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1. Uvod

Celuloza je polimer koji se u prirodi pronalazi kao sastavni dio stanicne stijenke biljaka, ali i u
brojnim bakterijskim vrstama i algama. Mehanickim tretmanima ili kemijskom modifikacijom
celuloznih materijala odnosno uzgojem bakterija roda Gluconobacter, moguée je proizvesti
nanocelulozu. Prema definiciji, nanoceluloza je materijal celuloznog podrijetla s najmanje jednom
dimenzijom u nanometarskoj veli¢ini [Nechyporchuk i sur., 2016].

Znacajne karakteristike nanoceluloze, kao Sto su velika povrsina, hidrofilnost i visoki stupanj
kristalini¢nosti i Cistoce, posljedica su nacina prerade, proizvodnje i fenomena vezanih uz Cestice
nanometarske veli¢ine. Osim navedenih, nanocelulozu karakterizira i velika aksijalna krutost (do
130 GPa), veliki omjer Sirine i visine nanocestica (od 10 do 100), mala gustoca (priblizno 1,5 g /
cm?) i niska vrijednost koeficijenta toplinskog Sirenja (priblizno 1 ppm / K). Ova svojstva koriste
se u proizvodnji kompozitnih materijala poboljSanih svojstava [Borjesson i sur., 2015]. Takoder,
ocekuje se da Ce se primjenom razliitih postupaka (pred)tretmana celuloze i modifikacijama
nanoceluloze omoguciti proizvodnja nanoceluloze naprednih svojstava [Islam i sur., 2014] kao Sto
su biokompatibilnost, biorazgradivost i poboljSana mehanicka i izolacijska svojstva. Ta svojstva
uglavnom ovise o proizvodnom procesu i sastavu lignocelulozne biomase koja se koristi kao
ishodiSna sirovina [Siqueira i sur., 2010].

Morfoloski gledano postoje tri vrste nanoceluloze koje se mogu proizvesti: (a) celulozna
nanovlakna (CNV), dobivena enzimskim i/ili fizikalno-kemijskim procesom dezintegracije; (b)
nanokristalna celuloza (CNK), koja se dobiva primjenom koncentriranih anorganskih kiselina kao
Sto su HCl ili H2S04 [Klemm 2011]; i (c) bakterijska nanoceluloza, sintetizirana od strane bakterija
Gluconoacetobacter xylinius. U ovom preglednom radu opisane su metode i tehnike proizvodnje
CNV-a, celuloznih nanokristala (CNK) i bakterijske nanoceluloze (BNC) iz lignocelulozne biomase
kao i mogucnosti modifikacija (nano)celuloze s ciljem proizvodnje materijala Zeljenih svojstva i

visoke dodane vrijednosti.



2. Predtretman lignoceluloznih sirovina i proizvodnja nanoceluloze

Lignocelulozna biomasa je kompleksna struktura sastavljena od lignina (15-30%), hemiceluloze
(20 do 50%) i celuloze (40 do 50%) [Arora i sur., 2020]. Iako je, zbog neophodnog predtretmana,
tehnoloski znacajno zahtjevnija sirovina za primjenu u industriji, lignocelulozna sirovina je jeftinija
u usporedbi sa sirovinama prve generacije poput melase, glukoze ili Skroba. Dostupna je iz
poljoprivrednog i Sumarskog sektora. Lignocelulozna biomasa se kao otpad iz poljoprivrednog i
Sumarskog sektora nakuplja u velikim koli¢inama, koje mogu doseéi i do 50 x10° tona godisnje.
[Kuhad i sur., 1993] te se njezinim koriStenjem u industrijskoj proizvodnii, a tako i u proizvodniji
nanoceluloze drzi do nacela odrZivog razvoja. Celuloza je linearni homopolimer sastavljen od B-D-
glukopiranoznih jedinica povezanih B-1,4-glikozidnom vezom te kljucha komponenta
lignocelulozne biomase jer se njezinim tretmanom dobiva celuloza nanometarske razine, tj.
proizvodi nanoceluloza. S ciljem Sto boljeg izdvajanja celuloze, prvi korak u proizvodnji
nanoceluloze je predtretman koji ukljuuje uklanjanje lignina i hemiceluloze [Nechyporchuk i sur.,
2016]. Lignin ¢ini u vodi netopljivu barijeru, a hemiceluloza obavija celulozna vlakna, pa su
njihovim uklanjanjem celulozna vlakna dostupnija mehanickom odnosno kemijskom tretmanu.
Razlikujemo dvije vrste struktura unutar celuloze: amorfnu i kristalini¢nu, a udio i omjer navedenih
struktura ovisi o podrijetlu lignocelulozne biomase. Amorfni dijelovi celuloze podlozniji su
djelovanju anorganskih kiselina odnosno enzimskoj hidrolizi, pa se uklanjanjem tih struktura
oslobadaju dijelovi celuloze s kristalinicnom strukturom cijim se daljnjim tretmanom mogu
proizvesti nanokristali celuloze (CNK). Na Slici 1 shematski su prikazani amorfni i kristalinicni
dijelovi lignocelulozne sirovine i uc¢inak mehani¢kog odnosno kemijskog tretmana.

Visoki utrosak energije tijekom kemijsko-mehanickog tretmana ograni¢ava primjenu nanoceluloze.
Stoga su se posljednjih godina razvijaju novi postupci proizvodnje nanoceluloze koristenjem
energetski ucinkovitijih fizikalnih, kemijskih i enzimskih metoda [Naderi i sur., 2015]. Ovisno o
koristenoj metodi predtretmana, mogucée je dobiti nanocelulozu razlicitih svojstava i odrediti
mogucénost primjene. U ovom poglavlju dan je pregled istrazivanja postupaka proizvodnije
nanoceluloze koriStenjem fizikalnih, kemijskih i bioloskih metoda. Osim navedenih triju metoda,
kombinacija razli¢itih vrsta predtretmana rezultira ucinkovitijom razgradnjom kompleksne
strukture lignocelulozne biomase. Kombinacija enzimskog i fizikalnog predtretmana pulpe drva
rezultira proizvodnjom nanovlakana s ve¢im omjerom Sirine i duzine te vecom molekulskom

masom u usporedbi s nanovlakanima dobivenih nakon predtretmana kiselinama [Henriksson i sur.,



2007]. Ova vrsta predtretmana ekoloski je prihvatljivija i ne zahtjeva upotrebu toksicnih i
korozivnih kemikalija koje se uobicajeno koriste u predtretmanima kiselinama. Enzimska hidroliza
rezultira znacajnim smanjenjem stupnja polimerizacije celuloze, a takvom se depolimerizacijom
pospjesila proizvodnja celuloznih nanovlakana fizikalnim predtremanom [Rollin i sur., 2011]. Kao
Sto je spomenuto u Uvodu, osim nanoceluloznih viakana, nanokristala celuloze, razlikujemo jos i
bakterijsku nanocelulozu, a mikroskopske slike tih triju vrsta nanoceluloze prikazane su na Slici 2.
Za proizvodnju bakterijske nanoceluloze takoder se kao sirovina moZze koristiti lignocelulozna

sirovina, kao alternativa skupim supstratima koji sluze kao hranjivi medij za uzgoj bakterije roda
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Slika 1. Grada lignoceluloznih sirovina [Dias i sur., 2020]



Slika 2: Usporedba mikroskopske slike: (a) nanokristalne celuloze, (b) celuloznih nanoviakana i

(¢) bakterijske nanoceluloze [Nazrin i sur., 2020]

2.1.  Mehanicki i fizikalni predtretman

Mehanickim tj., fizikalnim predtretmanom celuloznih vlakana mogucée je proizvesti i izdvojiti
mikrocelulozna (MCV) odnosno nanocelulozna vlakna (NCV). Djelovanjem mehanicke sile duz osi
celuloznih vlakana [Cheng i sur., 2009] dolazi do slabljenja i pucanja vodikovih veza izmedu
vlakana, a time se dimenzije celuloznih vlakana reduciraju do duzine od nekoliko mikrometara, a
Sirine od deset do nekoliko stotina nanometara. Dimenzije i morfoloSke karakteristike na ovaj
nacin dobivenih mikro/nanoceluloznih vlakana ovisi o svojstvima celuloze odnosno upotrijebljene
lignocelulozne sirovine. Celulozna nanovlakna (CNV) se zbog svojih mehanickih svojstava i velike
povrsine mogu koristiti kao modifikatori reoloskih svojstava u polimernim kompozitima i
hidrogelovima za proizvodnju superkondenzatora, biosenzora i fleksibilnih prozirnih displeja te kao
ekoloski prihvatljiva alternativa za plastiku u zrakoplovima, automobilima, gradevinskom
materijalu i drugim proizvodima, a zbog biokompatibilnosti se omogucava koristenje u biomedicini
[Dumanli, 2017]. IstraZivanja su pokazala da fizikalnim tretmanom primarne stanicne stijenke
biljaka nastaju tanja i dulja nanovlakna u usporedbi sa istim tretmanom sekundarne stanicne
stijenke. Osim toga, CNV ima veéi omjer duljine i promjera te vecu povrSinu s ve¢im brojem
hidroksilnih skupinama Sto ih cini pogodnijima za daljnju modifikaciju za razliku od celuloznih
nanokristala. Priprema nanovlakana fizikalnim tretmanom obi¢no se provodi pomocu tri glavne
tehnologije: homogenizacijom pomocu Manton-Gaulin homogenizatora, mikrofluidizacijom [Rol i
sur., 2019] te mikromljevenjem, ali se koriste jos i ekstruzija, kriomljevenje, ultrazvucni tretman

visokog intenziteta, tretman mikrovalovima, tretman parom pod visokim tlakom i parna eksplozija.
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Neke od navedenih metoda bit ¢e opisane u nastavku poglavlja. Celulozna nanovlakna proizvodi
nekoliko tvrtki kao npr. Daicel u Japanu i Rettenmaier u Njemackoj. Proizvodnja se temelji na
mehanickim metodama obrade i koristenju mlinova, homogenizatora i ekstrudera [Sird i Plackett,
2010].

Homogenizacija pod visokim tlakom ucinkovita je metoda za usitnjavanje celuloznih viakna, a
jednostavna je jer ne ukljucuje dodatak kemikalija [Keerati-U-Rai i Corredig, 2009]. Tijekom ovog
postupka vodena suspenzija celulozne pulpe propusta se kroz vrlo usku mlaznicu pri visokom tlaku
koji moze doseci i preko 150 MPa [Nakagaito i Yano, 2004]. Prolaskom suspenzije kroz mlaznicu
i djelovanjem smicnih sila i tlaka dolazi do usitnjavanja vlakana celuloze na mikro- i nanometarsku
razinu [Naderi i sur., 2015]. Homogenizacija pod visokim pritiskom koristi se za proizvodnju
nanovlakana iz razlicitih sirovina, poput pulpe Seéerne repe i ostataka pulpe nakon prerade voca
[Habibi i sur., 2009]. Valja naglasiti da koristenje visoko-tlatnog homogenizatora za proizvodnju
nanoceluloze donosi i neke nedostatke, od cega valja naglasiti da je potrebno provesti
zadovoljavajuce usitnjavanje sirovina kako ne bi doslo do zacepljenja homogenizatora [Jonoobi i
sur., 2010]. Jedan od najc¢eSce koristenih visoko-tlatnih homogenizatora je Manton-Gaulin
homogenizator.

Kriomljevenje je metoda tijekom koje se koristenjem tekuéeg dusika celulozni supstrati zamrzavaju
te se nakon zamrzavanja djelovanjem visokih smicnih i udarnih sila narusava struktura celuloznih
vlakana pri ¢emu dolazi do usitnjavanja [Chakraborty i sur., 2005]. Tijekom djelovanja udarnih i
smicnih sila dolazi do stvaranja pritiska zamrznutih kristala vode, pucanja celuloznih viakana i
oslobadanja mikrofibrila celuloze, a dodatnim djelovanjem sila na mikrofibrile dolazi do
usitnjavanja na nanometarsku razinu [Wang i Sain, 2007]. Kontrolom parametara tijekom
kriomljevenja  dobivena su nanovlakna s promjerima od 5 do 80 nm.
Ultrazvuk je dio zvu¢nog spektra u intervalu od 20 KHz na 10 MHz. Sonda koja generira ultrazvuk
pretvara mehanicku ili elektricnu energiju u ultrazvucne valove visokog intenziteta, a apsorpcijom
ultrazvucnih valova visokog intenziteta u kapljevinama dolazi do vrlo jakih mehanickih oscilacija
(kavitacije), sto je fizikalni fenomen koji ukljucuje formiranje, ekspanziju i imploziju mikroskopskih
mjehuriéa plina. Tijekom implozije, u neposrednom okruzju kavitacijskih mjehuri¢a, nastaju snazni
udarni valovi koji proizvode lokalne temperature i do 5000 °C i tlakove vece od 500 atm. Sve
navedene karakteristike Cine tretman ultrazvukom idealnim za procese stvaranja emulzija,
homogenizaciju, cijepanja i disagregacije materijala [Abramov, 1998]. Ako se ultrazvuk visokog

intenziteta primjeni na vodenu suspenziju celuloze prilikom predtretmana, moguée je dobiti



mikrocelulozna i nanocelulozna vlakna. Prilikom predtretmana potrebno je obratiti pozornost na
primijenjenu snagu sonde pri ¢emu je ucinkovitije usitnjavanje postignuto primjenom sonde vece
snage jer se u tom slucaju temperatura brze povecavala. Koristenjem celuloznih vlakana vecée
duljine dobivene su suspenzije s manjim udjelom celuloznih vlakana nanometarskih dimenzija
[Wang i Cheng, 2009], zbog Cega se preferira koristenje vise razlicitih metoda predtretmana.

Mehanicki postupci naj¢esce se koriste za proizvodnju nanoceluloze, ali su zbog velike potrosnje
elektricne energije nepovoljni, a neucinkoviti zbog nezadovoljavajucih svojstava dobivenih
materijala povezanih uz homogenost i raspodjelu nanoceluloze u polimernim kompozitima [Naderi
i sur., 2015]. Takoder, dobivene vodene suspenzije nanoceluloze nakon mehanickih tretmana
imaju nizak udio Cvrste tvari (do 5%), a troSkovi transporta vecih koli¢ina suspenzije visoki [Rol i
sur., 2019]. U svrhu smanjivanja utroska energije i optimiranje procesa proizvodnje nanoceluloze
proveden je niz istrazivanja proizvodnje nanoceluloze koristenjem kemijskih i enzimskih

predtretmana, Sto e biti opisano u sljede¢im poglavljima.

2.2.  Kemijski predtretman

Kemijski predtretman je vrsta obrade lignocelulozne biomase koriStenjem kemikalija Cijim se
djelovanjem uklanjaju lignin i hemiceluloza vezanih na povrsini celuloznih vlakana. Nakon njihovog
uklanjanja, kemikalije lako prodiru u amorfne dijelove celuloze [Zhu i Pan, 2010] i hidroliziraju ih,
¢ime se oslobadaju kristalini¢ni dijelovi strukture. Modifikacijom kristalini¢nih dijelova zatim se
mogu proizvesti nanokristali celuloze (CNK). Kemikalije koje se najceSée koriste za predtretman
lignocelulozne biomase su luzine i kiseline pa ¢e u nastavku biti opisani alkalni predtretman

odnosno kiselinska hidroliza.

2.2.1 Alkalni predtretman

Alkalni predtretman podrazumijeva koriStenje alkalnih otopina, tj. luzina kao Sto su NaOH i
Ca(OH), u svrhu modifikacije strukture i sastava koristene lignocelulozne sirovine [Cheng i sur.,
2008]. Rezultat koristenja alkalnih otopina je uklanjanje lignina, hemiceluloze i preostalih pektina.
Za delignifikaciju tijekom predtretmana odgovorni su hidroksilni ioni. Buduc¢i da je lignin
heteropolimer te sadrzi razne spojne i strukturne elemente koji imaju drukciju stabilnost, ucinak
alkalnog tretmana na strukturu lignina je slozen i tesko se definiraju uvjeti tretmana. Tijekom
procesa delignifikacije moze doéi i do nastanka nepoZzeljnih nusproizvoda poput metanola i
formaldehida [Fengel i Wegener, 1984]. Uvijeti tijekom alkalnog predtretmana moraju se pazljivo



kontrolirati kako bi se izbjegla nezeljena razgradnja celuloze i osiguralo provodenje hidrolize na

povrsini viakana.

2.2.2 Kiselinska hidroliza

Kiselinska hidroliza jedna je od najucinkovitijih metoda za predtretman lignoceluloznih sirovina
zbog mogucnosti cijepanja glikozidnih veza hemiceluloze, a i za proizvodnju celuloznih
nanokristala iz Cisto dobivenog celuloznog materijala. Tijekom hidrolize potrebno je kontrolirati
parametre kao Sto su temperatura, nacin mijeSanja i vrijeme trajanja hidrolize [Rol i sur.,2017].
Osobito bitna znacajka je vrijeme hidrolize jer se predugim djelovanjem kiseline moze postiéi
potpuna razgradnja celuloze, Sto se nastoji izbjeci, dok ¢e prekratko vrijeme hidrolize proizvesti
velika nedispregirana viakna i celulozne agregate. Uspjesnost hidrolize i svojstva dobivenih
nanokristala celuloze ovisi i o upotrijebljenoj kiselini. NajceSce se koristi sulfatna kiselina i
bromidna kiselina, a takoder se koristi kloridna i fosfatna kiselina. Sulfatna i fosfatna kiselina
reagiraju s povrsinskim hidroksilnim skupinama celuloze dajuci povrSine zasicene fosfatnim ili
sulfatnim esterima koji pospesuju spontanu disperziju celuloznih nanokristala u vodi. Ovisno o
podrijetlu celuloze i vrsti koriStene kiseline, omjeri duzine i Sirine nanoceluloze se mijenjaju. Ipak,
za vecinu predtretmana kiselinama i luzinama izmjerene su dimenzije od nekoliko nanometara
Sirine i duzine od deset nanometara do nekoliko mikrometara. Iako je vrlo ucinkovita metoda,
kiselinski predtretman ima i neke nepozeljne osobine. Tako se zbog korozivnog djelovanja kiselina
na opremu mora koristiti skuplji materijal Sto u krajnosti povecava investicijske troskove. Takoder,
tijekom hidrolize nastaju i nepozeljni nusprodukti poput furfurala, a osim toga su veliki i troskovi
odlaganja otpadnih voda [Yang i Wyman, 2008]. Djelovanjem kiselina i luzina na celulozne
supstrate dolazi do uklanjanja dijela jedinica glukana vezanih B-1-4-glikozidnom i usitnjavanja
celuloze na nanometarsku razinu. Takoder kiseline i luzine reagiraju s hidroksilnim skupinama
glukana. Ove reakcije se mogu iskoristiti za modifikaciju i dobivanje nanoceluloze Zeljenih
svojstava. Stoga su u Poglavlju 3 opisane metode i mehanizmi kemijskih modifikacija

(nano)celuloze.

2.3 Enzimski predtretman

Enzimskim predtretmanom olakSava se razgradnja celuloze i umanjuje utrosak energije za

proizvodnju nanoceluloze [Paakko i sur., 2007]. Da bi se uspjesno razgradila celuloza potrebno je
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djelovanje vise enzima koje nazivamo celulolitickim enzimima. Podjela celulolitickin enzima na
celobiohidrolaze, endoglukanaze i egzoglukanaze odreduje nacin odnosno mehanizam njihovog
djelovanja. Egzoglukanaze djeluju na celulozni lanac i proizvode disaharide i trisaharide,
celobiohidrolaze djeluju na kristalinicne regije celuloze i hidroliziraju disaharide i trisaharide u
glukozu, a endoglukanaze hidroliziraju amorfne regije celuloze [Zhou i Ingram, 2000]. Opcenito,
djelovanjem enzima na celulozu dolazi do smanjenja stupnja polimerizacije i povecanja indeksa
kristalinicnosti  (IK). Smanjenju stupnja polimerizacije osobito doprinosi endoglukanaza
[Nechyporchuk i sur., 2015]. Zaklju¢no, za uspjesnu enzimsku razgradnju celuloze potrebno je
sinergisticko djelovanije vise celulolitickih enzima.

S ciljem formulacije enzimskog pripravka koji ¢e osigurati Sto efikasniju razgradnju celuloze, pa
tako i proizvodnju nanoceluloze, napravljen je niz istrazivanja [Henriksson i sur., 2007].
Istrazivanja su pokazala da djelovanjem endoglukanaze na celulozu dolazi do usitnjavanja celuloze
na mikrometarsku razinu. Nakon djelovanja enzima proveden je mehanicki tretman pri ¢emu je
potrebna manja primijenjena sila za usitnjavanje celuloze na nanometarsku razinu, a Sto u
konacnici dovodi do ustede energije. Takoder, proizvedena je nanoceluloza imala uniformniju
raspodjelu veli¢ine Cestica u usporedbi s nanocelulozom proizvedenom samo djelovanjem
mehanickog tretmana [Paakké i sur., 2007].

Slicno istrazivanje proizvodnje nanoceluloze djelovanjem mehanickog i enzimskog predtretmana
provedeno je u Cetiri koraka. U prvom koraku koristen je Escher—Wyss homogenizator kako bi se
osiguralo Sto bolje vezanje enzima na mehanicki predtretiranu povrsinu celuloze. U drugom koraku
koriStena je endoglukanaza, a zatim je tako enzimski predtretirana celuloza ponovno mehanicki
tretirana. U zadnjem koraku koriSten je visokotlacni homogenizator kako bi se proizvela
nanoceluloza zadovoljavajuéih karakteristika, a uz Sto manji utroSak energije [Keerati-U-Rai i
Corredig, 2009].

Novija istrazivanja ukazuju na povecanje efikasnosti djelovanja endoglukanaza uz prisutnost
ksilanaza i liticke polisaharidne monooksigenaze (LPMO). Ovi enzimi prije svega djeluju kao
~pomocni* enzimi tako Sto povecavaju dostupnost celuloze za djelovanje celulolitickih enzima, pri
¢emu LPMO dijeluje na kristalini¢ne dijelove celuloze, a ksilanaze selektivno uklanjaju povrsinski
ksilan i djeluju sinergisticki s celulazama Sto posljedicno dovodi do povecanja poroznosti i
olaksavanija fibrilacije u celulozna nanovlakna [Henriksson i sur., 2007].

Enzimska hidroliza celuloze odvija se u blagim uvjetima zbog ¢ega je potrebno duze vrijeme za

efikasnu razgradnju u usporedbi s procesom kiselinske hidrolize. Zbog toga se enzimska hidroliza



najéesS¢ée kombinira s drugim metodama kao Sto su mehanicke metode predtretmana

[Moniruzzaman i Ono, 2013].

3. Kemijske modiifikacije nano(celuloze)

Veliki broj hidroksilnih skupina na povrsini (nano)celuloze omoguéuje modifikaciju kemijskim
putem. Cilj kemijske modifikacije povrSine je povecanje reaktivnosti skupina i priprema za
uvodenje novih funkcionalnih skupina procesom post-modifikacije u kasnijoj fazi proizvodnje
nanoceluloznih vlakana, a u svrhu poboljSanja svojstava i povecanja mogucnosti primjene
nanoceluloznih vlakana. Posljedica velikog broja hidroksilnih skupina je i generiranje velikog broja
vodikovih veza izmedu nanofibrila, zbog ¢ega se trosi znacajna koli¢ina energije za nanofibrilaciju.
Kemijskim modifikacijama omoguceno je uvodenje negativnhog naboja na povrsine cime se
smanjuje broj vodikovih veza Sto u konacnici dovodi do smanjenja utroSka energije za
nanofibrilaciju [Rol i sur., 2019]. U nastavku je opisan postupak kemijske modifikacije hidroksilnih
skupina i piranoznog prstena glukana, a na Slici 3 su shematski prikazane funkcionalne skupine

koje nastaju najées¢im kemijskim modifikacijama.
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Slika 3. Kemijske modifikacije (nano)celuloze [Tavakolian i sur., 2020]



3.1.  Kemijske modifikacije OH-skupina (nano)celuloze

Odabir metode za modifikacije kemijskim putem ovisi najprije o strukturnim obiljezjima
nanoceluloze kao Sto su reaktivnost i broj hidroksilnih skupina na povrsini. Svaka monomerna
jedinica sadrzi hidroksilne skupine na polozajima 2, 3 i 6, s time da je hidroksilna skupina na
polozaju 6 ugljika konjugirana metilnom skupinom sto je cini reaktivnijom. Prilikom modifikacije
je vrijeme reakcije nanoceluloze s kemijskim reagensom bitan faktor. Produzavanjem reakcijskog
vremena dolazi do promjena u unutrasnjosti nanokristala pri ¢emu se narusava kristalna struktura
i smanjuje kristalinicnost. Promjene u unutrasnjosti nanokristala imaju negativan utjecaj na
funkcionalna svojstva nanoceluloze. Stoga je za uspjeSnu modifikaciju potrebno odabrati
optimalno vrijeme i uvjete reakcije pri kojima e biti modificiran najveci broj funkcionalnih OH-
skupina bez naruSavanja kristalne strukture. Takoder, kod ovakvih reakcija, potrebno je obratiti
pozornost i na oslobadanje topline koja takoder narusava kristalnu strukturu odnosno potrebno je
provoditi modifikacije u kontroliranim uvjetima. Iz navedenog primjera vidljivo je da, uz reakcije
vezane uz OH-skupine, kemijske modifikacije mogu djelovati i na ,piranozni prsten®.

Jedan od nacina uvodenja negativnog naboja na povrsSinu celuloze jest TEMPO posredovana
oksidacija. Kratica TEMPO oznacava 2,2,6,6-tetrametilpieridin-1-oksil radikal pomocu kojega se
hidroksilne skupine u vodenom mediju u prisustvu NaOCI i NaBr oksidiraju u karboksilne skupine
[Habibi, 2014]. Oksidacija se provodi u luznatim uvjetima u kojima karboksilne skupine imaju
negativan naboj pa se medu celuloznim vlaknima stvaraju odbojne elektrostatske sile koje
olakSavaju razdvajanje. Tako se jednostavhom mehanickom dezintegracijom mogu dobiti
nanovlakna Sirine 3 do 4 nm [Iwamoto i sur., 2010], a takoder je pokazano da je celuloza dobivena
TEMPO posredovanom oksidacijom zadrzala Zeljeni stupanj polimerizacije i uniformnu raspodijelu
promjera vlakana.

S ciljem povecanja broja negativnih naboja na povrsSini nanoceluloze, takoder su primijenjene i
neke od metoda koje su se i prije koristile tijekom proizvodnje celuloze kao Sto su:
karboksimetilacija, fosforilacija, oksidacija perjodatom i sulfoniranje.

Zbog svoje jednostavnosti i moguénosti nastajanja proizvoda s brojim obecavajuéim svojstvima,
karboksimetilacija polisaharida, a tako i celuloze, jedna je od proucavanijih metoda konverzije
povrsinskih skupina. Ovim tretmanom se najprije celuloza aktivira najées¢e pomocu NaOH, a zatim
dolazi do konverzije pomocu kloroctene kiseline [Heinze i Koschella, 2005]. Karboksimetilacijom

je ostvaren visok stupanj fibrilacije nanoceluloze i zadovoljavaju¢a uniformnost dimenzija vlakana
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[Aulin i sur., 2009]. Medutim, nedostatak ove metode ocituje se u koristenju toksicnih kemikalija
i u tome Sto su dobivena nanovlakna celuloze hidrofilnija nakon ovog tretmana Sto moze biti
ogranicavajuci faktor prilikom njihovog koristenja u nepolarnim medijima [Habibi, 2014] .
Fosforilacija je opisana u svega tri znanstvena rada [Rol i sur., 2019], a istrazivanja su pokazala
da primjena razlicitih soli fosfata s nizom vrijednos¢u konstante topljivosti (Ks) pozitivno utjece na
povecanje broja naboja i svojstava ovako modificirane (nano)celuloze. Fosforilacija predstavlja
alternativu metodi TEMPO posredovane oksidacije, a prednost ovog postupka je u njegovoj
jednostavnosti i ekoloskoj prihvatljivosti. Ipak je potrebno napraviti dodatna istrazivanja kako bi
se razjasnili mehanizmi djelovanja i ucinci razliitih fosfata i njihovih soli na promjene broja naboja
ovako modificirane nanoceluloze te optimirao proces modifikacije [Noguchi i sur., 2017].

Do sada opisani postupci modifikacije osiguravaju smanjenje utroska energije i dobivanje novih
svojstava. Ipak nanoceluloza proizvedena na ovaj nacin zbog povecanja broja naboja pokazuje
smanjenu stabilnost pri promjeni pH vrijednosti i ionske jakosti. Stoga je nedavno primijenjen
postupak sulfoniranja kojim je, zbog niske pKa vrijednosti sulfoniranih skupina ostvarena bolja
stabilnost materijala [Jowkarderis i van de Ven, 2014]. Usporedbom svojstava nanoceluloze
modificirane sulfoetilacijom i nanoceluloze modificirane postupkom karboksimetilacije, dobivena
je sli¢cna morfologija i stupanj polimerizacije, ali je sulfoetilacijom poveéano zadrzavanje vode i
smanjena kristalinicnost. Nadalje, povecana je koli¢ina nanovlakana celuloze za 50 % te je
ostvarena bolja stabilnost i disperzija nanovlakana [Zhang i sur., 2011].

Broj naboja na povrsini nanoceluloze moze se povecati oksidacijom, ali se takoder moze provesti
modifikacija s ciliem dobivanja pozitivno nabijene nanoceluloze. Postupak se moze provoditi
direktno ili nakon modifikacije nanoceluloze perjodatom. Istrazeni su razliCiti postupci djelovanja
klor-kolin-klorida i DMSO-a na nanocelulozu te je pove¢anjem pozitivnih naboja nakon modifikacije
dobivena nanoceluloza s boljim mehanickim i antimikrobnim svojstvima. Stoga je ovako
modificirana nanoceluloza pronasla primjenu u proizvodnji materijala naprednih svojstava u

tekstilnoj, kozmetickoj i farmaceutskoj industriji [Ho i sur., 2011].

3.2.  Kemijske modifikacije piranoznog prstena glukana

Poznati postupak za modifikacije piranoznog prstena glukana u celulozi je oksidacija perjodatom
u kojoj dolazi do oksidacije hidroksilnih skupina na polozajima 2 i 3 u aldehidne skupine i pucanja
kovalentne C-C veze. Na taj su nacin formirane aldehidne skupine koje mogu posluziti kao nosac

za pricvrséivanje novih funkcionalnih skupina u fazama post-modifikacije nanoceluloze ili za daljnju

11



oksidaciju u karboksilne skupine [Siller i sur., 2015]. Primjenom oksidacije perjodatom smanjuje
se kristalini¢nost pri ¢emu su dobivena fleksibilnija nanovlakna [Kim i sur., 2000]. Reakciju koja
je inace dugotrajna, moguce je ubrzati na viSim temperaturama ili koriStenjem anorganskih
katalizatora, a dokazano je da je sadrzaj karbonilnih skupina proporcionalan porastu reakcijskog
vremena [Larsson i sur., 2014]. Za uspjesnu oksidaciju potrebno je prilagoditi parametre poput
koncentracije perjodata, temperature [Sirvio i sur., 2011] i vremena reakcije.

Oksidacija perjodatom moZze se provoditi i u kombinaciji s drugim postupcima kao npr. dodatkom
NaBH4 ili ClO,, s reakcijama u cilju dobivanja imina ili u kombinaciji sa sulfoniranjem. Oksidacija
perjodatom s dodatkom natrijeva klorita (NaClO;) i homogenizacijom rezultira konverzijom
aldehidnih u karboksilne skupine dobivaju¢i dikarboksilnu nanocelulozu. Tako proizvedena
nanoceluloza pokazala se kao sredstvo koje uspjesno flokulira otpadne vode, a isto tako pokazuje
i visoku stabilnost u vodenim suspenzijama tijekom duzeg vremenskog perioda [Suopajarvi i sur.,
2013]. Aldehidne skupine nastale oksidacijom perjodatom mogu se dalje reducirati u alkoholne
skupine koriStenjem natrijevog borohidrida (NaBH4), a dobivena nanoceluloza pokazala je
poboljSana mehanicka svojstva [Larsson i sur., 2014].

Uvodenje pozitivnih naboja na povrsinu celuloze iznimno je kompliciran postupak. Medutim, nakon
oksidacije perjodatom aldehidne su skupine reaktivnije i sklonije su nukleofilnoj adiciji primarnim
aminom, tj. reakciji Schiffove baze. Celulozna nanovlakna prethodno oksidirana perjodatom, a
zatim tretirana iminima imaju poboljSanu mehanicku stabilnost, a adicija aminogvanidina
rezultirala je nanovlaknima koja su otporna na mikrobnu razgradnju [Sirvi6 i sur., 2014].
Sulfoniranje je jedan od nacina uvodenja negativnog naboja na povrsinu nanovlakana, a provodi
se tako da se najprije provodi korak oksidacije pomocu natrijevog metaperjodata, nakon cega
slijedi reakcija s natrijevim metabisulfitom, a zatim homogenizacija.

Osim oksidacije perjodatom, joS postoje brojne druge moguénosti za dobivanje aldehidnih skupina
poput primjene ozona, eutektickih otapala i imidazola. Od nabrojenih metoda, po brojim
kvalitetama najvise se istice tretman ozonom odnosno ozonoliza, buduéi da se moze koristiti kao
alternativa TEMPO posredovanoj oksidaciji. Prednost ozona kao reagensa za modifikaciju jest
efektivnost pri stvaranju aldehidnih skupina, a s druge strane niska cijena, jednostavnost i
netoksic¢nost. Osim toga, proucavan je noviji postupak u kojemu se ozon koristi u kombinaciji s
celulolitickim enzimima za proizvodnju nanoceluloze razli¢itih svojstava [Bilodeau i Paradis, 2020].
Nadalje, provedena su istrazivanja gdje se osim ozonom, celuloza tretira derivatima lignina, kojima

se zbog velike reaktivnosti prema ozonu, pripisuje povecano stvaranje radikala odgovornih za
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stvaranje aldehidnih skupina [Tabar i sur., 2017] pa je takvim tretmanom omoguéeno stvaranje

jos veceg broja aldehidnih skupina.

3.3.  Post-modifikacije nanoceluloze

Dok je cilj predtretmana bio smanijiti utroSak energije, modifikacijama nanoceluloze potrebno je
povecati funkcionalnost i omoguciti dobivanje Zeljenih svojstava nanokompozitnih materijala.
Zbog svoje hidrofilne prirode, nanoceluloza se ne moze jednoliko dispergirati u organskoj
hidrofobnoj fazi ve¢ tvori agregate i strukture nalik gelovima nakon susenja [Missoum i sur., 2013].
Radi povecanja kompatibilnosti s matricama hidrofobnih kompozita, ali i dobivanja razlicitih
karakteristika koje ¢e biti klju¢ne za Siroku primjenu, modificirana nanoceluloza podlijeze post-
modifikacijama odnosno funkcionalizaciji. Jednostavniji nacin funkcionalizacije je adsorpcijom, a
sve je viSe u upotrebi i kemijski pristup vezanjem reagenasa kovalenthnom vezom za povrsSinu

nanoceluloze, a o navedenim metodama bit ¢e rije€ u nastavku.

3.3.1. Adsorpcija

Adsorpcijom dolazi do fizicke interakcije izmedu koristenih reagenasa i povrsine modificirane
nanoceluloze. Reagensi koji su najéeS¢e u upotrebi kao adsorbensi su polielektroliti i surfaktanti,
a na povrsinu nanoceluloze se vezu van der Waalsovim interakcijama, vodikovim mostovima ili
ionskim interakcijama. Prednost ovog postupka usporedujuéi s kovalentnim vezanjem polimera je
u tome Sto se provodi u vodenom, a ne organskom mediju, a uvjeti provodenja reakcije su puno
blazi te moze se primjenjivati u industrijskom mijerilu. Tako se ova metoda vec stoljec¢ima koristi
u industriji papira i celuloze [Hatton i sur., 2015].

Surfaktanti su amfifilne tvari Sto znaci da imaju i hidrofobni i hidrofilni dio molekule, a to ih svojstvo
Cini povrsinski aktivnim tvarima. Istrazivanja adsorpcije ksiloglukana i galaktoglukomanana kao
surfaktanata provedena su s ciliem povecanja hidrofobnosti i adsorpcijskih svojstava
nanoceluloze. Drugi nacin modifikacije je adsorpcija polielektrolita koji ¢esto imaju veliku kolic¢inu
naboja pa se najcesce vezu ionskim interakcijama. Kationski polielektroliti se ve¢ koriste u industriji
papira za poboljSanje vlaznosti papira [Wagberg 2000]. Kombinacijom razli¢itih polielektrolita
moguce je pripremiti Suplje kapsule za kontrolirano otpustanje lijekova [Wagberg i sur., 2008].
Takoder je i predlozena tehnika proizvodnje nanopapira s antimikrobnim svojstvima pri ¢emu
polielektroliti sluze kao vezivno sredstvo izmedu nanocestica srebra i nanoceluloze [Martins i sur.,
2012].
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Zaklju¢no, adsorpcija je lako izvediv postupak za povecanje hidrofobnog karaktera nanoceluloznih
vlakana, ali se negativna strana ocituje u tome Sto moZe doéi do desorpcije prethodno
nekovalentno vezanih molekula, zbog cega su noviji procesi usmijereni prema kemijskim

modifikacijama.

3.3.2. Post-modifikacije nanoceluloze kemijskim reakcijama

Ireverzibilna modifikacija nanoceluloze provodi se vezanjem pojedinacnih i polimernih molekula
kemijskim vezama. Reakcije su provode na hidroksilnim skupinama nanoceluloze ili na skupinama
dobivenim prethodnom modifikacijom nanoceluloze. Reakcije na hidroksilnim skupinama
obuhvadaju: esterifikaciju, acetilaciju, siliranje i karbamilaciju, a provode su u organskom mediju.
Povecanje hidrofobnosti celuloznih nanovlakana uspjesno se postize uvodenjem esterske veze
odnosno uvodenjem acetilne funkcionalne skupine na povrsinu vlakana [Hatton i sur., 2015], a
reagensi koji sluZze u tu svrhu najc¢esce su karboksilne skupine, anhidridi kiselina te acil-kloridi.
Dobivenim modifikacijama ostvaruju se bolja opticka i mehanicka svojstva te povecanu
hidrofobnost. Pokazano je i da povecanim stupnjem acetilacije osiguravaju se prozirniji
nanokompoziti s poboljSanom toplinskom stabilnoS¢u i manjom higroskopnoséu [Wagberg i sur.,
2008].

Siliranje se sastoji od uvodenja supstituiranih siliinih skupina na povrsinu nanocestica celuloze
[Missoum i sur., 2013] ¢ime dolazi do poveéanja hidrofobnosti nanoceluloznih vlakana. Upotrebom
dimetilklorosilana kao siliraju¢eg reagensa u toluenu i blagim uvjetima, dobivena nanocelulozna
vlakna zadrzala su morfologiju [Gousse i sur., 2004], dok u ostrijim uvjetima moze doc¢i do gubitka
nanostrukture [Andresen i sur., 2006]. Silirana nanoceluloza moze posluziti u svrhu stabilizacije
emulzija vode u ulju [Andresen i Stenius, 2007], a zbog dobrih adsorpcijskih svojstava omogucena
je primjena kao sredstvo za uklanjanje teskih metala poput nikala iz vodenih otopina [Liu i sur.,
2016].

Karbamilacijom nanoceluloze dolazi reakcije izocijanatnih skupina s hidroksilnim skupinama
prisutnih na povrsini kreirajuéi karbamatne veze [Yi i sur., 2020] . Karbamilacija se provodi u
organskom mediju, najcesce u toluenu, cijim se koristenjem izbjegavaju strukturne promjene
nanoceluloze [Missoum i sur., 2012]. Istrazivanja s izocijanatom, furanom i rodamin-B-esterom
provedena su i s ciliem dobivanja luminiscencije. Ovakva nanoceluloza moze se koristiti u

senzorima i za pracenje tijeka reakcija odnosno karakterizacije nanoceluloze tijekom njezine
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modifikacije [Navarro i Bergstrom, 2014]. Ipak, koriStenje ovakvog postupka ograniceno je zbog

koristenja toluena i toksi¢nog izocijanata.

3.3.3. Post-modifikacije nanoceluloze vezanjem polimera

Nanoceluloza se moze modificirati i vezanjem polimera, a u nastavku poglavlja bit ¢e prikazan
pregled postupaka vezanih uz istrazivanje modifikacije nanoceluloze koriStenjem polimera.
Tijekom modificiranja vezanjem polimera koriste se dvije strategije. Prva strategija koristi
monomere i nanocelulozu, a reakcija polimerizacije i vezanja polimera na nanocelulozu pokrece
se dodatkom katalizatora. Ovim nacinom modifikacije teSko je kontrolirati tijek reakcije i
molekulsku masu vezanih polimera, a u krajnosti se dobiva nanoceluloza modificirana polimerima
male molekulske mase. Druga strategija koristi ve¢ pripremljene polimere za modifikaciju
nanoceluloze, stoga se ovom strategijom omogucava kontrola tijeka reakcije i velicine vezanih
polimera, ali je za razliku od prve strategije tijekom ovakvog postupka, u konacnici manji broj
vezanih polimera na povrsSini modificirane nanoceluloze. Dobivena modificirana nanoceluloza
pokazuje izvrsna mehanicka svojstva, toplinsku stabilnost, stoga je omoguceno njezino koristenje
za izradu vodljivih materijala [Yi i sur., 2020]. Tako je primjerice nanoceluloza modificirana
polimerizacijom anilina u prisutnosti amonijevog-peroksi-disulfata i klorovodi¢ne kiseline koristena
za poboljSavanje mehanickih i termickih svojstava kompozitnih materijala koji su primjenjeni za
dobivanje elektro-vodljivih materijala te u senzorima za mjerenje tlaka [Low i sur., 2021]. Takoder,
koriStenjem glicidil-metakrilata su na povrSinu nanoceluloze uvedene epoksidne skupine koje
osiguravaju hidrofobni karakter, ali i mogucénost daljnje funkcionalizacije nanoceluloze [Stenstad i
sur., 2008]. Celulozna nanovlakna prethodno oksidirana perjodatom mogu se post-modificirati
polimerizacijom Zelatinom u cilju dobivanja mrezne strukture slicne mekim tkivima u l[judskom
organizmu, pa nanoceluloza tretirana na taj nacin predstavlja potencijal za primjenu u tkivhom
inzenjerstvu [Zheng i sur., 2016]. Osim navedenih modifikacija ugradnje polimera na povrsinu
nanoceluloze, istrazeno je mnostvo drugih polimera koji se koriste u svrhu dobivanja novih funkcija

nanoceluloze, a ocekuje se da Ce broj istrazivanja o ovoj temi u buducnosti jos vise rasti.

4. Bakterijska nanoceluloza (BNC)

Osim tretmanom lignoceluloznih sirovina, nanoceluloza se joS moze proizvesti mikrobnim

postupkom odnosno biosintezom pomocu bakterija, Sto bakterijsku nanocelulozu cini jednim od
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biotehnoloskih proizvoda. Bakterijska nanoceluloza (BNC) je vrsta nanoceluloze koja zbog svojih
svojstava i mogucnosti primjene privlaci veliku pozornost. Iako ima istu kemijsku formulu kao
bilijna celuloza, (C¢H100s)n s n brojem ponavljajucih jedinica D-glukoze povezanih B-1,4-
glikozidnom vezom, na makromolekulranoj razini se bakterijska nanoceluloza razlikuje po znatno
vecoj kristalini¢nosti i ve¢im stupnjem polimerizacije. Iako ima veliki kapacitet zadrzavanja vode
(sama po sebi sadrzi oko 99% vode) istovremeno ima iznimno dobru mehanic¢ku stabilnost
[Numata i sur., 2015]. Mnoge vrste bakterija proizvode nanocelulozu, a najproduktivniji i
najznacajniji mikroorganizam producent bakterijske nanoceluloze je Gram-negativna bakterija
Gluconobacter xylinus [Sird i Plackett, 2010]. Biosinteza nanoceluloze u stanicama bakterija odvija
se pomocu enzima celuloza sintaze u 4 klju¢na koraka, a to su aktivacija monosaharidnih jedinica,
njihova polimerizacija, zatim adicija acilnih skupina te u konacnici izlu¢ivanje nanoceluloze iz
citoplazme kroz stani¢nu membranu u okolinu [Benziman i sur., 1980]. Za biosintezu BNC visoke
kvalitete i Sto vedi prinos potrebno je optimizirati parametre biosinteze te modificirati dobivenu
bakterijsku nanocelulozu za dobivanje proizvoda s poboljSanim svojstvima, o ¢emu ¢e biti rijec u

nastavku rada.

4.1 Svojstva i primjena BNC

Zbog svojstava BNC kao Sto su visoki stupanj Cistoce i kristalicnosti, velike povrsine, sposobnosti
vezanja vode i mnogih drugih, BNC pronalazi primjenu u Sirokom spektru industrija. Elasti¢nost i
fleksibilnost BNC kao svojstva pokazuju se pozeljna u industriji papira, osobito za proizvodnju
savitljivog i izdrzljivog papira te se smatra pozZeljnim kandidatom kao materijal koji Cini vezivno
sredstvo za tiskanje novcanica. Biokompatibilnost, elasti¢nost i hidrofilnost iznimno su vazna
svojstva jer na taj nacin BNC ubrzava proces zarastanja rana i opeklina, a pritom pruza fizicku
barijeru ¢ime se sprjeCava mogucnost infekcije [Beluhan, 2020]. Zbog toga Sto nanoceluloza
posjeduje veliku mehanicku ¢vrstocu, sve se CeSce proucava to svojstvo kao kljucno za primjenu
u tkivnom inzenjerstvu. S obzirom na to da je otkazivanje organa jedan od najopasnijih stanja
pacijenata, nuzan je razvitak metoda koje bi se bavile regeneracijom ostecenih ili povratkom i
funkcije organa, a upravo zbog toga se podrucje tkivhog inZenjerstva tu pokazalo kao podrucje
znanosti koje se brzo razvija. Postoje tri kljuCna segmenta u stvaranju tkiva, a to su stanice
odnosno stanicne linije ili STEM stanice koje mogu diferencirati; makromolekule kao Sto su faktori
rasta, proteini ili ligandi koji olakSavaju adheziju stanica za ,skelu" i diferencijaciju stanica (,skela"

je konstrukcija koja omogucuje trodimenzionalnu strukturu i prijanjanje stanica). Prednosti
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nanoceluloze kao materijala za izradu skela u tkivnom inZenjerstvu ocituju se u mrezastoj strukturi
s odredenom poroznosc¢u i strukturom koja imitira izvorno tkivo, a bududi da animalne stanice ne
proizvode enzim celulazu koji razgraduje celulozu, ne dolazi do razgradnje (nano)celuloze unutar
organizma [Li i sur., 2009]. Primjenu BNC u prehrambenoj industriji omogucuje Cinjenica da se
smatra sigurnom tj. da ima GRAS status (eng. Generally Regarded AS Safe) i kao takva se moze
dodavati tijekom prerade hrane u svrhu zgusnjavanja, stabilizacije hrane, ali ¢ak i u pakiranju
hrane. Takoder moZe posluZiti kao materijal za biosenzore kojima se detektira promjena pH
vrijednost pakirane hrane tijekom skladiStenja te biosenzore koji sluze u zastiti okolisa, a

detektiraju prisutnost oneciscivaca [Tsouko i sur.,2015].

4.2 Funkcionalizacija bakterijske nanoceluloze

Kao Sto je bio slucaj za nanocelulozna vlakna i nanokristale celuloze, povrSina bakterijske
nanoceluloze se takoder moze modificirati ovisno o Zeljenoj primjeni. Povrsinska funkcionalizacija
primjenjuje se ako se zeli postiCi joS opseznija upotreba u podrucju farmacije i medicine
mijenjanjem fizikalno-kemijskih svojstava poput hidrofilnosti, poroznosti i teksture. Ugradnjom
antimikrobnih reagenasa moguce je dobiti BNC s antimikrobnim svojstvima koja se koristi u izradi
antimikrobnih obloga za rane, pakiranju sterilne medicinske opreme, dostave lijekova i tkivnom
inZenjerstvu.

Jedna od mogucnosti povrsSinske funkcionalizacije je tretman BNC-a uz pomo¢ plazme [Chu i sur.,
2002]. Tretmanom plazme sa kisikom ili duSikom dobiva se BNC hidrofilnijeg, a tretmanom plazme
tetrafluorida moze se proizvesti BNC hidrofobnijeg karaktera. Uvodenjem razliCitih kemijskih
skupina mijenja se reaktivnost, vlaznost i polarnost nanoceluloze. Nakon tretmana plazmom,
istrazivala se ucinkovitost tretirane BNC na prijanjanje stanicnih linija te se utvrdilo poboljSano
prijanjanje stanica na tretiranu BNC membranu [Pertile i sur., 2010]. Enzimskom hidrolizom BNC
moze se proizvesti nanokristalna celuloza (NCC). Dobivena NCC ima iznimno visoki stupanj
kristalini¢nosti s velikom specificnom aktivnom povrsinom koja sadrzi negativno nabijene skupine
Sto je od velikog znacaja za farmaceutsku primjenu buduci da se na takvu povrSinu NCC moze
vezati velika koli¢ina lijekova [Akhlaghi i sur., 2013]. Kontrolirano ispustanje lijekova u organizmu
moze se posti¢i supstitucijom hidroksilnih skupina na povrsini BNC-a razlicitim funkcionalnim
skupinama, pa su se tako kombinirale dilinoleinska kiselina (DLA) i aminokiselina tirozin s etilen

diaminom (EDA) za modifikaciju BNC s poboljSanim, antimikrobnim djelovanjem protiv infekcija
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rana uzrokovanih bakterijama Staphylococcus aureus i Streptomyces epidermis i zbog tih se

svojstava mogla primjenjivati u zavijanju rana [Zywicka i sur., 2018].

4.3 Optimizacija- buduci aspekti i izazovi

4.3.1 Optimizacija hranjivog medijja i industrijskih sojeva

Kao i u svakom bioprocesu, tako je i u proizvodnji bakterijske nanoceluloze potrebno optimirati
sastav hranjive podloge kako investicijski troskovi i troskovi za hranjivi medij koristeni za izvodenje
bioprocesa ne bi bili previsoki i neisplativi, a kako bi se istovremeno omogucio visoki prinos i
kvaliteta samog proizvoda. Zbog visokih troskova fermentacije, niske produktivnosti i skupih
sirovina, prijenos proizvodnje bakterijske nanoceluloze u ve¢e mijerilo velik je izazov. Uobicajeni
izvori ugljika koji se koriste u proizvodnji poput glukoze, fruktoze, saharoze, glicerola uz dodatak
drugih faktora rasta su skupocjeni, stoga je glavna strategija u osiguravanju isplativog bioprocesa
pronalazak jeftinijih izvora ugljika [Sharma i Bhardwaj, 2019]. Za prevladavanje ovog izazova, sve
Cesée se proucavaju i koriste nusproizvodi otpadne mase razliCitih industrija kao Sto su
prehrambena, pivarska, tekstilna industrija, ali i lignocelulozne sirovine [Tsouko i sur.,2015].
Takoder se razmatra proucavanje drugacijih sojeva Gluconobacter xylinus koji bi posjedovali
sposobnost brzeg umnoZzavanja kako bi se smanjila duljina kultivacije, ili drugih vrsta bakterija
koje imaju sposobnost biosinteze nanoceluloze, a na kojima bi se mogle primjenjivati metode
genetickog inZenjerstva [Gama i sur., 2016] . Bakterije roda Gluconobacter proizvode i odredenu
koli¢inu glukonske kiseline [Zahan i sur., 2014] za koju je pokazano da inhibira biosintezu BNC,
stoga je i jedna 0 moguénosti povecanja prinosa BNC-a pronalazenje soja bakterija kod kojega bi
se sinteza glukonske kiseline svela na minimum. Opcenito nedostaje spoznaja o molekularniim
mehanizmima biosinteze BNC [Keshk i El-Kott, 2017] te bi se za bolje razumijevanije, a posljedi¢no
i unaprjedivanje proizvodnje trebali pomnije istraziti [Sharma i Bhardwaj, 2019].

4.3.2. Bioreaktori i prijenos u vece mjerilo

Visoka cijena bakterijske nanoceluloze pripisuje se niskoj brzini rasta bakterijske kulture
Gluconobacter xylinus, zbog Cega se nastoji optimirati uzgoj u bioreaktorima kako bi se povecala
produktivnost i olaksao prijenos u ve¢e mijerilo [Campano i sur., 2016]. Submerzni uzgoj i Sarzni

proces rezultiraju homogenom strukturom BNC-a i relativno niskim prinosom odnosno niskom
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produktivnoséu. Povecanje prinosa moze se postiCi primjenom Sarznog procesa s pritokom
supstrata odnosno dodavanjem svjeze hranjive podloge ispod prethodno formirane BNC. [Sharma
i Bhardwaj, 2019].

Bioreaktori su posude u kojima se odvijaju bioprocesi, a kao takvi osiguravaju kontrolu procesnih
parametara: aeracije, koncentracije supstrata, rasta mikroorganizama te drugih parametara poput
pH vrijednosti i temperature. U dosadasnjim istrazivanjima najviSe se proucavao ucinak
bioreaktora s mijeSalom tj. STR-a (eng. Stirred tank bioreactor) i ,air-lift" bioreaktora na
ucinkovitost proizvodnje BNC-a. Nedostatak navedenih vrsta bioreaktora za primjenu u proizvodnii
BNC-a proizlazi iz toga Sto je uoceno prijanjanje odnosno zaostajanje BNC kulture na stijenkama
i gornjem dijelu bioreaktora Sto posljedicno dovodi do smanjenja prinosa [Krystynowicz i sur.,
2002]. ““Air-lift" bioreaktor u odnosu na STR ima smanjenu sposobnost mijeSanja buduci da u
svojoj konstrukciji ne posjeduje mijesalo pa je snizena brzina prijenosa kisika, dok je njegova
prednost Sto su smi¢na naprezanja, koja mogu narusiti strukturu BNC, puno manjeg intenziteta u
odnosu na STR [Chen i sur., 2018]. Istrazivana je i moguénost koriStenja rotirajuéeg bioreaktora
s diskovima (eng. Rotary biofilm contractor, RBC) koji sadrzi kruzno postavljene diskove cijom se
rotacijom omogucéuje naizmjenicni pristup zraku i hranjivom mediju bakterijama roda
Gluconobacter [Kim i sur., 2007]. Na taj se nacin postize brza difuzija hranjivih tvari i kisika
neophodnog za rast bakterija koje proizvode nanocelulozu, a pritom je smanjeno smicno
naprezanje u usporedbi s STR-om. Za postizanje bolje produktivhosti mogu se primjenjivati
integrirani bioreaktorski sustavi kao Sto su bioreaktori s integriranom filterskom membranom koja
je povezana s osovinom mijeSala na kojem je postavljeno turbinsko mijesalo s Sest lopatica [Jung
i sur., 2007].

4.3.3 Optimizacija metoda i tehnika

Izabrana metoda proizvodnje ovisi o0 krajnjoj upotrebi bakterijske nanoceluloze odnosno o njezinim
fizikalnim i mehanickim svojstvima koja se nastoje postiéi.

Istrazena je proizvodnja BNC-a koriSenjem plasti¢nih kompozitnih nosaca (eng. Plastic Composite
supports, PCS-a). Nosaci sadrze polipropilen i smjesu izvora makroelemenata neophodnih za
stvaranje BNC-a, a koji se tijekom fermentacije kontrolirano otpustaju u okolni medij i time
omogucuju biokonverziju u BNC [Pometto III i sur., 1997]. Takoder se razmatra upotreba tzv.
~cell-free" tehnologije u proizvodnji BNC-a ¢ime je omogucena pretvorba supstrata u proizvod kroz
slijed enzimskih kataliziranih biokemijskih reakcija, a pri ¢emu se ne koriste Citave bakterijske
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stanice, ve¢ njihov ekstrakt koji sadrZi enzime potrebne za biosintezu BNC dobivene enzimskom
hidrolizom odnosno mehanickim ili toplinskim tretmanom [Ullah i sur., 2017]. Bududi da u ,cell-
free" sustavima nema stanicne barijere u obliku stani¢ne stijenke ili citoplazmatske membrane,
BNC se moze direktno izlucivati na povrsini hranjivog medija za uzgoj BNC bez potrebnog
speciijaliziranog transportnog mehanizma za izlu€ivanje iz stanice. Cell free sustavi imaju prednost
u tome Sto se energija u obliku ATP-a usmjerava u ekspresiju gena za biosintezu BNC-a te se
zaobilaze energetska ogranicenja potrebna za prezivljavanje stanica i transportne mehanizme
[Shadiac i sur., 2013]. JoS jedna prednost ,cell-free" tehnologije jest i eliminacija sinteze

nusproizvoda koji bi inace inhibirali biosintezu BNC.
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5. Zakljucak

U posljednjih deset godina proveden je veliki broj istrazivanja vezanih uz proizvodnju i primjenu
nanoceluloze. Potvrdeno je da se nanocelulozna vlakna, koja pokazuju svojstva sli¢na gelu, mogu
proizvesti koristenjem mehanickih postupaka homogenizacije pri visokom tlaku. Druga vrsta
nanoceluloze, nanocelulozni kristali, imaju manje dimenzije i zahtijevaju kemijski tretman kao sto
je kiselinska hidroliza pri ¢emu se uklanjaju amorfni dijelovi celuloze. Nanocelulozni kristali
pokazuju svojstva tekucih kristala. Bakterijska nanoceluloza (BNC) se za razliku od prethodne dvije
vrste nanoceluloze proizvodi uzgojem bakterija koje pripadaju rodu Gluconobacter. Prilagodbom
uvjeta uzgoja moze se utjecati na svojstva bakterijske nanoceluloze. Izgledno je da ce se u
buducnosti zbog povecanja potraznje za materijalima koji u sebi sadrze nanocelulozu povedati i
potraznja za nanocelulozom. Stoga je potrebno uloZiti dodatne napore u istrazivanja i iznalazenje
novim postupaka proizvodnje, uspostavu novih pilot-postrojenja kao i uveéanje mijerila procesa

proizvodnje iz pilot-postrojenja u postrojenja industrijskog mjerila.
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Izjava o izvornosti

Izjavljujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj
izradi nisam koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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