 2 % CMC v BHM nidizn&ilnih sprememb v naklonu
b, medtem ko se je naklanz razgradnjo zmanjSal. Na sliki Jd viden tudi vpliv topila
na strukturiranost CMC. Glede na BHM medij ima waitiCMC v ¢isti vodni raztopini
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zn&ilno razlicno sipalno krivuljo. Tako nakloa kot tudiq obmaje sipanja CMC sta se

v vodni raztopini méno zmanjSala glede na BHM rastni medij.

I
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Slika 11: SAXS sipalne krivulje[(q) 2 % nativnega CMC v BHM mediju™), razgrajenega 2

% CMC zB. subtilis (¢) in nativnhega 2 % CMC v vod®). Krivulje so postavljene na absolutno
skalo z uporabo vode kot sekundarnega standardeznvrdée crte predstavljajo krivuljo

najboljSega prileganja modela biserne ogrlice el mtalnim podatkom.

Figure 11: SAXS curvesl (q) of 2 % native CMC in the BHM medid¥(), B. subtilis degraded

2 % CMC (@), and native 2 % CMC in wate®}. The curves were put on an absolute scale
using water as a secondary standard. Solid red liepresent the best fits to the experimental

data according to the string-of-beads model.

Parametri reSitev simulacije SAXS sipalnih krivag razgrajen in nerazgrajen CMC z
modelom biserne ogrlice so zbrani v pregledniciKbrelacijska dolzina odbojnih

interakcij &, ki opisuje izkljitujoco razdaljo med polimernimi verigami kot tudi tno
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elektrostaiine interakcijeK, sta m@no odvisni od prisotnosti dodanih soli. CMC
raztoplien v BHM mediju ima zrdno znizano m¢ odbojnih intermolekularnih
interakcij glede na raztopino CMCgdisti vodi. Odbojna interakcija, korelacijska dolain
in maS interakcije se med nativnim in biorazgrajenim CME razlikujejo znélno, kar
kaZze na to, da je vpliv s&nja naboja primerljiv pri razgrajenem in nerazemam
CMC. Med biorazgradnjo se hatiost strukture CMC ni zgdno spremenila, kar
nakazuje odsotnost &é sprememb parametrq¥, @,, Dy, Opim. Tudi na perzistaimo
dolZzino polimerne verigd,, biorazgradnja ni imela ztiénega vpliva, kar nakazuje na
strukturno podobnost nativnega in biorazgrajenelyiC@a majhnih prostorskih skalah.
To je konzistentno s SAXS sipalnimi krivuljami natega in biorazgrajenega CMC, kjer
sta naklona krivuljp v q obmaju med 0,13 in 0,52 A primerljiva. V Braggovih
razdaljah to predstavla 1 do 5 nm velike struktukger se strukturi nativnega in
biorazgrajenega CMC ne razlikujeta. Na velikostskalah, ki so v§e od perzistetne
dolzine polimerne verige, strukturne razlike metumam in razgrajenim CMC postanejo
znatne. Na primer, radij giracije polimera je izetmih 147 padel na 123 A. V primerjavi
z radijem giracije nativnega CMC ¥isti vodi, ki je 103 A, je radij giracije
nerazgrajenega CMC negakovano velik. To kaze, da je kljub biorazgradmiv&dno
prisotnih nekaj kontaktnih con nano-velikosti, kirazujejo sosednje verige. Ti kontakti

so razpadli, ko smo CMC podvrgli striznim silam mmadritvami viskoznosti.
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Preglednica 1: Parametri reSitev SAXS simulacije z modelom biseagrlice za 2 % (m/v)
CMC.

Table 1: Solution parameters of SAXS simulation with thengf-of-beads model for 2 % (w/v)
CMC.

Parameter Nativni CMC v Biorazgrajen CMC Nativni CMC v

modela BHM v BHM ¢isti vodi
A 17 +1 18 +2 23+1
K 2,4+0.6 2,1+0,9 70+1,3
p* 0,35 +0,10 0,28 +0,15 0,48 + 0,22
Opiim[rad] 1,5+0,25 1,6 +0,38 1,15+0,75
6, [rad] 1,0 £0,25 0,9 +0,20 2,1+1,0
op[rad] 1,6 0,20 1,5+0,4 2,0+1,0
Ry [A] 147 + 8 123 +7 103 + 16
I [A] 35+5 45+ 10 35+10
N 700 + 100 400 * 100 400 + 100

Opis parametrov: ¢ korelacijska dolZzina odbojnih interakciK konstanta sorazmerna s
koncentracijo polimera in ndg interakcije,p*verjetnost za monomer z nakéjimi @ (vezni) in

@ (torzijski) koti, zgornja meja veznega Ko®m, Ry radij giracije polimera), perzistetina
dolZina polimera. Podane so povwre vrednosti v obmigu reSitev pridobljenih z reSitvami
modela biserne ogrlice.

Parameter description: ¢ repulsion interaction correlation lengtl, constant proportional to
polymer concentration and strength of interactnprobability of monomer with a rando®
(bond) and® (torsion) angles, the upper limit of bond an@lg., Ry radius of gyration of the
polymer, |, persistence length of the polymer. The arithmetgan values of the parameter range

obtained by the string-of-beads model are given.

Ob upostevanju parametrov najboljSih prileganjtesSimodela biserne ogrlice SAXS
eksperimentalnim podatkom smo pridelali reprezemat strukture nativnega in
biorazgrajenega 2 % CMC v BHM mediju (slika 12).
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Slika 12 Reprezentativhe strukture nativnhega (A) in bioramega (B) 2 % CMC v BHM
mediju pridobljene z najboljSim prileganjem reSitewdela biserne ogrlice eksperimentalnim
SAXS podatkom. Vrednosp*, &, @, in Gyin za nativno strukturo so 0,35; 0,90; 1,44 in 1,75.
Ustrezne vrednosti biorazgrajenega vzorca pa € 0,20; 1,24; in 1,50.

Figure 12: Representative structures of the natik¢ @nd biodegraded) 2 % CMC in BHM
media obtained from the best fit to experimentakKSAdata by string-of-beads modeling. Values
of p*, &, @, and Gy, for the native sample structure are as follow3500.90; 1.44 and 1.75,
respectively. The corresponding values for biodetated samples are 0.20; 0.90; 1.24 and 1.50.

4.1.2 Vpliv pH vrednosti na strukturo CMC

Pomen odbojnih interakcij na strukturo CMC smo vdalgvanju protevali s
spremembo pH vrednosti raztopine. Posneli smo Sa&Ine krivulje 2 % CMC (Mw
=90 kDa in DS = 0,7) v 0,1 M elektrolitu z razlimi pH vrednostmi (slika 13). SAXS
sipalne krivulje kaZejo, da ima pH vrednost veliiv na strukturo CMC. Vpliv se kaze
predvsem na velikih prostorskih skalah, to je v oo g vrednosti manjSih od 0,1. Z
nizanjem pH vrednosti naklon o nara&a, kar kaze na prisotnostaphd struktur. Do

izrazite spremembe v naklorauin s tem strukturiranosti materiala pride v blizpKa
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tocke za CMC (~3,6). Delez wgh struktur v CMC raztopini se ztigno poveta pod pKa
vrednostjo. Na majhnih velikostnih skalah, naklmnsprememba pH nima ztilmega

vpliva na strukturiranost CMC.

lll L) Al L} llllll L] L] L B |
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Slika 13: SAXS sipalne krivulje 2 % (m/v) CMC z Mw = 90 kDa DS = 0,7 pri raztinih pH
vrednostih: 1,6M); 3,1 (®); 3,6 (A); 5,0 (¥)in 7,0 ().

Figure 13: SAXS scattering curves of 2 % (w/v) CMC with Mw39 kDa and DS = 0.7 at
different pH values: 1.6X); 3.1 (®); 3.6 (A); 5.0 (¥) and 7.0 {").
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4.2 OPIS BIORAZGRADNJE CMC Bacillus subtilis subspsubtilisNCIB 3610

Dinamiko biorazgradnje CMC smo pimyali z bakterijsko kulturdBacillus subtilis
subsp.subtilis NCIB 3610, ki se je izkazala za q@snega razgrajevalca. ddsnega
razgrajevalca smo pri teh eksperimentih izbralidgsem zato, da bi biorazgradnja
potekala dovolj p&asi, da lahko sledimo fizikalno-kemijskim sprememba majhnih
korakih. V teh eksperimentih smo peewali casovni potek biorazgradnje preko
naraganja koncentracije reducirajt sladkorjev, padanja viskoznosti in bakterijske
rasti. ReoloSke spremembe smo spremljali pri ¢adli koncentracijah in topilih.

Velikostno porazdelitev polimerov smo déilos SEC kromatografijo.

4.2.1 Bakterijska rast

Rast Bacillus subtilis subsp. subtilis NCIB 3610 v gojigu BHM z 1 % CMC je
predstavljena na sliki 14. Po inokulaciji je @pi disperzijaDDeso do 9. dne rasla gasi,

v temcasu se j@Deso dvignil za 0,025 absorbane enote. Nato je kultura rasla hitro do
12. dne, ko je dosegla maksimun®esp = 0,19, kar predstavlja 16 5 kratno péaeje
glede na z&tno stanje. Ko je kultura dosegla maksimumcoeligostote, je optna
disperzija priela padati, kar kaze na odmiranje &edi kulture.

Rast Bacillus subtilis subsp. subtilis NCIB 3610 v gojigu BHM z 2 % CMC je
predstavljena na sliki 15. Kvalitativno je bilata&sl- in 2 % CMC primerljivaODgso je

po inokulaciji eksponentno nat@$ in dosegel maksimum po 14 dneh inkubacije pri
temperaturi 37 °C. Povanje ODegsp glede na zé&etno stanje je bilo 31 + 5 krat. Med
inkubacijo se je Stevilo CFU po¥a&o za 22 + 5 krat. Kljub rahlemu odstopanju sta
kolicini dobro korelirali. Bakterijska kultura je medsgerimentom metabolizirala manj
kot 1 % z&etne mase CMC, kar smo ugotovili s fenol-sulfia metodo za dot@nje
celokupnih sladkorjev in s kromotr@pio metodo za dot@nje karboksimetilnih skupin.
Ko je kultura dosegla maksimum v @&gli gostoti, je z&ela propadati, padec®Dgso pa

je sovpadal s padcem CFU. Tekom inkubacije v gojigismo zaznali endospd.
subtilis.
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Slika 14 Bakterijska rast merjena kddDgs, (m), viskoznost v mPase] in koncentracija
reduciraj@ih sladkorjev v mM @& ) tekom inkubacijeBacillus subtilis subspsubtilis NCIB 3610
v BHM rastnem mediju z 1 % CMC (Mw = 90 kDa; DS 70

Figure 14: Bacterial growth measured @Des, (m), viscosity in mPas#, and reducing sugar
concentrations in mMA&) during the incubation dBacillus subtilis subspsubtilis NCIB 3610in
BHM growth medium with 1-percent % CMC (Mw = 90 kOaS = 0.7).
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Slika 15 Bakterijska rast merjena kdDDeso (m), viskoznost v mPase) in koncentracija
reduciraj@ih sladkorjev v mM @A) tekom inkubacijeBacillus subtilis subspsubtilis NCIB 3610

v BHM rastnem mediju z 2 % CMC (Mw = 90 kDa; DS 7 Predstavljene so povgre
vrednosti s standardnimi odklom € 5).

Figure 15: Bacterial growth measured @Dqs, (m), viscosity in mPase{, and reducing sugar
concentrations in mMA&) during the incubation dBacillus subtilis subspsubtilis NCIB 3610in
BHM growth medium with 2 % CMC (Mw = 90 kDa; DS =7). Mean values and standard

deviations = 5) are given.

4.2.2 Koncentracija reducirajoih sladkorjev

Koncentracija reducirafoh sladkorjev tekom inkubacije kultuacillus subtilis subsp.
subtilis NCIB 3610 v BHM gojigu z 1 % CMC ja predstavlena na sliki 14.
Koncentracija reducirafoh sladkorjev se je pfela dvigovati takoj po inokulaciji in je do
9. dne nara@la s hitrostjo 0,09 mM/dan. Med 9. in 12. dnenuivécije je koncentracija

sladkorjev znatno poskia in se nato ustalila pri 3,5 mM.
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Koncentracija reducirajoh sladkorjev v BHM rasnem mediju z 2 % CMC je riaeda
podobno, a nekoliko manj intenzivno kot v BHM z 1 @MC. Koncentracija
redukcijskih sladkorjev je zala nara&ati takoj po inokulaciji brez izrazite lag fazeiksl
15), kar nakazuje, da smo verjetno del encimskieraksti prenesli v sveze BHM gofié

z inokulumom. Porast v koncentraciji reducikafosladkorjev je bil v prvih 14 dnevih
inkubacije linearen s hitrostjo 0,24 mM/dan; nasjégd 10 dni pa je koncentracija
reduciraj@ih sladkorjev narasla s hitrostjo 0,37 mM/dan, nato se je encimskiadhiza
upctasnila, tako da je ob koncu eksperimenta konceajaraeducirajéih sladkorjev
znaSala priblizno 8 mM. PoviSana produkcija redyjoith sladkorjev sovpada s
porastom biomase. V go§d je priSlo do zasenja koncentracije reducirdjb
sladkorjev. To je v skladu s pakovanji, saj je celulazam na voljo omejeno Stemiest,
na katerih lahko pride do hidrolize celuloznegaletiee VV odsotnosti kulturB. subtilis ni
bilo opaziti nikakrSnega porasta v koncentraciflugrajaih sladkorjev, kar kaze na to,

da je bila nebioloSka razgradnja tekom eksperimeatmarljiva.

4.2.3 Viskoznost

Depolimerizacijo CMC smo opazovali preko poviSamjancentracije reducirafth
sladkorjev in spremembe viskoznosti. V BHM rastrediju z 1 % CMC (slika 14) je
ob inokulaciji viskoznost znasala 3,7 + 0,1 mPaskbdznost je hitro padala do 12. dne
inkubacije, ko je znaSala 1,5 £ 0,1 mPas, nato @pgespadanje viskoznosti o
upctasnilo. Ob koncu eksperimenta je viskoznost zna%#@a = 0,08 mPas, kar je
nekoliko ve& kot raztopina BHM soli brez CMC (0,88 £ 0,02 mPas)

Sprememba viskoznosti je bila primerljiva v 1- in%2 CMC (slika 14 in 15). Ob
inokulaciji je viskoznost BHM medija z 2 % CMC zia¢és 10,3 £ 0,6 mPas. Med
inkubacijo je viskoznost padala hitro prvin 10 dmiato pa se je hitrost padanja
viskoznosti updasnjevala do konca eksperimenta. Ob koncu inkubaeijviskoznost
BHM medija z 2 % CMC znaSala 1,40 + 0,05 mPas. eaoznosti med inkubacijB.

subtilis lahko opiSemo z eksponentnim upadom prvega rekiarakteristtno casovno
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konstanto (1/e) 12 dni ter razpolovno dobo 6 dmezBB. subtilisv BHM z 1- ali 2 %

CMC nismo zaznali signifikantnega padca viskoznosti

4.2.4 Velikostno izkljwitvena kromatografija

Velikostno izkljwitveno kromatografijo smo izvajali zgolj na vzord#iM z 2 % CMC.
Elugrami SEC so prikazani na sliki 16. Spodnja nuggekcije molekulskin mas je bila
priblizno 1,3 kDa. Kot je razvidno iz slike 16 jaokazgradnja spremenila masno
porazdelitev molekul CMC. Povpiea Mw, ocenjena s SEC, je bila v cetku
eksperimenta 100 + 10 kDa, kar je primerljivo z MWwjo navaja proizvajalec (90 kDa).
Molekule nativhega CMC so pokrivale Siroko masnanofje od 1,3 kDa pa do 1000
kDa. Biorazgradnja je povpiei Mw zniZala na 30 + 3 kDa. Najbolj se je zniZzalla¥
molekul tezjih od 100 kDa. Rezultati SEC so skladniugotovljenim poviSanjem
koncentracije reducirajth sladkorjev in potrjujejo depolimerizacijo CMC ohe

biorazgradnjo.



Orehek J. Strukturni opis biorazgradnje gostil emlozni osnovi. 45
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univerza v Ljublji, BiotehniSka fakulteta, 2013

RI siognal (a.u.)
w

20 22 24 26 28 30 32

Elucijski volumen (mL)

Slika 16: Elucijski diagrami velikostno izklgitvene kromatografije nativnega CMC z Mw = 90
kDa in DS = 0,7 (odebeljena linija) in razgrajen&}dC (tanka linija). Majhna pika 2dy = 32

mL sta posledica elucije BHM hranilnih soli. Vzorza SEC sta bila odvzeta na&etku (nativni)

in na koncu (razgrajen) inkubacijskega eksperimenBacillus subtilis subsp.subtilis NCIB
3610 v BHM gojigu z 2 % CMC.

Figure 16: Size exclusion chromatography elution diagrameative CMC with Mw = 90 kDa
and DS = 0.7 (thick line) and degraded (thin liG®C. Small peaks aftery = 32 mL are due to
BHM nutrient salts elution. The samples for SECeMaken at the beginning (native and at the
end (degraded) of incubation experiment wa#cillus subtilis subsp.subtilis NCIB 3610 in
BHM media with 2 % CMC.

4.2.5 ReoloSke spremembe CMC po biorazgradniji

Viskoznost nerazgrajenega 2 CMC v BHM mediju jeisda od strizne hitrosti kot je
razvidno iz slike 17. Z nara&gjoco strizno hitrostjo je viskoznost 2 % CMC v BHM
padala, kar pomeni da se CMC obnaSa psevdapiastiv nasprotju z nativnim,
viskoznost razgrajenega CMC ni bila odvisna odzséi hitrosti in se je v obniju
merjenih striznih hitrosti obnaSal kot newtonskatepina. To kaze, da biorazgradnja ni
spremenila zgolj viskoznosti, temvge vplivala tudi na tokovno obnasanje CMC. Za

razliko od 2 % CMC se 1 % CMC ni obnaSal psevddplas. Na reoloske lastnosti
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CMC je vplivalo tudi topilo. Nativni 2 % CMC se JeBHM mediju obnaSal druge kot
v ¢isti vodi. V vodi je imel CMC nizje viskoznosti. $koznost je bila neodvisna od

strizne hitrosti, raztopina je izkazovala newtongimvno obnaSanje (slika 17).
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Slika 17: Viskoznosti nativnega 2 % CMC z Mw = 90 kDa in BS),7 v BHM mediju ¢),
nativnhega 2 % CMC v vodiK) in razgrajenega 2 % CMC v BHM medijw)(pri razlicnih
striznih hitrostih.

Figure 17: Viscosity of native 2 % CMC with Mw = 90 kDa andSD= 0.7 in BHM mediad),
native 2 % CMC in waterk), and degraded 2 % CM@) at different shear rates.

Viskoznost CMC je bila odvisna od koncentracije jeoprikazano na sliki 18. V limiti ko
se priblizujemo koncentraciji &ii smo dolgili intrinzi ¢ne viskoznosti v BHM mediju. Za
nativni CMC je intrinzéna viskoznost znasala 211 + 10w za razgrajen pa 79 + 5
cm’g. To je skladno z niZjo Mw razgrajenega CMC. \diskost razgrajenega CMC v
BHM je naragala linearno in z nizkim naklonom, medtem ko jekemnost nativnega
CMC v BHM narag8ala eksponentno z natagoco koncentracijo. Viskoznost nativnega

CMC v cisti vodi je nara&la linearno z naragjoco koncentracijo.
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Slika 18: Viskoznosti nativnega CMC z Mw = 90 kDa in DS 7 @,BHM mediju ¢), nativhega
CMC v vodi (A), in razgrajenega CMC v BHM medijw) pri razlicnih koncentracijah CMC.
Figure 18: Viscosity of native CMC with Mw = 90 kDa and DS0=7 in BHM media €), native
CMC in water &), and degraded CMC in BHM medim)(at different CMC concentrations.
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4.3 VPLIV DS VREDNOSTI IN Mw NA BIORAZGRADNJO CMC &ellulomonas
uda DSM 20108

Vpliv DS vrednosti in Mw na biorazgradnjo CMC smmgevali z bakterijsko kulturo
Cellulomonas uda DSM 20108, ki se je izkazala za hitrega énlovitega razgrajevalca
CMC. Ker nas je predvsem zanimal vpliv substituentvelikosti polimera, manj pa
dinamika razgradnje, smBacillus subtilis subsp.subtilis NCIB 3610, ki je pdasen
razgrajevalec CMC, zamenjaliG uda.

4.3.1 Bakterijska rast pri razli¢nih DS in Mw vrednostih za CMC

Hitrosti rasti bakterijske kultur€ellulomonas uda DSM 20108 na 250 kDa CMC z
razlicnimi stopnjami substituiranosti (DS) so prikazarestiki 19. Iz slike je razvidno,
da DS znatno vpliva na hitrost rasti, prve razldes pojavijo Ze po 24 urah aerobne
inkubacije pri temperaturi 37 °C. Stopnja substénosti dolgéa nosilnost okolja oziroma
ODgso do katerega lahko kultura zraste. Ugotovili smendjmanj substituiran CMC (DS
= 0,7) omogoa najhitrejSo rast in naj¢@ nosilnost okolja. Na tem derivatu je
maksimalnaODesp, priblizno 4-krat viSja kot na najbolj substitulem CMC (DS = 1,2).
Rast na CMC z DS 0,7 in 0,9 je najbolj aktivha wilpr55 urah, nato razlike med
polimeroma niso wezn&ilne. Najslabse je kultur@ellulomonas uda rasla na CMC z DS
= 1,2, saj je rast intenzivna le v prvih 24 urab, 9e ORsy podvoji, nato pa opiha

gostota zelo ptasi nara&a.
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Slika 19: Rast kultureCellulomonas uda v BHM goji&ih 1 % CMC z Mw = 250 kDa in DS
vrednostmi 0,7 ); 0,9 @) in 1,2 @). Kultura je rasla aerobno v temi, pri 37 °C, st&ea na
orbitalnem stresalniku pri 200 rpm. Predstavljeag@avpréne vrednosti s standardnimi odkloni
(n=3).

Figure 19: Growth ofCellulomonas uda culture in the BHM growth media containing 1 % CMC
with Mw = 250 kDa and DS values 0.®)( 0.9 @) and 1.2 §). The culture was grown
aerobically in dark, at temperature 37 °C, shakernorbital shaker with 200 rpm. The mean

values with standard deviations£ 3) are stated.

Kot je prikazano na sliki 20, ima na rast kult@alulomonas uda DSM 20108 vpliv tudi
molska masa uporabljanega CMC. V eksperimentu gpocabljali vzorca CMC z enako
vrednostjo DS (0,7), vendar z razlima molskima masama (90 kDa in 250 kDa). Na
CMC z viSjo Mw (250 kDa) je bil maksimum @Dgsp dosezen pozneje kot na CMC z
nizjo Mw. KulturaCellulomonas uda DSM 20108 je poleg viSje hitrosti rasti na CMC z
250 kDa dosegla tudi visjo nosilnost okolja. Razlik izmerjenih vrednostih optie

gostote so signifikantne in se pojavijo Ze po Zhunkubacije.
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Slika 20: Rast kultureCellulomonas uda v BHM goji&ih 1 % CMC z DS vrednostjo 0,7 in Mw

= 250 kDa ¢) in 90 kDa ). Kultura je rasla aerobno v temi, pri tempera8ii°C, stresana na

orbitalnem stresalniku pri 200 rpm. Predstavljeagavpréne vrednosti s standardnimi odkloni
(n=3).

Figure 20: Growth ofCellulomonas uda culture in the BHM growth media containing 1 % CMC
with DS value 0.7 and Mw = 250 kDa)(and 90 kDax). The culture was grown aerobically in
dark, at temperature 37 °C, shaken on orbital shalth 200 rpm. The mean values with

standard deviations & 3) are stated.

4.3.2 Biorazgradnja pri razliénih DS in Mw vrednostih za CMC

Bakterijska razgradnja razho substituiranih CMC je prikazana na sliki 21. Pseh
CMC viskoznost pada in koncentracija reduci¢djosladkorjev raste, vendar so opazne
znatne razlike med razho substituiranimi CMC. Naraanje koncentracije reducirajb
sladkorjev pozitivno korelira s hitrostjo rasti. wéeh primerih so najvisje koncentracije
reduciraj@ih koncev dosezene v zadnji¢ko vzoréenja, pri DS = 0,7 je kama
koncentracija reducirafth koncev 4-krat viSja kot pri DS = 1,2. Viskozngst drugi
strani negativno korelira s hitrostjo rasti. Prekigreh obravnavanih tipih CMC je izrazit
padec v viskoznosti ze 2 uri po inokulaciji gojig bakterijsko kulturo. Z nadaljnjo

inkubacijo se viskoznost malo spreminja. Dinamikaemembe viskoznosti je bila pri
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CMC z DS vrednostma 0,7 in 0,9 primerljiva. Pri CM®S vrednostjo 1,2 je viskoznost

med inkubacijo najmanj padla.
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Slika 21: Vpliv stopnje substituiranosti CMC na biorazgramnBiorazgradnjo smo spremljali
preko padanja viskoznosti BHM ggji& 1 % CMC z Mw = 250 kDa in DS = 0,A(; 0,9 (A) in

1,2 (A), ter preko nar&&nja koncentracije reducirgi sladkorjev 0,7 f); 0,9 @) in 1,2 ().
Kultura je rasla aerobno v temi, pri temperaturi’@7 stresana na orbitalnem stresalniku pri 200
rpm. Prikazana sta povgrea vrednost in standardni odklam= 3).

Figure 21 The effect of degree of substitution on biodegteh. Biodegradation was monitored
by viscosity loss of the BHM growth media of 1 % CMith Mw = 250 kDa and DS = 0.A();

0.9 (A) and 1.2 (), and through the increase of reducing sugar auretion 0.7 &); 0.9 @)
and 1.2 4). The culture was grown aerobically in dark, abperature 37 °C, shaken on orbital

shaker with 200 rpm. The mean values with standavéations § = 3) are stated.

Pri spremljanju biorazgradnje CMC z r&rnima Mw smo ugotovili signifikantno visje

koncentracije reducirajih koncev na CMC z nizjo Mw. Ob koncu inkubacije je
koncentracija reduciragth sladkorjev v BHM goji8u s CMC z Mw = 90 kDa znaSala
4,0 mM, v BHM s CMC z Mw = 250 pa 2,8 mM (slika 2R)jub temu, da se viskoznosti

goji& pred inokulacijo s kulturaCellulomonas uda DSM 20108 mono razlikujeta,

opazimo podobno dinamiko padanja v obeh ¢ihjiSOb koncu inkubacije je bila
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viskoznost BHM medija s CMC z Mw = 250 kDa 1,6 mPaskoznost BHM s CMC z
90 kDa pa 1,2 mPas (slika 22).
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Slika 22: Vpliv molske mase CMC na biorazgradnjo. Biorazgiadsmo spremljali preko
padanja viskoznosti BHM goji&z 1 % CMC z DS = 0,7 in Mw = 250 kDe\() in 90 kDa @A)

ter preko narag&nja koncentracije reducirdjt sladkorjev 250 kDax() in 90 kDa @). Kultura je
rasla aerobno v temi, pri temperaturi 37 °C, strasaa orbitalnem stresalniku pri 200 rpm.
Prikazana sta povptea vrednost in standardni odklam= 3).

Figure 22 The effect of molar mass on biodegradation. Bjpddation was monitored by
viscosity loss of the BHM growth media of 1 % CM@mWDS = 0.7 and Mw = 250 kDaA() and

90 kDa (A), and through the increase of reducing sugar curatéon 250 kDa ) in (m). The
culture was grown aerobically in dark, at tempeetdi7 °C, shaken on orbital shaker with 200

rpm. The mean values with standard deviations 8) are stated.

4.3.3 Velikostno izklju€itvena kromatografija HPLC — SEC pri razli ¢nih DS in Mw
vrednostih za CMC

Razlike med razgrajenimi in nerazgrajenimi vzoréi©€ z 250 kDa smo ugotavljali z
velikostno izkljw&itveno kromatografijo HPLC — SEC. Kot je razvidrmoslike 23 imajo
kromatogrami nerazgrajenih vzorcev dva vrhova insploSnem Siroko masno

porazdelitvijo. Prvi kromatografski vrh zasledimkod V¢ = 23 mL, drugi pa okoli M =
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27 mL. Nerazgrajena vzorca CMC z DS 0,9 in 1,2 ammidoben kromatogram, medtem
ko se CMC z DS = 0,7 razlikuje, saj se je&jveelez eluiral pri \4 = 23 mL. Elucijski
volumni razgrajenih vzorcev CMC so bili§e Za razgrajene vzorce CMC z DS 0,7 in
0,9 je zndilen en izrazit kromatografski vrh pri priblizno,\= 28 mL. Razgrajen CMC z

DS = 1,2 pa eluira pri manjSih elucijskih volumimhima dva kromatografska vrhova.

RI signal (a.u.)

27

Elucijski volumen (mL)

Slika 23 SEC elugrami razgrajenih in nerazgrajenih BHMigof 1 % CMC z Mw = 250 kDa
in DS = 0,7 (modro); 0,9 (rde) in 1,2 (zeleno). Odebeljene linije predstavijglograme
nativnih, tanke linije pa elugrame razgrajenih ¥z CMC.

Figure 23 The SEC elugrams of degraded and native BHM msedith 1 % CMC with Mw =
250 kDa and DS = 0.7 (blue); 0.9 (red) and 1.2gg)yeThick lines present elugrams of native
and thin lines present elugrams of degraded CM(kzam

Elugrami nativnih in razgrajenin CMC z DS = 0,7Ntw = 250 kDa oziroma 90 kDa so
predstavljeni na sliki 24. SEC rezultati kazejo sdanativni CMC z Mw = 250 kDa eluira
pri manjsih elucijskih volumnih kot CMC z Mw = 9(Dla. Podobno je tudi v primeru
razgrajenih BHM goji§, kjer se vzorec CMC z Mw = 250 eluira pri manjgikcijskih
volumnih kot CMC z Mw = 90 kDa.
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Slika 24: SEC elugrami razgrajenih in nerazgrajenih BHMi&o; 1 % CMC z DS = 0,7 in Mw
= 250 kDa (modro) oziroma 90 kDé&rio). Odebeljene linije predstavljajo elugrame vrdti,
tanke linije pa elugrame razgrajenih vzorcev CMC.

Figure 24: The SEC elugrams of degraded and native BHM rsadith 1 % CMC with DS =
0.7 and Mw = 250 (blue) and 90 kDa (black). Thicles present elugrams of native and thin

lines present elugrams of degraded CMC samples.

4.3.4 Kvalitativno dolo¢anje deleza nesubstituiranih regij

Stopnja substituiranosti kaze na povym@ stopnjo modifikacij na anhidroglukozno
enoto. V realnih polimerih lahko gakujemo regije, kjer je stopnja substituiranosti
znatno raztina od povpréne. Zaradi tega lahko prihaja do raamlh interakcij vzdolz
polimernih verig. Posledno se lahko spreminja dostopnost za biorazgradopmost in
tokovne lastnosti CMC. Razlike v homogenosti dmtdije vezanih skupin smo
ugotavljali kvalitativho, glede na reolosSke lastmosstalinh gelov, ki smo jih formirali z
dodatkom NaCl. Lastnosti gelov smo spremljali brez aplicirano strizno sildRazlike v
delezih nesubstituiranih regij se kazejo v radlihitrosti potovanja po podlagi; vzorec z
najmanjSim deleZzem nesubstituiranin regij (povezejedsebojne verige) slabSe kljubuje
deformacijam in zato potuje hitrejdla sliki 25 vidimo, da po uporabi strizne sile CMC

DS = 0,7 tvori najbolj kompakten gel, nekoliko matgbilen gel tvori CMC z DS = 0,9.
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Najbolj teka gel po aplikaciji strizne sile pa nastane v prim&MC z DS = 1,2.
Primerjava vzorcev CMC z raghima Mw in enakima DS vrednostma na takSetimai

korektna zaradi vpliva Mw na zamreZenje gelov.

Slika 25: DeleZ nesubstituiranih regij v CMC z ra&zlimi DS vrednostmi. Uporabili smo 250
kDa CMC s stopnjami substituiranosti 0,7; 0,9 i8; kot je ozn&eno na sliki. Na levi strani je
prikazano z&etno stanje kapljic nanesenih na vodoravno postawlplastino podlago. Na desni
strani slike pa je predstavljeno stanje 30 s palneagodlage v navpni polozaj.

Figure 25 Share of unsubstituted regions of CMC with difer DS values. We used 250 kDa
CMC with degrees of substitution 0.7; 0.9 and &2;marked in figure. The picture on the left
side shows the state of CMC drops set on horizopladtic basis at the beginning of the
experiment. The picture on the right side showssthg of drops 30 s after the basis was tilted
vertically.

4.4 VVPLIV TIPA SUBSTITUENTE NA BIORAZGRADNJO CELUL®@NIH GOSTIL
S Cellulomonas uda DSM 20108

4.4.1 Dinamika biorazgradnje razliéno substituiranih celuloznih gostil

Primerjali smo vpliv tipa substituente na bioraziijigost celuloznega skeleta. Za
preverjanje vpliva substituente na biorazgradnjoo sixbrali: metil celulozo (MC)
Culminal 7000 PF, hidroksietil celulozo (HEC) Netob 250 MR in karboksimetil
celulozo (CMC) Blanose 12M31P. Gostila so bila @&fa tako, da so imela kar se da
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podobne parametre DP in DS, pri izbiri pa nam jeteval proizvajalec, ki nas je tudi
opozoril, da parametri niso kontrolirani in da ggolj za okvirno primerljivost. Tekom
inkubacije smo biorazgradnjo s kultu€elulomonas uda spremljali preko narg&anja
koncentracije reducirafth sladkorjev in padanja viskoznosti BHM medijeliks 26).
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Slika 26: Biorazgradnja razinih tipov gostil s kulturoCellulomonas uda DSM 20108 preko
padanja viskoznosti BHM medija z 1 % MC — Culmi@@D0 PF &), HEC - Natrosol 250 MR
(A) in CMC - Blanose 12M31PK) in preko nara%nja koncentracij reducirajin sladkorjev
MC (m), HEC (@) in CMC (m).

Figure 26: Biodegradation of various types of cellulose teio&rs by using the culture
Cellulomonas uda DSM 20108through viscosity loss of the BHM media containth§o MC -
Culminal 7000 PF 4), HEC - Natrosol 250 MR4) and CMC - Blanose 12M31PA( and
through the increase of reducing sugar concentraftidC @), HEC (@) and CMC f).

Viskoznost je najhitreje padla v primeru HEC, n&gsneje pa je padala v MC. V MC je
v prvih 24 urah inkubacije viskoznost padla le zZ&% 8medtem ko je v enaketiasu v
CMC padla za 82 %, v HEC pa kar za 99 %. Skladmelativno p@asnim padanjem

viskoznosti v MC smo opazili tudi pasno nara@nje koncentracije reducirajh
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sladkorjev, saj do 4. dne inkubacije nismo opaziitnega poviSanja. Kljub temu je bila
MC ob koncu eksperimenta razgrajena, saj je konaeifd reducirajoih sladkorjev

narasla na 1,1 mM, viskoznost pa je padla na 1 &tza vrednosti. Zanimivo je, da je
CMC, ki je imel najnizjo zé&etno viskoznost (0,037 Pas), ob koncu eksperimpaota
biorazgradnji ohranil najvisSjo viskoznost (0,004sPan skladno s tem imel najnizjo

koncentracijo reducirajoh sladkorjev (0.21 mM).

4.4.2 Velikostno izkljuwitvena kromatografija SEC

SEC elugrami razgrajenih in nativnih gostil, ki siito prowtevali, so predstavljeni na
sliki 27. Nativni MC ima najnizjo Mw, vendar najyesviskoznost. Nativna HEC in CMC
imata primerljive Mw,ceprav ima HEC znatno viSjo viskoznost. Rezultatirjpgejo
depolimerizacijo vseh tipov gostil. NajdaljSe verigo se ohranile v primeru CMC, med
tem ko sta se MH in HEC razgradila do krajSih peliov primerljivih molekulskih mas.

Elugrami razgrajenih gostil so korelirali z viskamtmi razgrajenih gostil.
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Slika 27: SEC elugrami MC — Culminal 7000 PF (modro), CM@tanose 12M31P (rde) in
HEC - Natrosol 250 MR (zeleno); odebeljene linifegstavljajo nerazgrajena, tanke linije pa
razgrajena gostila.

Figure 27. The SEC elugrams of MC — Culminal 7000 PF (bl@\C — Blanose 12M31P (red)
and HEC - Natrosol 250 MR (green); thick lines esmnt native and thin lines represent

degraded samples.

4.4.3 SAXS

SAXS sipalne krivulje protevanih gostil so predstavljene na sliki 28. Sipdtngulje
kazejo izrazite strukturne razlike med gostili. M@a strukturo najbolj podobno
konformaciji iztegnjene verige. V primeru HEC opari podobno konformacijo kot pri
MC, vendar je raztien naklon pri viSjihg vrednostih. Popolnoma druffa pa je
struktura CMC, kjer opazimo, da ima sipalna kriguizrazito visji naklon pri visjig
vrednostih in zn&lno nizji naklon pri nizjihn g vrednostih. To je verjetno posledica
odbojnih interakcij med negativno nabitimi karbakstilnimi skupinami, ki preptaijejo

nakljucne kontakte med sosednjimi verigami n&gjieprostorskih skalah.
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Slika 28 SAXS sipalne krivulje 1(q) 1 % gostil v BHM ragtm mediju: MC — Culminal 7000 PF
(modro), CMC - Blanose 12M31P (kag) in HEC — Natrosol 250 MR (zeleno).

Figure 28 The SAXS scattering curves I(q) of 1 % thickeriarthe BHM growth media: MC -
Culminal 7000 PF (blue), CMC - Blanose 12M31P (il HEC — Natrosol 250 MR (green).

4.4.4 Sprememba reologije

Reogrami nerazgrajenih MC, HEC in CMC so prikazaaisliki 29. Nerazgrajen MC
izkazuje najbolj izrazito psevdoplasip tokovno obnasanje. Nasprotno razgrajeni CMC

izkazuje najmanj psevdoplastosti.
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Slika 29 Reogrami nerazgrajenih 1 % gostil v BHM rastneediju: MC — Culminal 7000 PF
(m), CMC - Blanose 12M31Ra}, HEC — Natrosol 250 MRs() in vode @).

Figure 29 Rheograms of native 1 % thickeners in the BHMngtomedia: MC — Culminal 7000
PF @), CMC - Blanose 12M31Rsf, HEC - Natrosol 250 MRs() and water «).

Po kortani biorazgradnji se je tokovno obnaSanje gosgkimo spremenilo. Razgrajen
CMC je imel najviSjo viskoznost, kar je skladnoezultati SEC, ki kaZzejo da je CMC
psevdoplastinost obdrzala le v obndu najnizjih striznih hitrosti (slika 30), kar je

posledica depolimerizacije.
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Slika 30: Reogrami razgrajenih 1 % gostil v BHM rastnem ijuiedC — Culminal 7000 PFx(),
CMC - Blanose 12M31Ra), HEC - Natrosol 250 MR«( in vode @).

Figure 30 Rheograms of degraded 1 % thickeners in the BHdivth media: MC — Culminal
7000 PF &), CMC - Blanose 12M31Raf, HEC (@) — Natrosol 250 MR and wates),
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4.5 SINTEZA, KARAKTERIZACIJA IN BIORAZGRADNJA TsCMC

V nalogi smo s sintezo pripravili novo celuloznosgio, kjer smo hidroksilne skupine
CMC tozilirali. Novo celulozno gostilo smo struktur in kemijsko okarakterizirali in
preverili njegovo biorazgradljivost v primerjavik®mercialno dostopnimi celuloznimi
gostili. Osnovni namen sinteze novega celuloznegsstilg je bilo znizanje

biorazgradljivosti ob stasni ohranitvi reoloskih lastnosti izvirnega CMC.

4.5.1 FTIR spektroskopija CMC in TsCMC

Kot vidimo na sliki 31A, imata FTIR spektra CMC irsCMC globalno zelo podobne
vibracijske strukture. Spektra se razlikujeta vatekih vibracijskih trakovih, ki so bodisi
razSirjeni bodisi pomaknjeni k visjim ali nizjim kanim Stevilom. Najbolj zné&lno
razlieni so trakovi pri 816 in 690 cth ki so prisotni v TSCMC, ne pa tudi v CMC (slika
31B). Ti dve valovni Stevili ustrezata vibracijamvenravninskin C — H deformacij in
izvenravninskih deformacijp-substituiranega aromatskega at@o Ti dve nihanji
ustrezata struktup-toluensulfonske kisline, njuna prisotnost v TsCld&kaze na to, da
je bil CMC toziliran.
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Slika 31 Celotni FTIR spektri CMC-{-), TSA () in TsSCMC () (A); Izsek, kjer so opazne
klju¢ne razlike v FTIR spektrih CMC-{) in TsCMC ) (B).

Figure 31: Complete FTIR spectra of CMC), TSA (—) and TsCMC ) (A); Section with
key differences in FTIR spectra of CMC-{ and TsCMC{) (B.
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4.5.2 UV- VIS spektroskopija CMC in TsCMC

UV - VIS spektra 1 % vodnih raztopin CMC z Mw = 90 kba TsCMC sta
predstavljena na sliki 32. Kot je razvidno iz spaktTsCMC absorbira po celotnem
spektralnem obnigu, medtem ko CMC absorbira le v UV delu, absorlaamaraga proti
krajSim valovnim dolzinam. Raztopine TSCMC so ndezi nekoliko motne, kar je
najverjetneje razlog za opazeno absorbanco ponesospektru. Spekter TSCMC je v
vecjem delu zelo podoben spektru CMC, Kl pa se razlikuje v obniu valovnih
dolzin L = 250 — 280 nm, kjer je v spektru TsCMC izrazih.viTa vrh pripisujemo

aromatskim tozilnim skupinam vezanim na TsCMC (&tes, 2001).
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Slika 32 UV - VIS spektra 1 % vodnih raztopin CMC z Mw & RDa (modro) in TsSCMC
(rdece).

Figure 32: UV - VIS spectra of 1 %-percent water solution€MC with Mw = 90 kDa (blue)
and TsCMC (red).
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4 5.3 CHSP elementna sestava CMC in TsCMC

Rezultati analiz elementne sestave so zbrani v lgatagi 2, primerjalno pa so
predstavljene Se refer@me vrednosti izréunane na podlagi predpostavljenih kenif
struktur. Teoretini izratuni elementne sestave so temeljili na predpostguitahe bila
DS vrednost CMC 0,7, da se DS vrednost karboksiniietiekom derivatizacije ni
spremenila in da so vse kislinske skupine vedndlikioNa — soli. Glede na doteno
elementno sestavo TsCMC v primerjavi s tedneti sestavo sklepamo, da je stopnja
substituiranosti CMC s tozilnimi skupinami okrod OY materialu je prisotno tudi nekaj
necisto¢ v obliki fosforjevih spojin, verjetno ostanki halize P,O;0 do NaPO, ki je

nastala med postopkom priprave toziliranega CM@pgrgi nevtralizacije z NaOH.

Preglednica 2 Rezultati CHSP elementne masne analize in t€¢aetzraunana elementna
sestava CMC in TsCMC

Table 2: Results of CHSP elemental mass analysis and tieadhe calculated elemental
composition of CMC and TsCMC

Element CME CMCy TsCMC; TsCMCy
C (%) 40,5 38,8 38,9 38,5
H (%) 4,9 50 4,6 5,00
S (%) 0 <0,02 1,3 1,5
P (%) 0 < 0,02 1,24 0,8

Legenda: CMC, = teorettna elementna masna sestavaciznana za CMC z DS vrednostjo 0,7;
CMC4 = eksperimentalno dalena elementna sestava; TsCMCteorettna elementna sestava
TsCMC z DS karboksimetilninh skupin 0,7, z DS toitlrskupin 0,1 in ob prisotnosti ene
molekule NgPQ, na 10 — anhidroglukoznih enot kotcémtoce; TSCMG = eksperimentalno
dologena elementna sestava.

Legend: CMCt = theoretical elemental mass compositionudated for CMC with DS value 0.7;
CMCd = experimentally determined elemental compmsitTsCMCt = Theoretically calculated
elemental composition for TSCMC with DS of carboxthylic groups 0.7 nad DS of tosylic
groups 0.1 in presence of one molecule ofA@ per 10 — anhydroglucosic units as impurities;

TsCMCd = experimentally determined elemental coritipos
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4.5.4 ReoloSka primerjava CMC in TsCMC

TsCMC smo reoloSko primerjali z izhodnim CMC. Ka fjazvidno iz slike 33, je
viskoznost raztopine TsCMC signifikantnocjee kot raztopine CMC. Tako denimo 1 %
raztopina TsCMC v BHM ima viskoznost 27,1 mPas, teedko je viskoznost 1 % CMC
v BHM znasala le 3,5 mPas (pri strizni hitrosti G3). Viskoznost je bila ¥isti vodi $e
nekoliko visja — 53,5 mPas pri TSCMC in 4,6 mPasOMC. To kaZe, da so soli prisotne
v BHM mediju preko sefenja odbojnih interakcij imele vpliv na viskoznostbeh
polimerov. Poleg viskoznosti se TsCMC od izhodne @k&zlikuje tudi v odvisnosti
viskoznosti od koncentracije polimerov. Medtem l® ¢MC viskoznost narésla
linearno z nara®joco koncentracijo, v primeru TsCMC viskoznost ndsa8ksponentno
z narasajoco koncentracijo. Nelinearno nata#je viskoznosti TSCMC z nakagoco

koncentracijo smo opazili tako v vodni raztopint kedi v BHM mediju (slika 33).
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Slika 33 Odvisnost viskoznosti CMCK) in TsCMC @) od koncentracije v BHM mediju (A) in
v vodni raztopini (B).
Figure 33 Viscosity dependence of concentration for CMK) @nd TsCMC &) in the BHM

growth media (A) and in aqueous solution (B).
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Tozilacija CMC je poleg poviSanja viskoznosti imeiadi izrazit vpliv na tokovno
obnaSanje raztopin polimerov, kot je razvidno ikesl34. Pred tozilacijo se je CMC v
prowtevanem koncentracijskem obtio obnasala kot newtonska raztopina, po tozilaciji
pa je izkazoval mino psevdoplastnost in eksponentno rast viskoznosti z né&apgo
koncentracijo polimera. Da bi lahko izkéili morebitno polimerizacijo tekom
derivatizacije, ki bi lahko povzida opisane reoloSske spremembe, smo za CMC in
TsCMC raztopine dolali intrinzi¢ne viskoznosti. IntrinZni viskoznosti doléeni v
BHM mediju sta znasali 350 + 10 éfy za TSCMC in 330 + 10 city za CMC, v vodni
raztopini pa 830 + 30 cffy za TSCMC in 830 + 20 city za CMC, kar kaZe na to, da

imata polimera primerljive Mw.
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Slika 34: Tokovno obna3anje TsCM@G) (A) in CMC (A) (B) 0; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5;

0,6; 0,7; 0,8; 0,9 in 1 % (w/v) koncentracija patirav v BHM rastnem mediju (koncentracije si v
tem zaporedju sledijo od spodaj proti vrhu).

Figure 34: Flow behavior of TSCMCx) (A) and CMC @A) (B) for 0; 0.05; 0.1; 0.2; 0.3; 0.4,

0.5; 0.6; 0.7; 0.8; 0.9 and 1 % (w/v) polymer caorication in the BHM growth medium (from

bottom to the top respectively).
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4.5.5 Meritve dinaminega kontaktnega kota

Rezultati meritev dinaminih kontaktnih kotov protevanih polimerov so predstavljeni
na sliki 35. Podatki kazejo, da je TsCMC glede MdGCmanj omdljiv. Filter papir
prepojen s TsCMC je namirepacasneje absorbiral vodo kot filter papir prepojen z
izhodno CMC. Z#&etni kontaktni kot med vodo in TSCMC je znaSal 86 fe nato poasi
padal proti 40 ° ob koncu meritve. &dni kontaktni kot med vodo in CMC je vadku
znasal 65 °, nakar je hitro padel na 48 °, natopp&si do 35 ° ob koncu meritve.
Rezultati kazejo, da je TsCMC bolj hidrofoben pdainkot izhodni CMC. Opazeno
poviSanje hidrofobnosti je skladno z vezavo hidboiib tozilnih skupin na ogrodje CMC.
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Slika 35: Diagram dinaniinih kontaktnih kotov CMC 4) in TSCMC ).
Figure 35: Dynamic contact angle diagram for CM&  and TSCMC ).

4.5.6 Emulgacijska &inkovitost

CMC se v industrijskih aplikacijah najy@iporablja zaradi njenih zg@&valnih lastnosti.
V komercialnih produktih pa se pogosto pojavi tpdireba po uporabi emulgatorjev, ki
omoga@ajo homogenost produktov, kjer so zdruzene kompenemazléno polarnostjo.

Rezultati preverjanja emulgacijskeinkovitosti so pokazali, da CMC nim&ioka na
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stabilnost emulzije. Po eni uri sta se oljna in ne@daza popolnoma ¢di. Emulzija
stabilizirana s TsCMC je ostala stabilna tekom trelga obdobja trajanja eksperimenta.
Po enem mesecu je bila zmes Se vedno homogertarkie plastjo oljne faze na povrsini
(slika 36).

Slika 36 Stabilnost emulzije po enem mesecu: levo CMCnddsCMC: V primeru CMC sta se
fazi Ze po 1 h popolnomaditi, medtem ko je po 1 mesecu emulzija s TSCMC ladt@amogena,
locila se je le zelo tanka plast oljne faze na poursin

Figure 36. Emulsion stability after one month: left CMC aright TsCMC: In case of CMC, the
phases were completely separated after 1 h, mebminhiase of the TSCMC emulsion remained

homogenous with only a thin layer of oil fraction.

4.5.7 SAXS meritve CMC in TsCMC v BHM mediju in v vodi

Sipalne krivulje SAXS CMC in TsCMC v vodi so preaidiene na sliki 37A. Rezultati
kazejo izrazite razlike v strukturiranosti matemial Razlike v jakosti odbojnih interakcij
se zelo izrazito kazejo pri nizkidp kjer vidimo, da se naklona sipalnih krivulj CM@ i

TsCMC zelo razlikujeta. Naklon sipalne krivulje CME€ bil precej bolj polozen kot v
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primeru TsCMC, kar kaze na spremenjen odboj me&@dsgisni molekulami CMC.
SAXS sipalne krivulje v BHM (slika 37B) kazejo, daa topilo precej manjsi vpliv na
strukturiranost TsSCMC kot na CMC. Sipalna krivullaCMC v BHM se ni bistveno
razlikovala od sipalne krivulje v vodi. Pri CMC pabila slika povsem drugaa, saj je
bila sipalna krivulja v BHM mediju izrazito razha od sipalne krivulje v vodi. Najbolj
izrazito se je razlika opazila pri manjgjhkjer se je naklon v BHM glede na vodo ¢no

povisal.
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Slika 37: Relativne SAXS sipalne krivulje 1(q) 1 % gostil wodni raztopini (A) in v BHM
rastnem mediju (B): CMC z Mw = 90 kDa in DS = Opfodro) in TSCMC (rdée).

Figure 37: Relative SAXS scattering curves I(q) of 1 % tl@okrs in aqueous solution (A) and in
the BHM growth media (B): CMC with Mw = 90 kDa ab$ = 0.7 (blue) and TsCMC (red).
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4.5.8 Biorazgradnja TsCMC glede na izhodni CMC

Glavni namen sinteze TsCMC je bil znatno zniZzatldiko razgradljivost CMC z
uvedbo dodatnih substituent. Rezultati inkubacgskeksperimenta s TSCMC kot edinim
virom organskega ogljika so predstavijeni na sl@. Dodani TsCMC kulturi
Cellulomonas uda ni omogail rasti (slika 38). Kultura je kljub temu, da ©Dgso
nekoliko padel, ostala ziva preko celotnega obdaffabacijskega eksperimenta in je
rasla,¢e smo jo precepili na sveze gdpSali ¢e smo BHM gojisu s TsCMC dodali
glukozo. To izkljiuje tokstnost TsCMC in kaZe na to, da kultura iz TsSCMC eaash
ne zmore pridelati dovolj enostavnih sladkorjevpkiih lahko uporabila za svojo rast.
To pa je bilo v ostrem nasprotju z rasjouda v BHM goji<u s CMC, kjer se je Ofgo
ze v prvih 24 urah inkubacije dvignil z&snih 0,03 na 0,3 absorhare enote, kar kaze
na signifikantno poviSanje Stevila bakterijskihiceSkladno z bakterijsko rastjo smo v
BHM mediju s CMC zaznali 7-kratno poviSanje koncaaije reducirajoih sladkorjev in
hitri padec v viskoznosti (slika 39). Po 24 urakubacije je bila viskoznost BHM goiia

s CMC primerljiva viskoznosti vode. Med 14-dnevnéubacijo v TsCMC je pri kulturi
C. uda priSlo do nizkega, vendar signifikantnega pordstacentracije reducirath
sladkorjev (p = 0,0096). Porast v koncentracijiugdhjoiih sladkorjev ni koreliral z
bakterijsko rastjo, je pa koreliral s padanjem ghkosti BHM medija (slika 40). £atna
viskoznost TsCMC je tekom 14-dnevne inkubacije pad 40 %. Ne glede na to je bila
viskoznost bioloSko razgrajenega TsCMC ob koncypetisenta Se vedno znatno visja
kot viskoznost nerazgrajenega izhodnega CMC (16n#Phs TsCMC in 3,5 £ 0.1 mPas
CMC). V odsotnosti kultureC. uda nismo zaznali padca viskoznosti niti CMC niti

TsCMC kar kaze, da je vpliv nebioloSke razgradiajeemarljiv.
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Slika 38: Rast kultureCellulomonas uda v BHM goji&ih z 1 % CMC @&) in 1 % TsCMC #&).
Figure 38: Growth ofCellulomonas uda culture in the BHM growth media containing 1 % CMC

(A)and 1 % TsCMCx).
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Slika 39: Normalizirana viskoznost BHM gojisz 1 % CMC @) in 1 % TsCMC &) tekom
inkubacije s kulturdCellulomonas uda.
Figure 39: Normalized viscosity of the BHM growth media cdniag 1 % CMC @A) and 1 %

TsCMC @) during the incubation with th&ellulomonas uda culture.
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Slika 40: Koncentracija reducirafih sladkorjev v BHM rastnem mediju z 1 % CM®&) in 1 %
TsCMC () tekom inkubacije s kultur@ellulomonas uda.

Figure 40: Reducing sugar concentration of the BHM growth imexbntaining 1 % CMC &)
and 1 % TsCMCx) during the incubation with th@ellulomonas uda culture.

Odpornost TsCMC na razgradnjo z ostalimi baktgeji predstavljena na sliki 41.
Bakterije lahko razdelimo v dve skupini: (i) bakger ki niso mogle razgraditi niti CMC
niti TSCMC,; in (ii) bakterije, ki so razgradile CM@ precej slabSe TsCMC. V prvi
skupini so bile bakterij&Cellulomos uda in seviBacillus subtilis. Nobena od testiranih
bakterij med inkubacijo ni popolnoma di& reoloskih lastnosti TSCMC za razliko od
CMC. Biorazgradnja TsSCMC je bila v vseh primeritijaikot biorazgradnja CMC. Kljub
temu, da je bil nabor testiranih bakterij relatisi@domen, rezultati nedvoumno kazejo na
to, da je TsCMC manj razgradljiv kot izhodni CMC.
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Slika 41: Biorazgradnja CMCg&no) in TsCMC (sivo). Relativna izguba viskozngsti 7-dnevni
inkubaciji z razlénimi bakterijskimi sevi.
Figure 41: Biodeterioration of CMC (black bars) and TsCMCelgbars). Relative viscosity loss

after 7 days of incubation with different bactesthins.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

V doktorski nalogi nas je zanimalo, kako tip in efelsubstituent vplivajo na
biorazgradljivost celuloznih derivatov, kar preddjm velik gospodarski problem v
Stevilnih industrijskih sektorjih, kjer uporabljajeelulozna gostila. Zato smo pxilis
reoloSke in strukturne spremembe med biorazgradatgstoj€ih celuloznih gostil.
Pridobljene rezultate smo uporabili kot osnovo reezo novega celuloznega gostila z

zmanjSano stopnjo biorazgradljivosti.

5.1.1 Vpliv tipa in deleza substituente na struktuo in biorazgradnjo celuloznih
gostil

Rast kultureBacillus subtilis subsp.subtilis NCIB 3610 v BHM s CMC je bila g@asna.
Kultura B. subtilis je med inkubacijskim eksperimentom metaboliziraigolj del
organskega ogljika; manj kot 0,1 g/L razpoloZljighukoze, ter manj kot 0,04 g/L
karboksimetilnih skupin. Glede na predhodne ugdveviWirick, 1968; Kalsulke in sod.,
1988), ki kazejo, da do cepitve celuloznega skdl®lC lahko pride le na mestih, kjer so
zaporedno vezane tri nesubstituirane anhidroglukozmote, je slaba bakterijska rast
pricakovana. Delez nesubstituiranih regij d@okolicino hranil, ki so dostopna
celuloliticnim mikrobom, s tem pa je pogojena ¢l rast. Tekom bakterijske rasti
kultura v goji€e sprosa celulaze, poleg tega pa lahko tudi druge ekdtrzcee
polimerne substance. Te bi lahko imele delo prispevek k viskoznosti medija, a smo
njihov prispevek zanemarili, glede na ugotovitea, je kultura metabolizirala manj kot
1 % razpoloZljivega ogljika in da je bil donos biase majhen. Ne glede na koncentracijo
CMC v gojigih je g£asoma priSlo do zagnja koncentracije reducirajh sladkorjev,
kar je posledica omejenega Stevila cepitvenih mastMC.

Rezultati inkubacijskih eksperimentov kazejo, dahgoosti hidrolize CMC v primerih
uporabecistih celulaz ali ob uporabi zivih mikrobnih kultprecej razine. Medtem ko
lahko @is¢ene celulaze razgradijo CMC v nekaj minutah alihufglasenko in sod.,
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1998),B. subtilis subspsubtilis NCIB 3610 potrebuje 30 dni, da CMC razgradi dokena
stopnje, kar je nekaj velikostnih redovcpsneje. Viskoznost BHM medija s CMC tekom
inkubacije s kulturoBacillus subtilis subsp.subtilis NCIB 3610 negativho korelira z
naraganjem koncentracije reducirgb sladkorjev. Viskoznost ne pada sorazmerno s
koncentracijo reducirafeh sladkorjev. Razlog za nesorazmerno padanje zisksti z
naraganjem koncentracije reducirgjo sladkorjev je v tem, da ima encimska cepitev
daljSe molekule v@i vpliv na padec viskoznosti kot cepitev krajSelekule. Rezultati
SEC kazejo na Siroko masno distribucijo molekul CpiCbiorazgradnji. To pomeni, da
SO cepitvena mesta vzdolz molekul CMC razporejeaanakomerno, kar implicira
neenakomerno razporeditev karboksimetilnih skugidolz molekule. Po razgradnji je
priSlo do zmanjSanja delcev z viSjo maso, kar jadio z rezultati SAXS, ki kazejo, da
biorazgradnja signifikantno vpliva predvsem naldiitne elemente, ki so #¢od 5 nm.

To nakazuje, da biorazgradnja ne spreminja strakbsnovne verige CMC, saj bi se to
videlo na manjSih velikostnih skalah SAXS sipalrkhivulj, kar pa nismo opazili.
Posledica biorazgradnje je tudi Ziiao znizanje viskoznosti medija, kar dobro korelz
opazenimi spremembami pri SEC in SAXS.

Na reologijo CMC poleg biorazgradnje tmo vpliva tudi topilo, kot je pokazal Kulicke
(Kulicke in sod., 1996). ViSjo viskoznost nativneg@o CMC (Mw = 90 kDa in DS =
0,7) v BHM mediju glede na vodno raztopino kot tyssevdoplastno tokovno
obnaSanje raztopine pripisujemo vplivu prisotnibkéiolitov v BHM. Ti namré preko
sertenja odbojnih interakcij omoggo vecje medmolekularno prepletanje (Wach in sod,
2003). V nesubstituiranih regijah zaradi znizangbanih interakcij lahko prihaja do
Sibkih medmolekularnih H-povezav, ki se pod vplivatnizne sile prekinejo. TaksSno
prepletanje razlozi tudi psevdopl&sid tokovno obnaSanje. V vodni raztopini so
medmolekularni odboji nmimejSi, zato ne pride do prepletanja, niti do medkalarnih
povezav. Ker biorazgradnja poteka na nesubstitinnagijah (Wirick, 1968; Kalsulke in
sod., 1988) in razgrajen CMC le-teh ne vsebujelkijasetenim odbojem ne prihaja do
mocnejSih medmolekularnih povezav. To je skladno ztoygiovami Kulicke in sod.
(1996), da nesubstituirane regije CMC lahko tvonjikrokristalinicne, celulozi podobne

odseke, kar omogajo nekovalentne povezave (H-vezi). Vpliv elektmli na
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strukturiranosti raztopin opazimo tudi s SAXS. Zdalmm biserne ogrlice smo dolb
vrednosti interakcijskih in oblikovnih parametraeprezentativne makromolekule CMC.
Z modelom smo ugotovili izrazito minejSe medmolekulske odbojne interakcije v vodni
raztopini kot v BHM mediju, kar je skladno s gakovanji. V BHM mediju so namée
odboji med karboksimetilnimi skupinami zageni z elektroliti, zato je jakost odbojnih
interakcij nizja. Znizana ntoodbojnih interakcij omogta, da se sosednje verige CMC
lahko priblizajo in prepletejo, kar je skladno s vi{ano viskoznostjo In
psevdoplastinostjo v BHM mediju glede na vodno raztopino. Kdmda, kjer se dve
molekuli stikata, SAXS ne prepozna kot dvebeloh delcev. To je razlog, zakaj smo z
modelom biserne ogrlice daidi viSje Stevilo monomernih enot v molekulah nadga

in razgrajenega 2 % CMC v BHM mediju in relativnelilk radij giracije. V 2 % vodni
raztopini, kjer so bili odboji med posameznimi gami dovolj méni, do tega pojava ni

priSlo in model biserne ogrlice da@ldstevilo monomernih enot, ki ustreza Mw polimera.

Da imajo na strukturo CMC kljien vpliv odbojne interakcije smo pokazali tudi z
ugotavljanjem strukture 2 % CMC pri raziih pH vrednostih. Rezultati nantr&azejo,
da se naklon sipalnih krivulj zviSuje s padanjem \p#Ednosti od 7 do 1,6, kar kaZze na
prisotnost vedno \Wgh struktur v raztopinah z nizjimi pH vrednostnilizanje pH
vrednosti poveuje koncentracija protonov, le-ti pa se delno vezea karboksilne
skupine CMC in s tem znizajo Stevilo nabojev naekoli. ZmanjSano Stevilo nabojev
pomeni znizano moodbojnih interakcij, zato CMC lahko tvori ¥@ekovalentnih inter-
in intramolekularnin H-povezav. Slednje pa privede vejih supramolekularnih
struktur, ki prispevajo k sipanju rentgenskih Zarkmi nizjih g vrednostih. Vpliv pH
vrednosti na strukturo CMC je skladen z ugotovitvariang in sod. (1999), ki so
prowevali vpliv pH vrednosti na viskoznost EPSa balgetiactococcus lactis in

ugotovili, da je pri temperaturi 60 °C viskoznoftEpadala z nizanjem pH vrednosti.

Rezultati biorazgradnje CMC Gellulomonas uda so razkrili, da z nar&ajoco stopnjo
substituiranosti biorazgradnja pada, kar je skladnliteraturo (Reese in sod., 1950;
Reese, 1957; Wirick, 1968). Tako glede na nmma@ koncentracije reduciraijh

sladkorjev kot tudi glede na padanje viskoznostisstvzorca CMC z DS vrednostma 0,7
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in 0,9 podobna in z@dno bolje razgradljiva kot CMC z DS vrednostjo 1T opaZzanje
kaze, da biorazgradljivost ni pogojena samo z D&lwostjo, temve je pomemben
dejavnik tudi porazdelitev karboksimetilnih skupindolz celuloznega skeleta. Glede na
biorazgradljivost sklepamo, da imajo v powfjuemolekule CMC z DS vrednostma 0,7 in
0,9 znatno vé& nesubstituiranih regij z vsaj tremi zaporedno wana nesubstituiranimi
glukoznimi enotami, na katerih lahko pride do cepiteluloznega skeleta, kot molekule
CMC z DS vrednostjo 1,2. Zmoznost cepitve gliko#dvezi je dobro korelirala z rastjo
bakterijske kulture. Vzorca z nizjo DS vrednostimata le vé nesubstituiranih regij, na
katerih potée hidroliza, temve kultura iz njih lahko pridela weglukoze, ki jo lahko

bakterija uporabi za rast.

Na potek biorazgradnje kot tudi na strukturirarmsdtmera v raztopini ima velik vpliv tip
substituente vezane na celulozni skelet (npr. Kemibeetil, hidroksietil, metil). Kultura
Cellulomonas uda je pri danih inkubacijskih pogojih najmanj razgtadkarboksimetil
celulozo. Nizjo biorazgradljivost CMC smo pokaz&dko preko najnizjega padca v
viskoznosti, preko najmanjSega poviSanja koncengraeduciraj@ih sladkorjev, kot tudi
preko najnizje stopnje depolimerizacije v primerjatHEC in MC. Rezultati kazejo na
to, da je bilo v uporabljenem CMC manj mest, naekhtje lahko prislo do encimske
hidrolize celuloznega skeleta kot v primeru HEC MC. Predvidevamo, da so
karboksimetilne substituente v CMC zaradi odbojnitterakcij razporejene bolj
homogeno kot substituente v HEC in MC. Negativnbiteakarboksilne skupine preko
odbojev najverjetneje tekom sinteze usmerjajo vezaslednjih skupin na manj nabite
regije. Primerjava biorazgradnje komercialnih CMBEC in MC kaze, da tip
substituente lahko vpliva tudi na hitrost biorazyji@ s kulturoCellulomonas uda.
Rezultati kazejo, da kultur@ellulomonas uda razgradi CMC in HEC skoraj popolnoma
Ze po enem dnevu inkubacije. Po drugi strani paksttura po enem dnevu inkubacije
pri istih pogojih zniza viskoznost MC zgolj za 8 %Razlog za zmanjSano hitrost
biorazgradnje MC glede na CMC in HEC je zelo vegetv hidrofobnosti metilnih
skupin, kar lahko vpliva na hidratiranost molekuledostopnost celuloznega skeleta za

celulaze, suprastrukturne organizacije celuloznggatila v raztopini in posletno
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znizane mobilnosti bakterij in difuzije celulazj aiterakcije hidrofobnih substituent s

hidrofobnimi aminokislinskimi ostanki celulaz.

Narava substituente izrazito vpliva tudi na struk&nosti raztopin celuloznih gostil in na
njihove reoloske lastnosti. Kljub primerljivim md&askim masam HEC in CMC, kot
smo ocenili s SEC ima nandreHEC bistveno viSjo viskoznost in bolj izrazito
psevdoplastino tokovno obnaSanje kot CMC. Glede na SEC ima MKbliko nizjo Mw
kot CMC in HEC, a najviSjo viskoznost in najboljrazeno psevdoplastio tokovno
obnaSanje. Na CMC so vezane negativho nabite kaiiekiine skupine, ki preko
odbojnih interakcij prepkeijejo prepletanja med molekulami, do kakrsnih gghaMC

in HEC. Prepletanje med molekulami pa prispeva kvigamju viskoznosti in
psevdoplastinosti raztopin. V primeru MC so prepletanja med ekalami dodatno
omogaena preko hidrofobnega efekta, ki zdruzuje mettkepine. Oblike sipalnih
krivulj kazejo, da sta HEC in MC v raztopini struktana kot togi iztegnjeni molekuli,
medtem ko ima CMC bolj fleksibilno strukturo. Pridigne SAXS sipalne krivulje so
skladne z odsotnostjo izrazitih odbojnih interakeiMC in HEC. Rezultati reologije
skupaj s SAXS kaZejo, da imajo raztopine polimezotolj fleksibilno konformacijo
nizjo viskoznost in so manj psevdoplast, raztopine polimerov s togo iztegnjeno
konformacijo pa imajo visjo viskoznost in so bofevdoplastine (Morris in Harding,
2009).

5.1.2 Sinteza in karakterizacija novega derivata C\L

Glede na Studij biorazgradnje rarih komercialno dostopnih celuloznih gostil smo
pripravili strategijo za sintezo novega gostila e&ulozni osnovi, ki bi imelo nizjo
biorazgradljivost. Predpostavili smo, da bi vezaramatskih skupin lahko naredila
celulozno ogrodje bolj togo in hidrofobno, kar IonanjSalo dostopnost za biorazgradnjo.
Pri sintezi smo izhajali iz CMC (Mw = 90 kDa in DS 0,7). Na CMC smo preko
sulfonskih estrov vezali aromatske tozilne skupgt@mer smo preferaimo zeleli znizati
biorazgradljivost. Ptiakovali smo spremenjene fizikalno-kemijske lastindstpa naj bi

Vv najveji mozni meri ohranile psevdopla&tio obnaSanje izhodne CMC raztopine.
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Sintezni postopek priprave tozilata karboksimeglutbze (TsCMC) je bil natovan
tako, da je bila v vseh korakih sintepe- toluensulfonska kislina (TSA) v pribitku, s
¢imer smo prepr@li moznost neposredne tvorbe esterskih vezi, kdatiko povzrgilo
zviSanje DP preko estrenja karboksilnih in hidrokbki skupin CMC.

Strukturo TsCMC smo kvalitativno ugotavljali z IR UV-VIS spektroskopijo. Obe
metodi kazeta na prisotnost aromatske substitueszane na CMC. Kvantitativno smo
DS vrednost tozilnih skupin ocenili z CHSP elementanalizo. Rezultati CHSP
elementne analize kazejo DS vrednost tozilnih skugirog 0,1, kar pomeni, da se
tozilna skupina v povptgu pojavi na 10 anhidroglukoznih enot TsCMC. Gleuake

relativno nizek delez substitucije tozilnih skupso izrazito spremenjene fizikalno-

kemijske lastnosti glede na izhodni CMC preservetlji

TsCMC ima glede na izhodni CMC o poviSsano viskoznost, ki pa za razliko od
CMC ne nara®a linearno z narg&gjoco koncentracijo. Nelinearno nata$je viskoznosti

Zz narasajoto koncentracijo polimera kaze na asociativho ohmasSalo pomeni, da
viskoznost raztopine ni zgolj vsota prispevkov wskosti posameznih molekul, tentve
je pomemben tudi prispevek medsebojnih interakeiglmolekulami polimera. Molekule
lahko medsebojno interagirajo bodisi preko prepltabodisi preko priviénih interakcij
kot so vodikove vezi, hidrofobni efekt in podobnbako privia&ne interakcije kot
prepletanje verig se poleg asociativnega obnaSd&@aejo tudi na pov@anju
psevdoplastinosti raztopine (El-Hefian in sod., 2010). Da je mavo sintetizirani
polimer ohranil naboj, kaze reoloSki odziv na pmsst elektrolitov v raztopini. Tako
kakor izhodni CMC ima tudi TsCMC v vodi znatno mizjiskoznost kot v BHM mediju.
Vpliv elektrolitov se Se bolj signifikantno kaze matrinzi¢cnih viskoznostin CMC in
TsCMC. Ker imata oba polimera &isti vodni raztopini viSjo intrinZino viskoznost,
lahko sklepamo, da je to posledicatjeeekspanzije kot v BHM mediju. BHM medij
namre& vsebuje elektrolite, ki lahko zas#o odboje med karboksilnimi skupinami. Ker
se intrinzéna viskoznost doka v raztopinah z nizko koncentracijo polimera, ima
polimer na voljo dovolj prostora, da zavzame patjulprostor in konformacijo,

neodvisno od sosednjih molekul. $enje naboja ima v takSnem primeru vpliv predvsem
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na intermolekularne odboje, kar rezultira v zmamjSekspanziji polimerne verige.
Primerljivi intrinzi¢ni viskoznosti CMC in TsCMC, tako wisti vodi kot tudi v BHM
mediju, kazeta na primerljivi molekulski masi poémv. Primerljiva molekulska masa
polimerov pomeni, da so razlike v reoloskih lastin$sCMC glede na CMC predvsem
posledica uvedbe dodatnih substituent. Glede ravoaozilnih skupin lahko le-te preko
mocnih aromatskih » - n stacking« interakcij (Sinnkhort in sod., 2002; MuGghey in
sod., 1998) med tozilnimi skupinami povezujejo p@rne verige TsSCMC v kompaktno
3-D mreZo. Stevilo povezav in s tem gostota mreBtekture se poveje s
koncentracijo TsSCMC, zato viskoznost ne né&madinearno s koncentracijo, tenive
eksponentno (Bataile in sod., 1997; Charpentieioth, 1997). Z naragjoco strizno silo
se aromatske povezave med tozilnimi skupinami TsQlkinjajo, posledno pa se
rusi strukturiranost 3-D mreze, kar omdg@sevdoplasino tokovno obnaSanje raztopin
TsCMC.

Prisotnost tozilnih skupin vezanih na celuloznooojg CMC vpliva tudi na hidrofobnost
polimera. Glede na dinagme meritve kontaktnih kotov ima TsCMC zmanjSano
omailjivost. Znizana omdljivost je posledica hidrofobnosti TsCMC, kar remal v
kompaktnejsi strukturi TsSCMC glede na CMC in zmanj®pnost v vodi. Tozilne
skupine vezane na celuloznem skeletu CMC orsajgotudi emulgatorske lastnosti
TsCMC, ki jih CMC ni imel. S TsCMC lahko¢inkovito stabiliziramo emulzijo, kar z
izhodno raztopino CMC ni moge. Emulzija TsCMC je stabilizirana z adsorpcijo na
oljno kapljico preko tozilnih skupin, medtem ko itabkarboksimetilne skupine, ki so
locirane na povrsSini oljne kapljice nase veZejoo,ddar pa prepkaije zdruzevanje oljnih
kapljic in s tem I6bo oljne faze. To je primerljivo z opaZanji Srokowasodelavcev
(2004), ki so emulgacijske lastnosti péeuali na CMC derivatih z vezanimi ntadnimi
kislinami. Kombinacija méno polarnih karboksimetilnih in nepolarnih aromatsk
tozilnih skupin omogéa topnost TSCMC v vodnih medijih, hkrati pa so om@ne
inter- in intra-molekularne asociacije polimernilolekul. To je edinstvena kombinacija,
ki ima zaradi svojih lastnosti potencial v induskih aplikacijah premazov na vodni

0SNoVi.
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Tozilne skupine imajo tudi vpliv na strukturiranostztopin. V vodni raztopini ima
TsCMC slabSe izrazen elektrostath odboj glede na CMC. Razlog za slabSe izrazen
elektrostatien odboj v vodi pri TSCMC je najverjetneje posledigrivianih »t - ©
stacking« interakcij med hidrofobnimi aromatskirmozitnimi skupinami TsCMC. Topilo
ima izrazito veéji vpliv na strukturiranost CMC kot na TsCMC, s& sipalne krivulje
TsCMC v vodi in BHM mediju ne razlikujejo tako izito kot pri CMC. Najbolj izrazito
se vpliv topila opazi pri manjSity, kjer se naklon sipalne krivulje CMC v BHM gleda n
vodo m@&no povisa. PoviSanje naklona v BHM kaze na tvothbaktur vejih velikosti in
nakazuje na asociacije sosednjih molekul CMC. Amog CMC so v BHM mediju
omogaene zaradi se&enja odbojnih interakcij med karboksimetilnimi skugmi
sosednjih molekul CMC. Efekt v primeru TsCMC ni hdko izrazit, saj dodatek
elektrolitov ni povzrdil novih kontaktov med sosednjimi verigami, ker lsiti le-ti ze

vzpostavljeni prekom- n stacking« interakcij.

Najbolj pomemben rezultat te naloge je, da je uaadiidatnih substituent riwo znizala
biorazgradljivost TsSCMC glede na izhodni CMC.c&ma viskoznost TSCMC je tekom
14-dnevne inkubacije padla na 60 %etae vrednosti, medtem ko je bil CMC v tem
¢asu popolnoma razgrajen in je bila viskoznost @mt priblizno enaka viskoznosti
vode. Biorazgradnjo TsCMC najhitreje opazimo prefpgszemembe viskoznosti. To ni
tako nenavadno, saj ze ena sama cepitev polimengevisCMC povzré velik padec v
viskoznosti. Rezultati so jasno pokazali, da je CptiC14-dnevni inkubaciji popolnoma
neuporaben kot zg®&valec. Na drugi strani je bil TSCMC delno razgnajeendar Se
vedno poseduje del svojih &nih reoloskih lastnosti in je kot tak Se nadaiporaben
kot zgogevalec. S tem smo dosegli glavni cilj sinteze TsGCME je zmanjSanje
biorazgradljivosti in ohranitev zgdédvalnih lastnosti. Sklepamo, da DS vrednost
sintetiziranega novega derivata CMC ni kha za zmanjSano biorazgradljivost, saj je
skupna DS vrednost TsCMC zgolj nekoliko nad 0,8temia pa je slabSe razgradljiv kot
CMC z DS vrednostjo 1,2. Tozilne skupine natnpeleg poviSanja skupne vrednosti DS
lahko otezijo encimski napad celuloznega ogrodjadiaveijin stericnih ovir (tozilne
skupine so vge kot karboksimetilne) (Glasser in sod., 1994yadaznizane solvatacije

polimera, preko suprastrukturne organizacije polan&i preko zamrezenosti raztopine
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zniza mobilnost bakterij in difuzijo celulaz aligio interakcije hidrofobnih substituent s
hidrofobnimi aminokislinskimi ostanki celulaz. Ppa$tavljamo, da smo tekom sinteze
TsCMC velik del tozilnih skupin vezali na mesta,ski bila pred tem nesubstituirana (na
njih bi namre lahko potekla encimska hidroliza).

Biorazgradljivost novega derivata celuloze smo eriivtudi z uporabo v industrijskem
izdelku. Primerjali smo razgradljivost komercialaggdelka stenskih barv, ki je vseboval
CMC, z izdelkom, kjer smo CMC zamenjali s TsSCMCoMenjena izdelka smo dodali
standardni inokulum mikroorganizmov brez dodatkatiprikrobnih sredstev. Rezultati
spremljanja viskoznosti kazejo, da je v opazovangsu (dva meseca) viskoznost
komercialnega izdelka s CMC kot gostiloméatno padla in ni v@ustrezala predpisanim
vrednostim. Po drugi strani pa je bil izdelek s WKC kot gostilom po dveh mesecih
inkubacije delno razgrajen, vendar je bila viskatnndelka Se vedno v okviru vrednosti,
ki omogaajo normalno uporabo izdelka. Ti rezultati potrjojevrednost podatkov
pridobljenih v laboratorijskih poskusih in kazega ima na novo sintetiziran TSCMC

izboljSano odpornost na biorazgradnjo.

5.2 SKLEPI

Strukturiranost raztopin celuloznih gostil dédma s SAXS metodo korelira z

reologijo raztopin.

» Strukturiranost CMC v raztopini je odvisna od upjyenega topila, prisotnost

elektrolitov poveéa radij giracije CMC.

* PH raztopine ima zelo velik vpliv na strukturirahdSMC v raztopini, saj se s

padanjem pH vrednosti od 7 proti 1,6 p&wje velikost delcev v raztopini.

* Biorazgradnja celuloznih gostil ni pogojena sam&iapnjo substituiranosti, temye

ima pomembno vlogo tudi razporeditev substitueniolz celuloznega skeleta.
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* Biorazgradnja CMC spremeni predvsem strukture rikosgnih skalah v&ih od 5
nm, biorazgradnja celuloznih gostil z viSjimi DSednostmi pa ne pokaze opaznih

strukturnih sprememb s SAXS.

* Tip substituente celuloznih gostil (karboksiméehikiroksietil, metil) znailno vpliva

na strukturiranost in reoloSko obnaSanje gostiazvopini.

* Uvedba tozilnih skupin na CMC je zimo znizala biorazgradljivost in hitrost
biorazgradnje novo sintetiziranega derivata — TSCMC

* Poleg znizane biorazgradljivosti smo s tozilacioesnenili reoloSke lastnosti CMC
in tako pridobili gostilo, ki izkazuje asociativiipgnoaino povisano viskoznost ter
izrazito psevdoplasthost. S tozilacijo CMC smo znizali orlpvost gostila ter mu

omogaili emulgatorske lastnosti.
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6 POVZETEK (SUMMARY)

6.1 POVZETEK

Celulozna gostila se zaradi ugodnih fizikalno-keskilp lastnosti uporabljajo v razhih
industrijskih panogah. Fizikalno-kemijske lastnoséiluloznega gostila so pogojene s
tipom in delezem substituent vezanih na celulokaelet. Med pomembnejSe lastnosti, ki
celulozna gostila naredijo uporabna v Stevilnihusitijskih panogah, sodijo njihove
reoloSke lastnosti. Denimo, pri barvah na vodniossne kljucnega pomena njihova
psevdoplastinost, ki naredi barvo primerno za nanos. Tezavedustriji predstavlja
bioloSka razgradnja celuloznih gostil, kjer pridedepolimerizacije in posletho izgube
klju¢nih reoloskih lastnosti. V tej doktorski nalogi snpoowevali vpliv substituent
vezanih na celulozni skelet na biorazgradljivoststrukturne in reoloSke lastnosti. Poleg

tega smo sintetizirali nov celulozni derivat, kisramanjSano biorazgradljivost.

Biorazgradnjo gostil na celulozni osnovi smo spialinV inkubacijskih eksperimentih z
uporabo bakterijskih kultuBacillus subtilis subsp.subtilis NCIB 3610 inCellulomonas
uda DSM 20108. Med inkubacijo smo spremljali baktéds rast, nara&nje
koncentracije reducirafth sladkorjev ter padanje viskoznosti medija. Dépelizacijo
gostil v procesu biorazgradnje smo ocenjevali s SESAXS metodo pa smo opazovali
spremembo strukturnih lastnosti med razgradnjo. Mbéorazgradnjo je priSlo do
strukturnih sprememb, predvsem n&ijie velikostnih skalah (vgih od 5 nm). Na
strukturo CMC je imelo velik vpliv topilo, ki lahkpreko ionske jakosti in pH vrednosti
vpliva na odbojne interakcije med karboksilnimi glkami. Vpliv topila se lahko kaze
kot sertenje odbojnih interakcij, kadar imamo v vodnem megiisotne elektrolite ali
preko spremembe pH vrednosti, ki s protonacijo ésbnih skupin zniZuje nabitost
polimera in tako znizuje jakost odbojih interakchjla biorazgradljivost vpliva tudi
stopnja substitucije, ki z nat@hjem deleza substituiranosti znizuje Stevilo mest,
katerih lahko pot& encimsko katalizirana hidroliza celuloznega giel®oleg stopnje
substituiranosti je za biorazgradljivost Kinega pomena tudi distribucija substituent.

ViSja kot je homogenost v porazdelitvi substituentlolz celuloznega skeleta slabsa je
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biorazgradljivost. Vpliv tipa substituente se v g@eu biorazgradnje kaZze na dveh ravneh.
Substituenta lahko vpliva na stopnjo biorazgradhiv, kar je posledica distribucije
substituent vzdolz celuloznega skeleta. Tip sulestite vpliva tudi na hitrost
biorazgradnje, kar je lahko posledica suprastruldwrganizacije celuloznega gostila v
raztopini, slabSe dostopnosti celuloznega skeleta delovanje celulaz, slabSe
hidratiranosti molekule ali interakcije hidrofobnitsubstituent s hidrofobnimi

aminokislinskimi ostanki celulaz.

Z estrenjem prostih hidroksilnih skupin z anhidrndp-tolensulfonske kisline smo v tem
doktorskem delu pripravili novo celulozno gostilozilat karboksimetil celuloze
(TsCMC). TsCMC ima glede na elementno sestavo noo@ihin okrog 10 %
anhidroglukoznih enot v molekuli CMC. Glede na idhomaterial so biorazgradljivost
in fizikalno-kemijske lastnosti spremenjene. TsCl@olj viskozen kot CMC, tokovno
obnaSanje je izrazito psevdoplast, poleg tega pa izkazuje asociativhost. TSCMC je
tudi slabSe om#ljiv od CMC in se lahko uporablja kot stabilizamulzije, kar s CMC

ni mogae. Tozilacija CMC je méno znizala biorazgradljivost, kar je bil k&ai cilj
derivatizacije. Poleg zniZzanja biorazgradljivoitpzilacija tudi znatno znizala hitrost

biorazgradnije.

Rezultati te naloge kazejo, da je kombinacija sifredehnik in meritev viskoznosti gostil

na celulozni osnovi primeren &ia za dol@itev reoloskih in strukturnih sprememb, ki se
dogajajo med biorazgradnjo. Nobeno od @emih celuloznih gostil ni bilo popolnoma
odporno na bakterijsko razgradnjo. Razgradnja j& bkrazito odvisna od tipa

substituente. Na novo sintetiziran toziliran CMC jse glede na svoje lastnosti in
biorazgradljivost izkazal bolje kot komercialno thgmi derivati celuloznih gostil.
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6.2 SUMMARY

Cellulose thickeners are used in various indusseators due to their favorable physical-
chemical attributes. Physical-chemical attributésallulose thickener depend on type
and degree of substitution, and distribution aldimg cellulose backbone. Among the
most desirable attributes making cellulose thickeneteresting for various industrial

applications, are their rheological properties. Rostance, in water-borne paints,
pseudoplasticity of cellulose thickeners is crudal their application. In industrial use,

the biodegradation of cellulose thickeners causssriaus problem, as it results in a loss
of product integrity. In this doctoral work, we laexamined the effect of different

substituents bound to cellulose backbone on bi@dkdpility as well as on structural and
rheological properties. In addition, we have predaa new cellulose derivative with

lowered biodegradability.

Biodegradation of cellulose thickeners was studmedcubation experiments using the
bacterial cultureBacillus subtilis subspsubtilis NCIB 3610 andCellulomonas uda DSM
20108. During the incubation, we periodically exaed bacterial growth, reducing sugar
concentration, and viscosity. The depolymerizatadncellulose thickeners during the
biodegradation process was estimated by SEC, wkitactural properties were
determined by SAXS. Structural changes during thedgradation of CMC were
observed mainly on larger scales (structures latgan 5 nm), which significantly
decreased share of larger structures. Differenests had a major effect on the structure
of cellulose thickeners, because they affecteda talifferent extent, the repulsive
interactions between carboxylic groups through gearof ionic strength and pH value.
The biodegradation was affected by the degree bfktgution (DS); increased DS
lowered the number of sites where cellulases cairdiyze cellulose. Beside the DS
value, the distribution of substituents along thacKkibone is very important for
biodegradation of cellulose thickeners. More umfothe distribution of substituents
along the cellulose backbone, the lower is the dgoadability of the polymer. The type
of substituent affects the biodegradation procéselulose thickener on two levels. The

substituent affects the degree of biodegradabihtyich is a consequence of distribution
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of substituents along the cellulose backbone. Skcie type of substituent affects the
rate of biodegradation, which could be a consequ@fiuprastructural organization of
thickener in a solution, lower accessibility oflaklse backbone due to poor salvation, or
interactions with hydrophobic amino acid residuksadlulases.

Esterification of free hydroxyl groups using anhgdrof p-toluenesulfonic acid resulted
in a new type of cellulose thickener; carboxymettsilulose tosylate (TsCMC). In the
newly synthesized TsCMC approximately 10 % of ambgtucose units have been
substituted with tosylic group. Compared to theeptal material biodegradability and
physical-chemical attributes of TSCMC were changesiCMC is more viscous than
parental CMC, it has more pronounced pseudopldkii@ behavior, and increased
associative performance. The newly synthesized Te@dalso less wetable than CMC
and can be used as emulsion stabilizer. The tisylatf CMC significantly reduced

biodegradability, which was the primal goal of datisation. Beside lower

biodegradability, tosylation also lowered the ratéiodegradation.

The results of this work indicate that a combinatd SAXS and viscosity measurements
may provide valuable rheological and structurabiinfation during biodegradation of
cellulose thickeners. None of the examined celkilibsckeners was completely resistant
to bacterial degradation. The degradation was dipenon the type of substituent. In
this regard, the newly synthesized tosylated CMOw&u increased resistance to

biodegradation compared to commercially availakleutose thickeners.
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