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WYKAZ PUBLIKACJI

ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

WYBRANYCH JAKO PODSTAWA

W nawigzaniu do Ustawa o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. 2003 Nr 65 poz. 595) - 2. Rozprawa doktorska moze mieé¢
forme maszynopisu ksigzki, ksiqgzki wydanej lub spojnego tematycznie zbioru rozdziatow
w ksigzkach wydanych, spojnego tematycznie zbioru artykutow opublikowanych Ilub
przyjetych do druku w czasopismach naukowych, okreslonych przez ministra witasciwego
do spraw nauki na podstawie przepisow dotyczgcych finansowania nauki (...) w tabeli
1 przedstawiono sze$¢ publikacji naukowych stanowigcych monotematyczny cykl

artykutow naukowych z zakresu prezentowanej tematyki rozprawy doktorskie;.

Tabela 1. Publikacje naukowe wchodzqgce w sktad monotematycznego cyklu rozprawy doktorskiej.
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IF**

5-letni
IF***
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P1
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Zielinska Daria, Szentner Kinga, Waskiewicz Agnieszka,
Borysiak Stawomir". Production of nanocellulose by
enzymatic treatment for application in polymer composites,
Materials, 2021, 14(9), 2124-1 - 2124-26.
DOI: 10.3390/ma14092124.

Mo¢j udziat polegal na opracowaniu koncepcji badan
we wspotpracy z promotorem, zaplanowaniu metodologii
badawczej, przeprowadzeniu prac badawczych zwigzanych
z hydroliza enzymatyczng materiatéw celulozowych oraz
charakterystyka ich wlasciwosci strukturalnych (XRD)
i fizykochemicznych (analiza wynikéw DLS i HPLC-RI),
przeprowadzeniu  procesOw otrzymywania materiatlow
kompozytowych technikami wyttaczania i wtryskiwania oraz
charakterystyce wytworzonych kompozytow
z wykorzystaniem techniki dyfraktometrycznej (XRD),
skaningowej kalorymetrii réznicowej (DSC), mikroskopii
interferencyjno-polaryzacyjnej wyposazonej w przystawke
grzewcza (PLM) oraz przeprowadzeniu ~ badan
mechanicznych, wspotudziale w dyskusji i interpretacji
wynikéw, redakcji manuskryptu, wykonaniu oprawy
graficznej, wspotredagowaniu odpowiedzi dla recenzentow.

Zielinska Daria, Rydzkowski Tomasz, Thakur Vijay Kumar,
Borysiak Stawomir”. Enzymatic engineering of nanometric
cellulose for sustainable polypropylene nanocomposites,
Industrial Crops and Products, 2021, 161, 113188-1 —
113188-11. DOTI: 10.1016/j.indcrop.2020.113188.

Mo¢j wudziat polegal na opracowaniu koncepcji badan
we wspolpracy z promotorem, zaplanowaniu metodologii
badawczej, przeprowadzeniu prac badawczych zwigzanych
z hydrolizg enzymatyczng materiatdw celulozowych oraz
charakterystyka wydajnosci kontrolowanej biokonwersji
(HPLC-RI), wlasciwosci strukturalnych (XRD)
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P3

P4

i dyspersyjnych (DLS) nanoceluloz, przeprowadzeniu
procesOw  otrzymywania materiatdbw  kompozytowych
technikg wtryskiwania oraz charakterystyce wytworzonych
kompozytow z wykorzystaniem metody dyfraktometrycznej
(XRD), skaningowej kalorymetrii réznicowej (DSC),
mikroskopii interferencyjno-polaryzacyjnej wyposazonej
w przystawke grzewcza (PLM) oraz wykonaniu badan
mechanicznych, wspoétudziale w dyskusji i interpretacji
wynikéw, redakcji manuskryptu, wykonaniu oprawy
graficznej, wspotredagowaniu odpowiedzi dla recenzentow.

Zielinska Daria, Siwinska-Ciesielczyk Katarzyna®, Bula
Karol, Jesionowski  Teofil, Borysiak  Stawomir".
TiOz/nanocellulose hybrids as functional additives for
advanced polypropylene nanocomposites,
Industrial Crops and Products, 2022, 176, 114314-1 —
114314-17. DOI: 10.1016/j.indcrop.2021.114314.

Mo¢j udziat polegal na opracowaniu koncepcji badan
we wspotpracy z promotorem, zaplanowaniu metodologii
badawczej, przeprowadzeniu prac badawczych zwigzanych
z hydroliza enzymatyczng materiatéw celulozowych oraz
charakterystyka strukturalna (XRD) nanoceluloz
i napehiaczy hybrydowych, przeprowadzeniu
charakterystyki wytworzonych kompozytow
z wykorzystaniem metody termograwimetrycznej (TGA),
skaningowej kalorymetrii réznicowej (DSC), analiz
dyfraktometrycznych (XRD), mikroskopii interferencyjno-
polaryzacyjnej wyposazonej w przystawke grzewcza (PLM)
oraz przeprowadzeniu badan definiujacych wlasciwosci
mechaniczne, wspotudziale w dyskusji 1 interpretacji
wynikéw, redakcji manuskryptu, wykonaniu oprawy
graficznej, wspotredagowaniu odpowiedzi dla recenzentow.

Zielinska Daria, Skrzypczak' Andrzej, Peplifiska Barbara,
Borysiak  Stawomir’.  Nanocellulose-based — polymer
composites functionalized with new gemini ionic liguids,
International Journal of Molecular Sciences, 2022, 23(24),
15807-1 - 15807-21. DOI: 10.3390/ijms232415807.

Mo¢j udziat polegal na opracowaniu koncepcji badan
we wspotpracy z promotorem, zaplanowaniu metodologii
badawczej, przeprowadzeniu prac badawczych zwigzanych
z hydrolizg enzymatyczng materialow celulozowych oraz ich
funkcjonalizacji z wykorzystaniem dimerycznych cieczy
jonowych wraz z opisem metodyki, charakterystyka
strukturalna (XRD), dyspersyjna (DLS) oraz FTIR
nanoceluloz wraz z opisem otrzymanych wynikéw (w tym
analiz morfologicznych (SEM)), przeprowadzeniu proceséw
otrzymywania materialow kompozytowych technikami
wtryskiwania 1  wytlaczania oraz  charakterystyce
fizykochemicznej wytworzonych kompozytow
z wykorzystaniem metod XRD, DSC, PLM i mechanicznych,
wspotudziale w dyskusji i interpretacji wynikow, redakcji
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manuskryptu, wykonaniu oprawy graficznej,
wspotredagowaniu odpowiedzi dla recenzentow.

Zielinska Daria, Siwinska-Ciesielczyk Katarzyna®, Bula
Karol, Peplinska Barbara, Jesionowski Teofil, Borysiak
Stawomir’. Advanced nanocellulose hybrid fillers for
sustainable polypropylene biomaterials with enhanced
oxygen barrier properties,

Applied Materials Today, 2023, 34, 101897-1 — 101897-16.
DOI: 10.1016/j.apmt.2023.101897.

Mo¢j wudziat polegal na opracowaniu koncepcji badan
we wspotpracy z promotorem, zaplanowaniu metodologii
Ps badawczej, przeprowadzeniu prac badawczych zwigzanych 8,300 7,800 140
z hydroliza enzymatyczng materiatdéw celulozowych oraz
charakterystyka strukturalna (XRD) nanoceluloz i uktadow
hybrydowych, oprawie graficznej pomiaréw  XPS,
przeprowadzeniu badan dyfraktometrycznych (XRD) oraz
fizykochemicznych  (PLM, DSC) i mechanicznych
kompozytéw polimerowych, omoéwieniu i opisie badan
barierowych oraz SEM, wspoéludziale w  dyskusji
i interpretacji wynikoéw, redakcji manuskryptu, wykonaniu
oprawy graficznej, wspoétredagowaniu odpowiedzi dla
recenzentow.

Zielinska Daria®, Wyrwas Bogdan, Lawniczak Lukasz,

Borysiak Stawomir. Nanocellulose-polypropylene
composites  with novel antimicrobial complex salt,
Polymer Composites, 2025, 46(3), 2447 — 2465.

DOI: 10.1002/pc.29116.

Mo¢j wudziat polegal na opracowaniu koncepcji badan
we wspolpracy z promotorem, zaplanowaniu metodologii
badawczej, przeprowadzeniu prac badawczych zwigzanych
z  hydroliza enzymatyczng materiatow celulozowych,
P6 charakterystyka strukturalna (XRD) i dyspersyjna (DLS) 4,800 3,900 70
nanoceluloz i soli zespolonej, interpretacji wynikow SEM,
przeprowadzeniu  procesOw  otrzymywania materiatlow
kompozytowych technikami wtryskiwania i wytlaczania,
charakterystyka kompozytow polimerowych
z wykorzystaniem metod XRD, TGA, DSC, PLM oraz SEM,
przeprowadzeniu badan mechanicznych, wspotudziale
w dyskusji i interpretacji wynikow, redakcji manuskryptu,

wykonaniu  oprawy  graficznej, = wspotredagowaniu
odpowiedzi dla recenzentéow, pelnieniu roli autora
korespondencyjnego.
Suma 34,797 32,100 890

* — autor korespondencyjny; ** — IF w roku opublikowania artykutu; "~ stan na 2023 rok
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1. STRESZCZENIE

Tematyka niniejszej dysertacji doktorskiej dotyczy wytwarzania zaawansowanych
materialdw  polimerowych mogacych znalez¢ zastosowanie w  przemysle
opakowaniowym. Istotnymi aspektami, ktore nalezy uwzgledni¢ podczas projektowania
opakowan jest zapewnienie duzej barierowosci na tlen i par¢ wodng, jak rowniez
wysokiej odpornosci przeciwdrobnoustrojowej na bakterie i grzyby, co jest konieczne
do utrzymania $wiezo$ci, smaku i koloréw produktéw spozywczych oraz wydtuzenia
czasu ich przechowywania. Dodatkowo, materialy opakowaniowe powinny
charakteryzowa¢ si¢ duzg wytrzymatoscia mechaniczng niezbgdng podczas transportu,
jak rowniez magazynowania. Nalezy rowniez podkresli¢ wazny element, jakim jest
zapewnienie duzej elastyczno$ci, co moze zwickszy¢ asortyment otrzymywanych
produktéw, m.in. poprzez zastosowanie techniki termoformowania. Obecnie uzyskanie
materialdw opakowaniowych zapewniajacych powyzsze aspekty jest realizowane
poprzez wytwarzanie folii wielowarstwowych, aczkolwiek tego typu uklady
charakteryzuja si¢ trudnosciami podczas przetworstwa oraz stosowania recyklingu
materialowego. Innym rozwigzaniem jest wykorzystanie napetiaczy mineralnych, ktore
charakteryzuja si¢ tendencja do agregacji w matrycy polimerowej. Przedmiotem
szczegblnego zainteresowania w ostatnich kilkunastu latach sa materialy o cechach
proekologicznych, w ktorych napetniacze wytworzone sg z surowcoéw odnawialnych,
w szczegblnosci celulozowe. Gtownym wyzwaniem naukowym w ramach realizowanej
pracy byto opracowanie metody wytwarzania napetniaczy celulozowych o rozmiarach
nanometrycznych, ktére mogg by¢ zastosowane do otrzymania materiatow
kompozytowych o wielofunkcyjnych wtasciwosciach, m.in. odpornosci na dziatanie
drobnoustrojow, promieniowania UV, zwigkszonej barierowosci na par¢ wodng i tlen,
jak rowniez duzej elastycznosci.

Praca doktorska stanowi spdjny, monotematyczny cykl badawczy uwzgledniajacy
omowienie szesciu publikacji naukowych (P1-P6) opublikowanych
w mig¢dzynarodowych czasopismach o wysokim wspotczynniku oddziatywania.
Glownym celem pracy byto otrzymanie kompozytow polimerowych zawierajacych
celuloze nanometryczng o polepszonych cechach wytrzymatosciowych i wlasciwosciach
barierowych, jak rowniez o zwigkszonej odpornosci na dziatanie mikroorganizmow.

Praca byta realizowana w trzech nurtach badawczych. W ramach pierwszego nurtu
prowadzono badania nad procesem enzymatycznym otrzymywania celulozy
o rozmiarach nanometrycznych poprzez doboér odpowiedniego rodzaju celulozowego
surowca wyjsciowego, typu enzymow celulolitycznych (Trichoderma  reesei
i Aspergillus sp.) oraz czasu prowadzonej reakcji kontrolowanej biokonwersji.
Przeprowadzono réwniez funkcjonalizacj¢ nanonapetniacza celulozowego z uzyciem
zaprojektowanych oraz zsyntezowanych cieczy jonowych typu gemini, co zapewnilo
utworzenie stabilnej struktury przestrzennej pomiedzy nanoczastkami polisacharydow
i ograniczyto tworzenie agregatow. Ponadto scharakteryzowano wtasciwosci strukturalne
oraz  dyspersyjno-morfologiczne  otrzymanych  napetlniaczy  celulozowych.
Przeprowadzone badania wykazaty, ze zaproponowana metoda enzymatycznej hydrolizy
celulozy jest skuteczng technikg otrzymywania nanocelulozy. Okreslono istotna
zalezno$¢, dotychczas nienotowang, pomig¢dzy strukturg nadmolekularng celulozy
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mikrometrycznej a efektywno$cig procesu hydrolizy enzymatycznej i zawarto$cia
otrzymanych czastek celulozy o rozmiarze nanometrycznym, jak réwniez cukrow
prostych.

W ramach drugiego nurtu badawczego prowadzono prace nad otrzymywaniem
i charakterystykg struktury nadmolekularnej, przemian fazowych, wlasciwosci
fizykochemicznych 1 uzytkowych polimerowych materialtow kompozytowych
z napeliaczami nanocelulozowymi. Dodatkowo zsyntezowano napeiniacze hybrydowe
nanoceluloza-tlenek metalu oraz przeprowadzono weryfikacje mozliwosci ich
zastosowania jako napeliaczy osnowy polipropylenowej. Po raz pierwszy opisano
zalezno$¢ pomiedzy strukturg 1 parametrami  dyspersyjno-morfologicznymi
nanonapetniaczy celulozowych otrzymanych w wyniku kontrolowanej reakcji
enzymatycznej, jak rowniez po procesie funkcjonalizacji a ksztattowaniem struktury
nadczgsteczkowej 1 wlasciwosciami uzytkowymi kompozytow polimerowych. Istotnym
osiggnigciem byto zdefiniowanie wplywu odmian polimorficznych matrycy polimerowe;j
otrzymywanych w warunkach procesowych, jak réwniez aktywnosci nukleacyjnej
napehiaczy nanocelulozowych oraz hybrydowych na parametry wytrzymaltosciowe,
w szczeg6lnosci elastycznos$¢ materiatdéw kompozytowych.

W ramach trzeciego nurtu realizowano prace nad otrzymaniem polipropylenowych
uktadow kompozytowych zawierajacych napetniacze hybrydowe nanoceluloza-tlenek
(tlenki) metali oraz uktady nanoceluloza z dodatkiem soli cynkowo-amonowych.
Przeprowadzono takze -charakterystyke strukturalng 1 dyspersyjno-morfologiczng
napetniaczy hybrydowych, jak réwniez scharakteryzowano otrzymane kompozyty
polimerowe oraz okreslono ich wiasciwosci funkcjonalne, tj. barierowo$¢ i odpornos¢
przeciwdrobnoustrojows. Zastosowanie napetniaczy hybrydowych byto odpowiedzialne
za otrzymanie kompozytow polimerowych o poprawionych wiasciwosciach barierowych
na tlen i1 parg wodna, przy jednoczesnym uzyskaniu doskonatych cech
wytrzymatosciowych, w szczegolnosci bardzo duzej elastycznosci, Efektem prac
badawczych jest rowniez znalezienie zaleznosci pomigdzy wlasciwosciami barierowymi
i cechami wytrzymatosciowymi kompozytow zawierajacych napetniacze hybrydowe
a strukturg nadmolekularng, w tym ksztattowanie odpowiednich odmian polimorficznych
osnowy polipropylenowej. Ponadto stwierdzono, ze dodatek uktadow nanoceluloza-so6l
cynkowo-amonowa w kompozytach przyczynia si¢ do nadania im wlasciwosci
przeciwdrobnoustrojowych wzglgdem bakterii i grzybéw oraz korzystnie wplywa
na wlasciwosci mechaniczne.

Warto podkresli¢, ze uzyskane wyniki w dysertacji doktorskiej charakteryzuja si¢
znaczacym potencjatem aplikacyjnym, w szczeg6lnosci mogacych mie¢ zastosowanie
podczas otrzymania ,,inteligentnego” materiatu opakowaniowego o zwigkszonych
wiasciwosciach zardwno barierowych, przeciwdrobnoustrojowych, jak i mechanicznych,
co moze skutkowa¢ wydluzeniem okresu przydatno$ci do spozycia produktow
spozywczych. Jednoczesnie, zaprezentowany proces otrzymywania innowacyjnych
materiatéw kompozytowych jest doskonalym przyktadem zrownowazonych technologii
projektowania opakowan o witasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych, gwarantujac
mozliwo$¢ dalszego ich przetwarzania poprzez recykling materiatowy.
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2. ABSTRACT

The subject of this doctoral dissertation concerns the manufacture of advanced
polymeric materials that can find application in the packaging industry. Important aspects
to be taken into account when designing packaging materials are the provision of high
barrier properties to oxygen and water vapor, as well as high antimicrobial resistance
to bacteria and fungi, which is necessary to maintain the freshness, flavor and color
of food products and extend their shelf life. In addition, packaging materials should
be characterized by high mechanical strength necessary during transportation,
as well as during storage. It is also important to emphasize the important element
of providing a high degree of flexibility, which can increase the range of products
obtained, including through the use of thermoforming techniques. Currently, obtaining
packaging materials that ensure the above aspects is realized by producing multilayer
films, although this type of arrangement is characterized by difficulties during processing
and the use of material recycling. Another solution is the use of mineral fillers, which
have a tendency to aggregate in the polymer matrix. The object of particular interest
in the last several years are materials with pro-environmental characteristics,
in which the fillers are made from renewable raw materials, in particular cellulosic.
The main scientific challenge of the ongoing work was to develop a method for the
production of nanometric cellulose fillers that can be used to obtain composite materials
with multifunctional properties, including microbial resistance, UV radiation, enhanced
water vapor and oxygen barrier properties, as well as high flexibility.

The dissertation is a coherent monothematic research series including discussion
of six scientific publications (P1-P6) published in international high-impact journals.
The main objective of the work was to obtain polymer composites containing nanometric
cellulose with improved strength characteristics and barrier properties,
as well as enhanced resistance to microorganisms.

The work was carried out in three research streams. Within the framework
of the first strand, research was carried out on the enzymatic process of obtaining
nanometric cellulose by selecting the appropriate type of cellulosic material, the type
of cellulolytic enzymes (7richoderma reesei and Aspergillus sp.) and the time
of the controlled bioconversion reaction carried out. Functionalization of the cellulose
nanofiller was also carried out using designed and synthesized gemini ionic liquids, which
ensured the formation of a stable spatial structure between polysaccharide nanoparticles
and reduced the formation of aggregates. In addition, the structural and dispersion-
morphological properties of the obtained cellulose fillers were characterized.
The conducted studies showed that the proposed method of enzymatic hydrolysis
of cellulose is an effective technique for obtaining nanocellulose. A significant
relationship, not described yet, was determined between the supermolecular structure
of micrometric cellulose and the efficiency of the enzymatic hydrolysis process
and the content of the obtained nanometric cellulose particles, as well as simple sugars.

Within the framework of the second research stream, work was carried out
on the preparation and characterization of the supermolecular structure, phase
transformations, physicochemical and functional properties of polymeric composite
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materials with nanocellulose fillers. In addition, nanocellulose-metal oxide hybrid fillers
were synthesized and the possibility of their use as fillers for polypropylene matrix was
verified. For the first time, the relationship between the structure and dispersion-
morphological parameters of cellulose nanofillers obtained by controlled enzymatic
reaction, as well as after functionalization, and the formation of supermolecular structure
and performance properties of polymer composites was described. An important
achievement was the definition of the influence of polymorphic varieties of the polymer
matrix obtained under process conditions, as well as the nucleation activity
of nanocellulose and hybrid fillers on the strength parameters, in particular, the elasticity
of composite materials.

Within the framework of the third stream, work was carried out on obtaining
polypropylene composite systems containing nanocellulose-metal oxide (oxides) hybrid
fillers and nanocellulose systems with the addition of zinc-ammonium salts. Structural
and dispersion-morphological characterization of the hybrid fillers was also carried out,
as well as characterization of the obtained polymer composites and determination of their
functional properties i.e. barrier and antimicrobial resistance. The use of hybrid fillers
was responsible for obtaining polymer composites with improved barrier properties
to oxygen and water vapor, while obtaining excellent strength characteristics,
in particular, very high elasticity. The research work also resulted in finding a relationship
between the barrier properties and strength characteristics of composites containing
hybrid fillers and supermolecular structure, including the formation of appropriate
polymorphic varieties of polypropylene matrix. In addition, it was found that the addition
of nanocellulose-zinc-ammonium salt systems in the composites contributes to giving
them antimicrobial properties against bacteria and fungi, and has a favorable effect
on mechanical properties.

It is worth noting that the results obtained in the doctoral dissertation are characterized
by significant application potential, in particular, they can be applied in obtaining
a “smart” packaging material with enhanced barrier, antimicrobial, as well as mechanical
properties, which can result in the extension of the shelf life of food products. At the same
time, the presented process of obtaining innovative composite materials is an excellent
example of sustainable technologies for designing packaging with antimicrobial
properties, guaranteeing the possibility of further processing through material recycling.
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3. WPROWADZENIE TEORETYCZNE

Przemyst opakowan z tworzyw sztucznych jest jednym z najwickszych i najszybcie;j
rozwijajacych si¢ na $wiecie, a materiaty te charakteryzuja si¢ tatwa dostgpnoscig oraz
niskimi kosztami produkcji. Wedtug danych z 2021 roku ponad 40% tworzyw sztucznych
produkowanych jest w celu zastosowania ich do przechowywania zywnosci', ale jednak
nieodpowiednia utylizacja tego materialu moze powodowaé niebezpieczne
zanieczyszczenia $rodowiska oraz ekosystemu. Problemy te, wraz ze wzrastajaca
swiadomoscig ekologiczng spoteczenstwa, stanowig gtowny impuls do wprowadzania
zmian w dynamicznie rozwijajgcym si¢ przemysle opakowaniowym.

Na przestrzeni ostatniego wieku wytwarzano ro6zne typy materialow
opakowaniowych, poczawszy od drewnianych skrzyn po folie jednorazowe. Dlatego tez,
aby dobrze zobrazowaé¢ zmiany, jakie nastapily na przestrzeni lat w przemysle
opakowaniowym, a w szczegolnosci w trendach dotyczacych pakowania zywno$ci oraz
w ograniczeniach i zaletach stosowanych materiatow, na rysunku 1 przestawiono
przeglad opakowan produktow spozywczych.

Materialy do p Yol Dy, do : ' ' :

przechowywania artykuléw spozywczych w gospodarstwach materialy do pakowania r6znego rodzaju

= ych, glownie produkt jesnych, mieka i jego ~ produk'térl spoiwa \ gzycp powinny tqczyéwsob.le
przetworow, owocow i warzyw. Zp i troske o

. Nieefektywne opakowanie
wm? METALOWE | SZKLANE o Ograniczone mozliwosci
SKRZYNKI POJEMNIKI przechowywania produktow wuowmsrwow:
. Gléwnie do uzytku domowego | WIELOMATERIALOWE)

OPAKOWANIA Z POLIMEROW OPAKOWANIA
SYNTETYCZNYCH JADALNE MATERIALY
BIODEGRADOWALNE

) N

- 1900-1950 2000...
1950-2000 @ Ekologiczne opakowania z mozliwoscia recyklingu
@ Wydtuzony okres przechowywania zywnosci
Efektywne op je, ale nieekologi Y . Mozliwo$¢ kompostowania opakowarn

MODYFIKOWANY MATERIALOWE FOLIE
Wydtuzony okres przechowywania zywnosci @ = PAPIER, POWLEKANE | SYNTETYCZNE

Wigksze mozliwosci przechowywania produktow @ POJEMNIKI

Oferowano szeroka game materiatow opakowaniowych,
w tym przetworzony papier, metal i szklo, a takze
opakowania z tworzyw sztucznych do produktow

spozywczych.
Zaréwno do domowycﬁ. jak i komercyjnych zastosowari.

Rysunek 1. Przeglgd materiatéw opakowaniowych stosowanych do produktéw spozywezych’

Aktualnie do produkcji opakowan stosowane sg gldwnie polimery syntetyczne, takie
jak polistyren (z ang. polystyrene, PS), polietylen (z ang. polyethylene, PE), poli(chlorek
winylu) (z ang. polyvinyl chloride, PVC) i poli(tereftalan etylenu) (z ang. polyethylene
terephthalate, PET) oraz biodegradowalne tworzywa — poli(kwas mlekowy)
(z ang. polylactic acid, PLA) czy polikaprolakton (z ang. polycaprolactone, PCL).
Najczesciej jednak, w przemysle opakowaniowym, wykorzystuje si¢ polipropylen
(z ang. polypropylene, PP)**. Jego popularno$¢ wynika z korzystnych wiasciwosci,
takich jak mala masa, wysoka wytrzymato§¢ mechaniczna, ale rowniez ze wzgledu
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na jego atrakcyjnag cen¢ oraz dostepno$¢. Dzigki temu znajduje szerokie zastosowanie
w produkcji nie tylko opakowan, ale takze folii, pojemnikow czy wiokien.

W 2024 roku globalna produkcja PP wyniosta okoto 70 milionéw ton,
z prognozowanym wzrostem do 111 milionéw ton do 2035 roku. Odpowiada
to $redniorocznemu wskaznikowi wzrostu (CAGR) na poziomie 4,44%3. Zgodnie
z zatozeniami Europejskiego Zielonego f.adu, majacego na celu osiggnigcie neutralnosci
klimatycznej do 2050 roku, kluczowym kierunkiem rozwoju rynku opakowan jest
projektowanie zgodne z zasadami zréwnowazonego rozwoju oraz uwzglednienie
mozliwosci recyklingu. Na podstawie danych raportu Deloitte Canada z 2016 roku tylko
9% odpadow z tworzyw sztucznych zostato poddanych recyklingowi, a pozostale 91%
trafito na sktadowiska, zostato spalone lub zasmiecone w $rodowisku®. Ponadto na uwage
zashuguje fakt, ze wedtug danych Organizacji FAO z 2019 roku wobec niewtasciwego
przechowywania produktéw spozywczych marnowane jest okolo 14% $wiatowej
produkcji zywnosci, co wplywa bezposrednio na emisje gazéw cieplarnianych’
przyczyniajac si¢ do problemow Srodowiskowych, ale rowniez do trudnosci
gospodarczych i spotecznych.

Jednym z rozwiagzan przedstawionych probleméw, z jakimi aktualnie mierzy si¢
srodowisko przemystowe, ale takze kazdy z nas, jest zastosowanie innowacyjnych
dodatkow pochodzenia naturalnego (w tym rowniez w skali nanometrycznej)
wspomagajacych  wiasciwosci  fizykochemiczne materialow  opakowaniowych,
ale réwniez poprawiajacych ich barierowos¢ wzgledem tlenu i pary wodne;j.
W szczego6lnosci materialy na bazie polimerow umozliwiaja produkcje elastycznych
opakowan o wlasciwosciach ,,superbarierowych”, ktéore moga konkurowac z materiatami
szklanymi czy metalowymi. W efekcie nanokompozyty polimerowe uznawane
sa za obiecujacy material opakowaniowy, poniewaz pozwalaja na redukcj¢ ilosci
stosowanego napetniacza w poréwnaniu do tradycyjnych dodatkow modyfikujacych,
przy jednoczesnym zachowaniu wymaganych wlasciwosci uzytkowych oraz
transparentno$ci. Warto wspomnie¢, ze stosowanie odpowiednich materialow
opakowaniowych ma nieodlgczng zalet¢ wobec wydluzenia okresu przydatnosci
do spozycia produktow spozywanych poprzez wickszg wytrzymato$¢ mechaniczng
opakowan oraz ograniczenie wzrostu 1 rozprzestrzeniania si¢ szkodliwych
mikroorganizmow. Takie opakowania zdecydowanie ulatwiaja konsumentom
przechowywanie 1 transport, a co wigcej, mogag zosta¢ poddane recyklingowi
materiatlowemu, na co w duzej mierze kladzie si¢ nacisk wobec projektowania
innowacyjnych opakowan do zywnosci.

Przedstawione problemy i dane sa niezwykle motywujace do podjgcia dziatan
w kierunku otrzymania nowego materialu opakowaniowego powodujacego wydtuzenie
czasu przechowywania zywnosci oraz zapewnienia jakosci podczas transportu i dostaw,
co bedzie mozliwe poprzez produkcje wysokobarierowych tworzyw o duzej
wytrzymatos$ci mechanicznej oraz aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej wobec bakterii
1 grzybow.
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3.1 POLIMEROWE MATERIALY OPAKOWANIOWE

Dynamicznie rozwijajace si¢ technologie wytwarzania funkcjonalnych oraz
zaawansowanych materialow polimerowych ktada nacisk na otrzymywanie produktow
o konkretnych i unikatowych wtasciwosciach. Do najwazniejszych gatezi przemystu,
w ktorych stosowane sg tworzywa sztuczne, nalezy branza opakowaniowa. Niezwykle
istotne w kontek$cie projektowania proekologicznych opakowan do produktéw
zywnosciowych jest uwzglednienie parametru zwigzanego z przepuszczalno$cig par
i gazéw, gléwnie takich jak tlen i para wodna. Na uwadze nalezy mie¢ réwniez
to, ze materialy opakowaniowe powinny charakteryzowacé si¢ wysoka odpornoscia
przeciwdrobnoustrojowa na bakterie i grzyby przy jednoczesnym zachowaniu
wysokich parametrow wytrzymalo$ciowych. Opracowanie skfadu tworzywa
charakteryzujacego si¢ doskonalymi wilasciwosciami barierowymi, antybakteryjnymi
oraz wytrzymatosciowymi jest konieczne, do utrzymania $wiezosci, smaku i kolorow
produktéw spozywczych. Warto rowniez wspomnieé, ze zauwazalny jest wzrost popytu
ze strony konsumentéw na zywnos$¢ nieprzetworzona, ktdra jest bardziej narazona
na niszczaca dziatalno§¢ mikroorganizmow powodujacych degradacje produktow
spozywczych, anizeli produkty przetworzone.

Uzyskanie materiatu opakowaniowego o wysokich wlasciwosciach barierowych
na tlen i par¢ wodna, ale rowniez o dobrej wytrzymatosci mechanicznej oraz odpornosci
przeciwdrobnoustrojowej jest tematem szeroko rozpatrywanym w $rodowisku
naukowym oraz przemystowym?®-13. W kierunku otrzymania odpowiednich wlasciwosci
barierowych tworzywa, bardzo dobrze znane jest uzycie folii wielowarstwowych
sktadajacych si¢ z trzech do siedmiu warstw materiatu potagczonymi klejem lub innym
materialem polimerowym poprawiajacym adhezje pomiedzy poszczegolnymi warstwami
opakowania'*!>, Glownie wykorzystywanymi polimerami do produkcji takich folii
sa polimery termoplastyczne, a w szczegdlnosci polietylen, polipropylen czy
poli(tereftalan etylenu), ktore ze wzgledu na swojg przystepnos¢ cenowa,
wszechstronno$¢ zastosowania, wytrzymato$¢ mechaniczna, odporno$¢ chemiczng oraz
dobre wiasciwosci barierowe wobec wilgoci zdajg si¢ by¢ idealnym materiatem
w kierunku zastosowania go do zywnosci, aczkolwiek charakteryzuja si¢ wysoka
przepuszczalno$cig tlenu oraz aromatu produktow spozywezych'®. W zwigzku z tym,
czesto stosuje si¢ dodatkowe funkcjonalne warstwy materiatow w postaci kopolimeru
alkoholu winylowego i etylenu (z ang. ethylene-vinyl alcohol, EVOH), poliamidu
(z ang. polyamide, PA), poli(chlorku winylidenu) (z ang. polyvinylidene chloride, PVDC)
czy kopolimeru etylenu i octanu winylu (z ang. ethylene-vinyl acetate, EVA), ale sama
konstrukcja opakowania wielowarstwowego jest uzalezniona od integralno$ci
chemicznej, wymogow wytrzymato§ciowych, jak réwniez koncowego zastosowania
gotowego produktu. Przyktadowe opakowanie w postaci folii wielowarstwowej
zilustrowano na rysunku 2.
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Rysunek 2. Budowa folii wielowarstwowej

Folie wielowarstwowe wyr6zniaja si¢ lepszymi wlasciwosciami uzytkowymi
w porownaniu do standardowych opakowan z tworzyw sztucznych. Szczegolnie cenione
sa za wysoka barierowo$¢ wobec pary wodnej oraz gazow, takich jak tlen, dwutleneck
wegla czy zwigzki aromatyczne. Kluczowym atutem jest ich duza wytrzymatosé
mechaniczna!’. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze produkcja takich opakowan jest
technologicznie bardzo zlozona i kosztowna. Ponadto istnieja ograniczenia zwigzane
z minimalng gruboscig stosowanych folii ', jak rowniez utrudnienia dotyczace procesu
recyklingu opakowan wielowarstwowych.

Innym rozwigzaniem w kierunku otrzymania opakowan termoplastycznych
w przeznaczeniu do zywno$ci moze by¢ zastosowanie napelniaczy mineralnych
w  postaci  warstwowych  glinokrzemianéw?%?!.  Materialy  tworzywowe
z montmorylonitem (z ang. montmorillonite, MMT) odznaczaja si¢ dobrymi
wlasciwo$ciami mechanicznymi, jak rowniez barierowymi na gazy?’>* oraz wysokg
stabilnoscig termiczng®. Niestety ze wzgledu na liczne wady tego materiatu, wsrod
ktorych mozna wyrézni¢ tendencje do agregacji czastek napelniacza w matrycy?S, jego
niski wspotczynnik ksztaltu, jak réwniez niedostateczng odpornos¢ mikrobiologiczng
oraz konieczno$¢ przeprowadzenia modyfikacji chemicznych?’, material ten nie jest
idealnym rozwigzaniem w kierunku zastosowania go w tworzywach polimerowych.

Jak wspomniano wcze$niej, materiaty opakowaniowe z tworzyw sztucznych powinny
charakteryzowa¢ si¢ bardzo dobrymi wtasciwosciami barierowymi, ale réwniez
niezwykle wazne jest, aby posiadaty takze wysokg zdolno$¢ przeciwdrobnoustrojowg
wobec grzybow i bakterii. Jest to istotny aspekt, poniewaz brak odpowiedniej ochrony,
jest odpowiedzialny za powstawanie bakterii i grzybow w produktach spozywczych,
co w konsekwencji prowadzi¢ moze do psucia zywnosci. Istnieja rézne metody
otrzymania tego typu materialdw o wlasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych
poczawszy od zastosowania najczesciej stosowanych olejkow eterycznych?®3!, czgstek
metali’?33, po bakteriocyny**>7, liozymy*%40, kwasy organiczne*' czy fungicydy*>*
w matrycach polimerowych. Niestety, stosowanie wspomnianych S$rodkow
przeciwdrobnoustrojowych wiaze si¢ z pewnymi ograniczeniami. Jednym z probleméw
jest niedostateczna dyspersja czastek w matrycy polimerowej, co negatywnie wplywa
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na wlasciwosci wytrzymato$ciowe materiatu***. Dodatkowo, wiele z tych dodatkow
charakteryzuje si¢ stabg rozpuszczalno$cig i duzg lotnoscig. Czesto towarzyszy
im rowniez intensywny aromat, ktéry moze pogarsza¢ wlasciwosci organoleptyczne
zapakowanych produktow. Ponadto otrzymywane folie zazwyczaj wykazujg dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe jedynie wobec jednego rodzaju mikroorganizméw, co znacznie
ogranicza mozliwosci ich praktycznego zastosowania.

Oprécz wymienionych powyzej istotnych czynnikow charakterystycznych dla
nowoczesnych  opakowan, czyli  wysokiej  barierowosci i zdolnos$ci
przeciwdrobnoustrojowej, nalezy réwniez uwzgledni¢  parametr zwiazany
z zapewnieniem odpowiednich cech wytrzymato$ciowych. Jest to niezwykle wazne
podczas transportu, jak rowniez dalszego przechowywania i magazynowania opakowan
zawierajacych produkty zywnoSciowe. Nalezy rowniez podkreslic, Ze materiaty
polimerowe stosowane do produkcji opakowan powinny charakteryzowaé si¢
odpowiednig elastycznoscig, co niezbgdne jest podczas zastosowania ich w procesie
termoformowania. Jednakze, podczas wprowadzania roznych dodatkéw modyfikujacych
do matrycy polimerowej, obserwuje si¢ obnizenie elastycznos$ci i zmniejszenie udarnosci,
co moze by¢ pewnym ograniczeniem podczas wytwarzania opakowan. W literaturze
opisanych jest wiele przyktadow wprowadzania dodatkéw w celu poprawy wiasciwosci
barierowych oraz przeciwdrobnoustrojowych wobec bakterii oraz grzybow, aczkolwiek
notuje si¢ wiele trudno$ci zwigzanych agregacja czastek napetniacza, mata dystrybucja
czastek w matrycy polimerowej, obnizeniem cech wytrzymato$ciowych, konieczno$cig
stosowania modyfikacji chemicznych, czy réwniez z duzym kosztem materialow.

W konsekwencji, srodowisko naukowe oraz przemystowe szuka nowych rozwigzan
majgcych na celu produkcje ,inteligentnych™’ lub ,aktywnych” opakowan*®4
zawierajacych dodatkowe sktadniki w materiale, ktore oddziatuja pozytywnie
na zywnos$¢ prowadzac do utrzymania jakosci produktu spozywczego oraz wydluzenia
jego okresu przydatnosci do spozycia. Alternatywa do przedstawionych rozwigzan
w kierunku otrzymania innowacyjnego ,inteligentnego opakowania” moze by¢
wykorzystanie naturalnych napeliaczy odnawialnych w matrycach polimerowych.
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3.2 CELULOZA

Celuloza (z ang. cellulose), ktorej struktura molekularna zostata zilustrowana
na rysunku 3, jest naturalnie wyst¢pujacym w przyrodzie stabilnym, liniowym
homopolimerem zbudowanym z pierscieniowych czasteczek
D-anhydroglukopiranozowych potaczonych wigzaniami B—1-4-glikozydowymi’?, gdzie
jeden koniec tancucha celulozy jest zredukowany do hemiacetalu®', natomiast drugi
— niezredukowany koniec, pozwala na wydtuzenie tancucha poprzez dodawanie nowych
reszt glukozy na jego koncu™2.

CELOBIOZA
KONIEC NIEREDUKUJACY
OH
OH 6 OH .
el o0, HO— L0\
HB2Z<d 80\3/%.\‘"-’»-0--"[4‘0/ HO
. OH
éH OH n
v KONIEC REDUKUJACY
JEDNOSTKA

ANHYDROGLUKOPIRANOZOWA

Rysunek 3. Struktura molekularna celulozy”?

Wzor ogélny celulozy mozna zapisa¢ jako (CeHi0Os)n=10000-12000>*. Jednostka
anhydroglukopiranozy o konfiguracji krzesetkowej *C; zbudowana jest z trzech grup
hydroksylowych (-OH) generujacych silne wigzania wodorowe majace tendencje
do tworzenia wigzan miedzy- i wewnatrzczasteczkowych wystepujacych we frakcjach
krystalicznych widkien celulozowych (rys. 4), ktéore odpowiedzialne sg za wtasciwosci
wytrzymatosciowe biopolimeru, w tym elastyczno$¢ 1 sztywnos¢ oraz jego
rozpuszczalno$é3*+>3. Ponadto uporzadkowane obszary krystaliczne swojg wytrzymato$é
zawdzieczajg takze wystepujagcym sitom van der Waalsa’!, silom dyspersyjnym
i przycigganiu elektrostatycznemu, na ktore wplywa konformacja mikrofibryli®.
W  celulozie wyr6zni¢ mozna réwniez frakcje amorficzne bardziej podatne
na np. absorbcje zwigzkow chemicznych’’ oraz liczne puste przestrzenie
migdzyfibrylarne, ktore biorg udzial w procesie sorpcji wody czy pegcznienia
polisacharydu®. Obecno$¢ regionéw amorficznych determinuje plastyczno$¢ oraz
elastyczno$¢ materiatu™.
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Rysunek 4. Schemat budowy celulozy>

Biorgc pod uwage orientacj¢ czasteczek glukozy, wystepowanie wigzan wodorowych
oraz rozmiar komorek elementarnych, a takze przynaleznos¢ do grupy krystalograficzne;j
celulozy wyr6zni¢ mozna cztery gtdwne odmiany polimorficzne tego polisacharydu — typ
L, 1L, IIT oraz IV, ktorych otrzymywanie zilustrowano na rysunku 5.

CELULOZA I
CELULOZA | ) -
o y/ ALKALIZACJA
H .0 H
A/ s _,‘o/< MERCERYZACJA AMINA
ANINA : - 2 CIEKLY AZOT
CIEKLY AZOT Hs WO Vad
u/{ B /o

CELULOZA IIIl CELULOZA 1N f

_ GLICEROL
OBROBKA TERMINCZA

_ GLICEROL
OBROBKA TERMINCZA

Rysunek 5. Odmiany polimorficzne celulozy*®

Pierwszy typ celulozy — celuloza I, okreslana roéwniez mianem celulozy ,,natywnej”,
jest najczesciej] wystepujagcym w przyrodzie nietrwalym termodynamicznie polimorfem
celulozy. Celuloza I posiada w swojej budowie dwie odrgbne fazy krystaliczne — Ia. 1 1j3,
ktérych wystepowanie oraz zawarto$§¢ uzalezniona jest od pochodzenia celulozy.
Odmiana Ia celulozy najczesciej produkowana jest przez algi i bakterie, natomiast
odmiane If mozna znalez¢ w ro$linach wyzszych?3. Kolejng odmiang jest celuloza typu
IT powstajaca z celulozy ,,natywnej” na drodze alkalizacji badZz merceryzacji biopolimeru.
Warto nadmienié, ze proces ten jest nicodwracalny, co spowodowane jest wigksza
stabilno$cig celulozy typu 1133, a dodatkowo, roznica we wiasciwosciach celulozy I i I1
uzalezniona jest od zmian w strukturze krystalicznej celuloz®’. Ponadto celuloza III
otrzymywana jest poprzez odwracalng obrobke chemiczng celulozy I (celuloza III;) lub
I (celuloza Illy) 2z  wykorzystaniem aminy lub  cieklego  azotu’®,
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a celuloza IV z podzialem na celuloze IV) oraz celuloze IVy (uwazana
za nieuporzagdkowana odmiane celulozy ,,natywnej”) syntezowana jest na drodze reakcji
kolejno celulozy II; lub Iy z glicerolem w bardzo wysokich temperaturach®!.

Celuloza jest jednym z gtdéwnych sktadnikow biomasy roslinnej®? (rys. 6), ale rowniez
wykazano jej obecno$¢ w grzybach, algach, bakteriach oraz jako sktadnik pancerzy
niektorych zwierzat®. Jej dostepnosé, ale rowniez to, ze jest surowcem odnawialnym,
czyni ja niezwykle interesujacym materiatlem wielu prac badawczych.

5 OH P OH
H 0 Ho
(0]
oL d o o L=
OH OH OH

OH
‘A Hsmcﬂ.mou
" HooC
=2 ﬁ"\
70 O

HO

Rysunek 6. Skiad chemiczny biomasy roslinnej®*
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3.3 NANOCELULOZA

Rosngca liczba artykulow naukowych dotyczaca celulozy o rozmiarach
nanometrycznych potwierdza duze zainteresowanie, jak i aktualno$¢ danej tematyki. Nie
jest to zaskoczeniem, poniewaz nanoceluloza charakteryzuje si¢ dobrymi wiasciwosciami
chemicznymi, wysoka krystalicznoscig, ale réwniez doskonatymi wlasciwosciami
mechanicznymi®,

Przed rozpoczeciem szczegdlowego omawiania tego dziatu niezwykle wazne jest
zdefiniowanie terminu ,nanoceluloza” (z ang. nanocellulose, NC), ktory wedlug
naukowcow odnosi si¢ do celulozowego materialu widknistego, o co najmniej jednym
wymiarze ponizej 100 nm®-7. Nanoceluloza posiada bardzo interesujace wiasciwosci
poczawszy od niskiej masy i gestoSci, wysokiego wspotczynnika ksztattu®,
hydrofilowosci® oraz biokompatybilno$ci”, jak rowniez charakteryzuje sie bardzo
dobrymi parametrami mechanicznymi takimi jak wysoka wytrzymato$¢ na rozciaganie,
sztywno$¢ i modut sprezystosci, ktory jest wyzszy niz dla wiokna Kevlarowego’!72.
Dodatkowo na uwagg zastuguje wystepowanie reaktywnych grup hydroksylowych
zdolnych do reakcji funkcjonalizacji.

Otrzymanie nanocelulozy nie jest proste. Naukowcy sa zgodni, ze najwicksza
przeszkoda, ktora stoi na drodze w kierunku uzyskania ,,idealnej” nanocelulozy jest
przetwarzalno$¢ celulozy, a w szczegolnosci jej staba podatno$¢ na wickszos¢
rozpuszczalnikow organicznych, a takze wode”’. Jednakze stosujagc rézne metody
produkcji tego nanometrycznego polisacharydu mozliwe jest wytworzenie materialu
o zroznicowanych wilasciwosciach morfologicznych, strukturalnych, ale rowniez
wytrzymato$ciowych®*7473, Jednak i tutaj srodowisko naukowe, ale rOwniez przemyst,
mierzy si¢ z licznymi problemami. Jednym z nich jest odpowiedni dobor techniki izolacji
nanocelulozy, a jest to niestety niezwykle trudne, poniewaz w zaleznosci od rodzaju
zastosowanej metody mozliwe jest uzyskanie roznego typu nanoceluloz. Ponadto
otrzymany nanomaterial posiada wzmozong tendencj¢ do agregacji i aglomeracji czastek
ze wzgledu na ich duza powierzchnic wlasciwg 1 wystgpowanie silnych
migdzymolekularnych wigzan wodorowych, jak roéwniez odznacza si¢ wysoka
polidyspersyjnoscia oraz hydrofilowoscig spowodowang polarnym charakterem
nanowtokien. Przedstawione cechy s3 ogromnym utrudnieniem w kierunku
rozpatrywania potencjalnej aplikacji nanocelulozy w hydrofobowych matrycach
polimerowych, przez co temat izolacji ,,idealnej” nanocelulozy jest jak najbardziej
aktualny.

Istotne jest takze sprecyzowanie nomenklatury podczas definiowania materiatow
nanocelulozowych, co jest mozliwe poprzez zastosowanie r6znych kryteriow,
np. ze wzgledu na metod¢ otrzymywania, zrodto pochodzenia, morfologi¢, rozmiar
czastek, wlasciwosci fizykochemiczne, ale rowniez jej krystalicznos¢. Jak wiadomo,
srodowisko naukowe nadal ma watpliwosci, co do poprawnego nazewnictwa
nanoceluloz, a zgodnie z wytycznymi Miedzynarodowej Organizacji Normalizacyjnej
(z ang. International Organization for Standardization, ISO), Stowarzyszenia
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Technicznego Przemysthu Celulozowego i Papierniczego (z ang. Technical Association
of the Pulp and Paper Industry, TAPPI) oraz Kanadyjskiego Stowarzyszenia
Normalizacyjnego (z ang. Canadian Standards Association, CSA) nanomaterialy
celulozowe mozna podzieli¢ na dwie kategorie: nanoobiekty celulozowe (z ang. nano-
objects) oraz materialy o nanostrukturze celulozowej (z ang. nano-structured
cellulose).

W pierwszej kategorii wyr6zni¢ mozna nanokrysztaly celulozy (z ang. cellulose
nanocrystals, CNC) i nanofibryle celulozy (z ang. cellulose nanofibrils, CNF), natomiast
do drugiej zaliczana jest celuloza mikrokrystaliczna (z ang. cellulose microcrystal,
CMC), celuloza mikrofibrylarna (z ang. cellulose microfibril, CMF), celuloza
bakteryjna (z ang. bacterial cellulose, BC) oraz inne dowolne zagregowane
nanostruktury celulozowe’®’’. Na uwage zastuguje fakt, ze gtdbwnym kryterium podziatu
zaproponowanym przez TAPPI byla klasyfikacja celuloz w oparciu o ich wlasciwosci
m.in. wspotczynnik ksztaltu czy stopien krystalicznos$ci, a nie metody produkcji. Ponadto
niezbedne jest zdefiniowanie terminu ,,wspofczynnik ksztattu”, ktory jest jednym
z gléwnych parametréw definiujacych typ nanoceluloz, a dla wielu naukowcoéw jest
niezrozumiaty oraz problematyczny. Wspotczynnik ksztattu (z ang. aspect ratio) to nic
innego, jak bezwymiarowa warto$¢ liczbowa okreslajaca iloraz dlugosci do $rednicy
materiatu, definiowana jako L/D (z ang. Length/Diameter)’. Na potrzeby realizacji
niniejszej rozprawy doktorskiej, zostang omowione wszystkie materiaty celulozowe
0 nanometrycznym rozmiarze czastek.

Nanokrysztaly celulozy (CNC), naprzemiennie nazywane celulozg nanokrystaliczna
(z ang. nanocrystalline cellulose, NCC), celuloza nanowhiskers (z ang. cellulose
nanowhiskers, CNW), micelami celulozy, krystalitami celulozy, nanosferami oraz
nanodrutami, odnoszg si¢ do nanostruktur celulozy otrzymanych zwykle przez obrobke
chemiczng, w ktorej degradacji ulegaja nieuporzadkowane frakcje amorficzne, co finalnie
prowadzi do otrzymania materialu o wysokiej krystalicznos$ci posiadajace w swojej
budowie co najmniej jedno widkno elementarne zawierajace glownie obszary
krystaliczne’’. Wystepuja w postaci precikow (z ang. rod-like shaped), wasoéw
(z ang. whisker-shaped) lub igiet (z ang. needle-shaped) o wysokim wspotczynniku
ksztattu, szerokosci od 3 do 5 nm oraz dlugos$ci uzaleznionej od pochodzenia surowca,
jak rowniez warunkdéw prowadzenia procesu’”. Nalezy podkresli¢, ze CNC posiadajg
na powierzchni grupy hydroksylowe, ktore sg odpowiedzialne za wzmozong tendencje
do agregacji®.

Kolejnym omawianym typem celulozy o rozmiarach nanometrycznych sa nanofibryle
celulozy (CNF), ktore okresla si¢ réwniez mianem celulozy nanofibrylowanej (z ang.
nanofibrilated cellulose, NFC), nanofibryli i nanowtokna celulozowego, otrzymywanych
na drodze rozdrabniania mechanicznego z zastosowaniem sit $cinajacych, ale réwniez
w wyniku stosowania metod chemicznych. Skrét ,,CNF™ stosowany jest przez
srodowisko naukowe do opisu charakterystycznego ksztattu widkien (z ang. fibril-
shaped) lub linowego (z ang. rope-shaped) celulozy o dtugosci przekraczajacej 1 pum.
Ten typ nanocelulozy sktada si¢ z przynajmniej z jednego widkna elementarnego, ktore
zawiera frakcje krystaliczne oraz amorficzne, a ze wzglgdu na obecno$¢ réwniez
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obszaroéw amorficznych, nanofibryle sg bardziej elastyczne od CNC3!. Tak jak wczesniej
omawiana celuloza nanokrystaliczna, nanowtokna posiadajg tendencje do agregacji.

Wséréd rodzajow nanoceluloz wyrdznia si¢ takze komercyjnie dostgpng oraz
najpowszechniejszg celuloze mikrokrystaliczng (CMC). W celu produkeji tego typu
polisacharydu wykorzystuje si¢ metody chemiczne pozwalajace na czgsciowa hydrolizg
obszarow amorficznych w wyniku czego, otrzymany nanomaterial odznacza si¢
krystaliczng strukturg®? zagregowanych wielowymiarowych precikow celulozowych,
ktore sg niezwykle silnie powigzane ze sobg ze wzglgedu na wystepujace na powierzchni
celulozy wigzania wodorowe.

Innym typem nanocelulozy jest celuloza mikrofibrylarna (CMF) okres$lana réwniez
jako celuloza mikrofibrylowana (z ang. microfibrillated cellulose), ktora pozyskiwana
jest na drodze fibrylacji witokien celulozowych za pomoca metod mechanicznych
poprzedzonych obrobkg wstepng®?. W jej budowie wyrdzni¢ mozna cze$ci amorficzne,
jak 1 krystaliczne, a ze wzgledu na sposob i warunki procesu podczas jej wytwarzania
mozna zdefiniowaé ja jako material polidyspersyjny o szerokim rozktadzie wielkosci
czastek®.

Do nanoceluloz zaliczy¢ mozna rowniez celuloze bakteryjna (BC) nazywang takze
bionanocelulozg’!. Wstegi (z ang. fibbon-shaped) nanocelulozy przypominajgce wiokna
jedwabiu, otrzymywane s3 na drodze ekologicznej syntezy bakteryjnej pozwalajacej
na kontrole ksztattu, ale réwniez struktury w zalezno$ci od warunkéw hodowli oraz
rodzaju zastosowanej bakterii.

Na rysunku 7 przedstawiono zdjecia mikroskopowe omawianych rodzajow
nanoceluloz, natomiast w tabeli 2 scharakteryzowano najwazniejsze cechy
wspomnianych materialow.

CNC

1 e .'\' -
. 200 pm I 1000 nm

I 600 nm

Rysunek 7. Zdjecia mikroskopowe nanoceluloz’”%*%
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Ze wzgledu na niezaprzeczalnie pozadane cechy nanometrycznej -celulozy
zainteresowanie tym materiatlem stale ros$nie. Jednakze glownym wyzwaniem jest
otrzymanie nanocelulozy o duzej zawartosci czastek o rozmiarach nanometrycznych oraz
o malej polidyspersji. W kolejnych podrozdziatach dysertacji doktorskiej omowione
zostang metody otrzymywania nanokrysztalow celulozy oraz nanofibryli celulozy
wykorzystujac procesy mechaniczne, chemiczne oraz enzymatyczne.

3.3.1 MECHANICZNE METODY OTRZYMY WANIA NANOCELULOZY

Jak wspomniano wcze$niej, nanoceluloze mozna otrzymaé wykorzystujac rdzne
metody produkcji tego materialu. Pierwsza z omawianych metod jest proces
mechaniczny polegajacy na izolacji wtokien polisacharydowych poprzez zastosowanie
duzych sit $cinajacych w celu zerwania migdzyczasteczkowych wigzan wodorowych oraz
rozszczepienia widkien celulozowych wzdtuz osi, co finalnie prowadzi do otrzymania
celulozy nanofibrylarnej (CNF)**71:192, W¢réd metod mechanicznych wyrdzni¢ mozna
technike  eksplozji  parowej'®, elektroprzedzenie'®,  mikrofluidyzacje'®,
ale najczgsciej wykorzystywane sa procesy z zastosowaniem mielenia kulowego,
kriomielenia'®®!%7  homogenizacji wysokoci$nieniowej!® oraz ultradzwigkow!®.
Ponadto procesy te znajduja rowniez zastosowanie jako techniki poprzedzajace reakcje
hydrolizy, wspierajac tym samym efektywnos$¢ syntez!''’. Jednak gtowng wada
otrzymywania celulozy o rozmiarach nanometrycznych z wykorzystaniem metod
mechanicznych jest konieczno$¢ wieloetapowego powtarzania energochtonnego procesu
w celu uzyskania nanoczastek celulozowych, co wptywa na wysokie zuzycie energii
elektrycznej!!'!. Dodatkowo zastosowanie tych technik ma negatywny wplyw
na morfologi¢ wiokien celulozowych, co w konsekwencji prowadzi do obnizenia ich
stopnia krystaliczno$ci i uzyskania malej powtarzalno$ci rozmiaru czgstek’”!!2,
Na rysunku 8 przedstawiono separacj¢ nanofibryli celulozy z wykorzystaniem metod
mechanicznych.

FRAKCJE AMORFICZNE FRAKCJE KRYSTALICZNE

METODY MECHANICZNE

'y ; ,
\t \V ./

N Yy

NANOFIBRYLE CELULOZY

Rysunek 8. Separacja nanofibryli celulozy (CNF) z wykorzystaniem metod mechanicznych
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3.3.2 CHEMICZNE METODY OTRZYMY WANIA NANOCELULOZY

Ze wzgledu na mniejsza energochlonnos¢ i wigksza wydajno§¢ w pordwnaniu
z technikami mechanicznymi, nanoceluloz¢ mozna rowniez otrzymaé wykorzystujac
metody chemiczne. Najpopulamiejsza, i zarazem drugg najstarszg metodg'"?
otrzymywania celulozy o rozmiarach nanometrycznych, jest hydroliza kwasowa.
Pierwsze doniesienia literaturowe odnoszg si¢ do lat 80. XIX wieku, kiedy
przeprowadzono pionierskie badania dotyczace rozpuszczania celulozy pozyskanej
z bawelny za pomocg kwasu siarkowego, a nastepnie w latach 30. i 40. ubiegtego wieku
zaimplementowano trzy wielkoskalowe procesy hydrolizy kwasowej — proces Bergiusa-
Rheinau, proces Peorii i proces Hokkaido!'4!15,

Hydroliza kwasowa celulozy przebiega z udzialem rozcienczonych lub stezonych
kwasow takich jak kwas siarkowy, kwas azotowy, kwas solny!'® czy bromowodorowy'!”,
natomiast na jej wydajnos¢ wplywa rodzaj uzytego kwasu, temperatura prowadzenia
reakcji, ale rowniez krystaliczno$¢ surowca wyjsciowego. Podczas tego procesu frakcje
krystaliczne celulozy pozostaja nienaruszone, a czg¢sci amorficzne ulegaja rozktadowi
w monosacharyd (glukoze)''>!!8, co prowadzi do otrzymania nanokrysztalow celulozy
(CNC). Warto jednak podkresli¢, ze jezeli proces hydrolizy nie jest prowadzony z wysoka
efektywnoscia, moze nastgpi¢ ograniczona degradacja obszarow amorficznych,
co powoduje zmiany w krystaliczno$ci materiatu celulozowego, ale rowniez w morfologii
czastek. Efektem takiego dziatania moze by¢ uzyskanie nanofibryli celulozy (CNF).
Podobny rezultat mozna uzyska¢ zwickszajac intensywnos¢ hydrolizy poprzez zmiang
warunkow reakcji, co w konsekwencji, moze skutkowac¢ depolimeryzacjg krystalicznej
celulozy prowadzac do zmniejszenia wspotczynniku ksztattu polisacharydu, a nawet do
otrzymania czgstek sferycznych’!. Schematyczny model izolacji nanocelulozy CNC
zilustrowano na rysunku 9.

FRAKCJE AMORFICZNE FRAKCJE KRYSTALICZNE
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Rysunek 9. Schematyczny model izolacji nanocelulozy CNC
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Niestety rowniez ta technika otrzymywania nanocelulozy posiada liczne wady.
Najwigksza staboscia tego procesu jest zmniejszenie stabilnosci termicznej nanocelulozy,
co zwigzane jest z obecno$cig grup sulfonowych na powierzchni nanokrysztatow!'?.
Dodatkowo niezwykle czasochtonna, ale tez wymagajaca zastosowania kosztownych
reaktorow!?0, jest separacja stezonego kwasu np. siarkowego z nanostruktur celulozy,
a co wigcej otrzymana nanoceluloza poprzez reakcje¢ z niektorymi kwasami
beztlenowymi moze posiadaé tendencjc do wzmozonej aglomeracji''’. Ponadto
ze wzgledu na problem z oddzieleniem kwasu od produktu koncowego konieczne jest
oczyszczanie $ciekow poreakcyjnych!?!,

Inng metoda otrzymywania celulozy nanokrystalicznej (CNC) jest hydroliza
122 plasujgce sie
na poczatek XXI wieku przedstawiaja, ze alternatywa do omawianych problemow
ze stosowaniem kwaséw w hydrolizie kwasowej celulozy, moze by¢ wykorzystanie

z uzyciem cieczy jonowych. Pierwsze doniesienia literaturowe

wlasnie cieczy jonowych (z ang. lonic Liquids, ILs), czyli soli organicznych
charakteryzujacych si¢ temperatura topnienia ponizej 100°C posiadajacych zdolnos¢
do rozpuszczania substancji organicznych, jak rowniez nieorganicznych!?3!24,
Dodatkowo ciecze jonowe charakteryzujg si¢ wysoka stabilnoscia termiczng
i chemiczng!?>!26, niskg preznoscig par oraz mozliwoscig recyklingu!?7-128,

Na rozpuszczalnos¢ celulozy w cieczach jonowych, podobnie jak w przypadku
hydrolizy kwasowej, wplywa m.in krystaliczno$¢ materialu celulozowego, ale
ze wzgledu na wyzszg stabilno$¢ energetyczng i nizsza energi¢ obszarow krystalicznych,
rozpuszczenie tych frakcji jest trudne!?®13°, Warto podkresli¢, ze dotychczas stosowane
komercyjne ciecze jonowe do obrobki biomasy lignocelulozowej w celu rozpuszczania
celulozy'!
wystepujace w korelacji z zasadowym anionem'*? w duzej mierze odpowiedzialnym

zawierajg rozne kationy — imidazoliowe, pirydynowe, amoniowe i fosfoniowe

za wydajnos¢ procesu. Niezwykle wazny jest rowniez aspekt toksycznosci
wykorzystywanych cieczy jonowych na $rodowisko oraz mozliwo$¢ ich ponownego
zastosowania, co jest czesto kwestia pomijang. Dowiedziono, Ze sole organiczne
o krotszej dlugosci tancucha charakteryzujg sie nizszg toksycznoscig!33134
wpltyw na zdolno$¢ takiej cieczy jonowej do rozpuszczania celulozy. Doniesienia
hiszpanskich naukowcow Isik et al'*® sg idealnym przykladem na to, ze zdolno$é
rozpuszczenia celulozy wzrasta wraz ze zmniejszeniem objetosci kationu lub anionu
wchodzacego w sklad cieczy jonowej. W literaturze opisano takze wiele innych cieczy
jonowych zdolnych do skutecznego rozpuszczania celulozy, wsrdd ktorych wyrdznié
mozna np. ciecze zawierajace przeciwjony halogenkowe w postaci chlorku 1-butylo-3-
metyloimidazoliowego, aczkolwiek wada tych ukladéow jest ich duza lepkosc,
co ogranicza ich mozliwosci przetworcze. Swatolski ef al.'?? stosujgc ciecze jonowe
w postaci kationu imidazoliowego 1-butylo-3-metylowego z rdéznymi anionami
stwierdzili, ze chlorek, ktory petnil funkcje akceptora wigzan wodorowych, byt
najbardziej efektywnym anionem do rozpuszczania polisacharydu anizeli jego
niekoordynujgce odpowiedniki. Rowniez w innej pracy naukowcy badali wpltyw
struktury na efektywnos$¢ rozpuszczania celulozy z wykorzystaniem cieczy jonowych

, CO marowniez
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i dowiedli, ze fosforan dietylu 1-etylo-3-metyloimidazoliowy byl najlepsza substancja
sposrod innych badanych soli organicznych wobec reakcji rozpuszczenia celulozy.
Dodatkowo bardzo dobre dziatanie tego zwigzku uzasadnili jego niska temperaturg
topnienia, co ma bezposredni wptyw na efektywnos$¢ reakcji'®®. Natomiast FitzPatrick
et al.'¥" stwierdzili, ze zaproponowana przez nich ciecz jonowa w postaci octanu 1-etylo-
3-metyloimidazoliowego z wysoka skutecznos$cig rozpuszcza celulozg, aczkolwiek
lepkos¢ zastosowanej soli organicznej ma kluczowy wptyw na caly proces. Dodatkowo
Sayyed et al.'* twierdzg, ze aniony wchodzgce w sktad cieczy jonowych, ktore sg silnymi
akceptorami wodoru, najskuteczniej rozpuszczajg substancje lignocelulozowe.
Zastosowanie dwoch cieczy jonowych w postaci chlorku kwasu 3-mastowo-2-
metyloimidazoliowego oraz chlorku 3-N,N-dietylo-butyramido-1-
metyloimidazoliowego bylo obicktem badan Aghmih er al'*, ktérzy rozpuszczajac
materiat celulozowy uzyskali polisacharyd charakteryzujacy si¢ mniejsza
krystaliczno$cia, nizszym stopniem polimeryzacji oraz nizszg stabilno$cia termiczng
w poroéwnaniu do surowca wyjsciowego. W tym przypadku zsyntezowane ciecze jonowe
miaty bezposredni wpltyw na rozerwanie wigzan wodorowych celulozy. Z drugiej strony
Zhang et al'* skutecznie rozpuscili biopolimer stosujgc chlorek 1-allilo-3-
metyloimidazoliowy, ale réwniez potwierdzili wysoka termostabilno$¢ soli organicznej
oraz jej nielotny charakter, co jest niezwykle istotne wobec jej ponownego uzycia
w procesach chemicznych. Réwniez wysoka wydajnos$¢ procesu rozpuszczania celulozy
wykorzystujgc m.in. mieszaning cieczy jonowych, zaobserwowali Ferreira er al.'*!.
Podobne wyniki otrzymano w pracy amerykanskich badaczy Ma et al.'¥?, ktorzy
hydrolizujac celuloze octanem 1,4-dibutylo-3-metylo-1,2,3-triazoliowym nie tylko
otrzymali stabilnie termiczny polisacharyd, ale rowniez udowodnili, Zze rodzaj uzytego
anionu ma niezaprzeczalny wplyw na rozpuszczalno$¢ materialu celulozowego,
a wspomniana ciecz jonowa nadaje si¢ do ponownego zastosowania.

Przyktadowy mechanizm hydrolizy celulozy z uzyciem imidazoliowej cieczy jonowej
zilustrowano na rysunku 10.
facza sig z boczng powierzchnia celulozy Aniony lacza sig z grupami

stabymi wigzaniami van der Waalsa Q:ldroksylowymi celulozy
h"‘

Separacja fancuchow

celulozy przemieszczajg sig

I\ w strong anionéw

Rysunek 10. Mechanizm hydrolizy celulozy w obecnosci octanu I-etylo-3-metyloimidazoliowym'#
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Nalezy rowniez wspomnie¢ o kilku wadach tego procesu, takich jak trudnos$é
W oczyszczaniu zwigzkow, wysoki koszt odczynnikow, wysoka lepkos¢ cieczy jonowych
czy degradacja tancucha celulozowego'*. Pomimo przedstawionych problemow
w stosowaniu cieczy jonowych, otrzymana nanoceluloza charakteryzuje si¢ mniejszym
rozrzutem wielko$ci czastek w poréwnaniu do nanomaterialu uzyskanego w wyniku
hydrolizy kwasowej. Ponadto sam proces jest mniej toksyczny, a przereagowang ciecz
jonowa mozna odzyska¢ i ponownie wykorzysta¢ w procesie hydrolizy'#.

Poza przedstawionymi metodami chemicznymi mozna wyrozni¢ takze kilka innych
technik, dzieki ktorym mozliwe jest otrzymanie celulozy o rozmiarach nanometrycznych
(z wyjatkiem celulozy bakteryjnej), wsréd ktérych wyszczegolnic mozna
karboksymetylowanie czy utlenianie odczynnikiem TEMPO, aczkolwiek metody
te sa najczgsciej stosowane w celu obrobki wstepnej materialu celulozowego
poprzedzajacego energochtonny proces mechaniczny.

3.3.3 ENZYMATYCZNE METODY OTRZYMYWANIA NANOCELULOZY

Stosunkowo nowa metodg, dzigki ktorej mozliwe jest otrzymanie celulozy
o rozmiarach nanometrycznych, jest hydroliza enzymatyczna celulozy wykorzystujgca
enzymy celulolityczne inaczej nazywane celulazami. Po raz pierwszy badania
podkreslajace mozliwo$¢ otrzymywania nanocelulozy metodami enzymatycznymi
zostato opisane przez Zhu et al.'* na poczatku XXI wieku. Enzymy celulolityczne,
biorgce udzial w kontrolowanej biokonwersji celulozy, w poczatkowym etapie
hydrolizujg obszary amorficzne, a w kolejnym frakcje krystaliczne polisacharydu
tworzgc nanokrysztaty celulozy (CNC)'¥-148, Warto podkresli¢ jednak, ze te technike
wykorzystuje sie takze do produkcji celulozy nanofibrylarnej (CNF)'#9-131 aczkolwiek
dostgpne doniesienia literaturowe w duzej mierze skupiaja si¢ na otrzymywaniu celulozy
CNC. Zastosowanie tego alternatywnego procesu pozwala na wyeliminowanie
problemow typowych dla wczesniej omawianych metod, takich jak hydroliza kwasowa
czy hydroliza z uzyciem cieczy jonowych, do ktérych naleza: obnizona stabilnosé¢
termiczna nanocelulozy'3>7'%, konieczno$¢ oczyszczania koncowego produktu oraz
degradacja tancuchow celulozowych!3.

Procesy enzymatyczne celulozy sa bardzo skomplikowane ze wzgledu na obecno$é
w polisacharydzie duzej ilosci wigzan wodorowych, co w konsekwencji wymaga
synergistycznej korelacji celulaz!¥%1%6-163 Dodatkowo, wydajno$¢ tej metody
uzalezniona jest od réznych czynnikow, wsrdd ktorych wyr6zni¢ mozna nie tylko
temperature i pH S$rodowiska reakcjil®, stopien polimeryzacji, krystaliczno$¢
i porowato$¢!®, ale takze odmiane polimorficzng celulozy'®, jak rowniez rodzaj,
aktywno$¢ enzymatyczng oraz stezenie uzytych celulaz'6”-168,

Jak wspomniano w poprzednim akapicie, niezwykle wazny jest doboér odpowiednich
enzymow celulolitycznych, ktoére odgrywajg znaczacg rolg w komorkowych procesach
fizjologicznych poprzez regulacje depolimeryzacji celulozy wielu gatunkow grzybow,
bakterii, pierwotniakow, ro$lin oraz zwierzat'®. Bakterie rodzaju Clostridum,
Cellulomonas 1 Thermomonospora oraz grzyby rodzaju Trichoderma, Penicillium
i Aspergillus'’ sg najpowszechniej stosowanymi mikroorganizmami do synetzy celulaz.
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Celulazy grzybowe s3 najczesciej wykorzystywane w produkcji przemystowej
ze wzgledu na ich wysoka aktywno$¢ enzymatyczng oraz wilasciwosci enzymow
zewngtrzkomorkowych!7!,

Celulazy sktadaja si¢ gléwnie z trzech réznych enzymoéw (endoglukanazy,
celobiohydrolazy i B-glukozydazy) oraz dwodch biokatalizatoréw (monooksygenazy
polisacharydow i dehydrogenazy celobiozowych), ktérych szczegotowy opis zostat
przedstawiony na rysunku 11.

ENDO-(1,4)-B-D-GLUKANAZA,

B-1,4-GLUKANAZA lub ENDOGLUKANAZA

Hydrolizuje wigzania -1,4-glikozydowe

znajdujace sie we frakcji amorficznej
polisacharydu i tworzy oligosacharydy
o réznych dtugosciach faricuchéw
polimerowych, powodujac zmniejszenie |EG‘
lepkosci biopolimeru,

co wplywa na zmniejszenie stopnia
polimeryzaciji celulozy

Dziataja na krystaliczng cze$¢ celulozy,
wytwarzajac utlenione i nieutlenione
korice fancuchéw

PMO

CDH

Rysunek 11. Enzymy i biokatalizatory biorgce udzial w hydrolizie enzymatycznej! 7?17
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Enzymy hydrolizujace celuloze, nazywane takze enzymami indukowanymi czy tez
hydrolitycznie aktywnymi enzymami, sg regulowane przez mechanizmy aktywacji oraz
represji, natomiast ich synteza moze by¢ zapoczatkowana poprzez obecnos¢ substratow
celulozowych!’®. Budowa strukturalna celulaz w duzej mierze wptywa na zdolno$é
enzyméw do hydrolizy wiokien celulozowych, a w ich budowie najczg$ciej mozna
wyr6zni¢ domene katalityczng (CD) zawierajaca miejsca aktywne oraz modul wigzacy
weglowodany (CBM) polaczone ze sobg mostkiem polipeptydowym 77178, Przyktadowy
wielomodutowy enzym odseparowany z mikroorganizmu rodzaju Trichoderma
przedstawiono na rysunku 12.

DOMENA KATALITYCZNA  MODUL WIAZACY WEGLOWODANY

Rysunek 12. Struktura endoglukanazy (EG) z grzyba mikroskopowego rodzaju Trichoderma’>?

Projektujac skuteczny i wysokowydajny proces hydrolizy celulozy nalezy pamigtac,
ze na zdolno$¢ enzymoéw do hydrolizy celulozy wptywa struktura, ale réwniez sktad
weglowodandw, z ktorych sa zbudowane, i ich synergistyczna korelacja. Najczesciej
wykorzystywanymi celulazami w procesach przemystowych sa enzymy pozyskane
z mikroorganizméw grzybowych, a w szczeg6lnosci grzyba mikroskopowego
Trichoderma reesei. Enzymy otrzymane z tego mikroorganizmu posiadajg w swojej
budowie dwie celobiohydrolazy (CBH) rozktadajace celuloze z dwdch skrajnych koncow
tancucha w obszarze krystalicznym zmniejszajac wielko$¢ czgstek substratu!”’. Ponadto
w ich skladzie wyr6ézni¢ mozna takze co najmniej pie¢ endoglukanaz (EG)
hydrolizujgcych polisacharyd w $rodku fancucha oraz dwie B-glukozydazy (BGL)'®,
a aktywne dziatanie endoglukanaz prowadzi w pierwszym etapie do degradacji
tancuchow celulozy w obszarach amorficznych. Jest to zgodne z pracg Lindman et al.'3!,
ktorzy potwierdzili, ze obszary amorficzne charakteryzuja si¢ nizszym bilansem
energetycznym w porownaniu do frakcji krystalicznych, co ostatecznie prowadzi
do tlatwiejszego rozpuszczania tych czgsci. Dodatkowo w innych badaniach,
zaobserwowano depolimeryzacj¢ celulozy z wykorzystaniem enzymu 7. reesei
prowadzgcg do skrocenia tancuchow polimerowych!'$2-134 Przyktadowy mechanizm
hydrolizy enzymatycznej celulozy wobec mikroorganizmu Trichoderma zilustrowano
na rysunku 13.
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FRAKCJE KRYSTALICZNE EGL‘ -
7

“‘ £ * CBH . '- ‘ )
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Rysunek 13. Sposob dziatania celulaz T. reesei podczas hydrolizy celulozy z synergistyczng korelacjq
celulaz'?

Innymi najcze$ciej wykorzystywanymi enzymami w procesach przemystowych
sg celulazy pozyskane z mikroorganizmu Aspergillus niger oraz Aspergillus tubingensis.
Wyréznia je, na tle innych mikroorganizméw to, ze posiadaja dobre zdolnos$ci
fermentacyjne oraz wysoki poziom wydzielania biatka'®>., W szczegdlnosci ogromne
znaczenie dla przemystu ma szeroka gama enzymow wytwarzanych przez
te mikroorganizmy, ktore zdolne sg do degradacji polisacharydowych $cian
komoérkowych. W sktadzie Aspergillus sp. mozna wyrdzni¢ spektrum weglowodanow
zdolnych do degradacji biomasy'®, takich jak celulazy — egzoglukanazy, endoglukanazy
i B-glukozydazy'8’
B-galaktozydazy, taninazy, keratynazy, kutynazy oraz oksydazy alkoholu arylowego!®3.

, hemicelulazy, pektynazy, lipazy, arabanazy, ksylanazy, porteazy,

Warto zaznaczy¢, ze enzym z Aspergillus sp. w poroéwnaniu do kompleksu
enzymatycznego z Trichoderma reesei posiada wigcej B-glukozydaz hydrolizujacych
celobioze do glukozy anizeli np. endo- czy egzoglukanaz, co z kolei moze przektadac sie
na niskg efektywno$¢ procesu z wykorzystaniem omawianego enzymu'®,

Nalezy jednak podkresli¢, ze enzymatyczna metoda otrzymywania nanocelulozy
posiada wiele zalet, ktore wyrozniaja ja na tle innych znanych technik.
Do najwazniejszych plusow tej metody zalicza sig wysoka wydajnos¢ procesu, mniejsze
koszty produkcji'*?, selektywno$¢, ale rowniez lagodniejsze warunki prowadzenia
reakcji'>>1%-192 Dodatkowo  zastosowanie  celulaz  jest  wszechstronne
— od otrzymywania nanocelulozy po produkcje biopaliw, detergentow oraz
wykorzystywania ich w przemysle papierniczym, rolniczym i spozywczym!%3.

Ponadto metoda ta pozwala na otrzymanie nanomateriatu celulozowego
o zdecydowanie lepszej ,jakosci”, dlatego w tabeli 3 przedstawiono krotki przeglad
literaturowy dotyczacy wspomnianej tematyki otrzymywania nanocelulozy. Nalezy
jednak wspomnie¢, ze doniesienia literaturowe na temat enzymatycznej produkcji
nanocelulozy sg nieliczne w poréwnaniu z publikacjami na temat technik mechanicznych
czy chemicznych.
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Podsumowujgc przedstawiony przeglad literaturowy mozna stwierdzié, ze otrzymanie
nanocelulozy o $ci§le zdefiniowanej charakterystyce morfologiczno-dyspersyjne;j
poprzez zastosowanie procesu enzymatycznego jest niezwykle trudne. Naukowcy
w powyzszych pracach sg zgodni, ze odpowiednia korelacja enzymow celulolitycznych,
ale rowniez zastosowanie obrobki wstepnej jest konieczne w kierunku produkcji
,»idealnej” nanocelulozy.

Mozna réwniez zauwazy¢, ze zastosowanie tego samego rodzaju enzymu bardzo
czgsto prowadzi do uzyskania r6znych wynikéw dotyczacych przebiegu
przeprowadzonego procesu, jak rowniez wilasciwosci fizykochemicznych otrzymane;j
nanocelulozy. Biorgc pod uwagg hydroliz¢ enzymatyczng mas celulozowych
z wykorzystaniem enzymu rodzaju Trichoderma uzyskiwano olbrzymie rozbiezno$ci
w stopniu odzysku nanocelulozy plasujace si¢ na poziomie od 12 do 50%, a otrzymane
nanoczastki posiadaja wzmozong tendencj¢ do aglomeracji. Ponadto przedstawiona
analiza porownawcza wskazuje, ze reakcja enzymatyczna z uzyciem tych samych
enzymow prowadzi do otrzymania czastek o réznych parametrach morfologicznych, ale
takze o rozbieznej strukturze nadczasteczkowe;.

W zwiazku z przedstawionymi problemami, duzym wyzwaniem jest zaprojektowanie
procesu hydrolizy enzymatycznej tak, aby w sposob kontrolowany otrzymac celuloze
o rozmiarach nanometrycznych o $cisle zdefiniowanych parametrach morfologicznych,
ale takze dyspersyjnych. Warto podkresli¢, ze otrzymywanie nanocelulozy
z wykorzystaniem metod enzymatycznych jest stosunkowo nowg technika, ktorej dobor
parametréw, surowca wyjsciowego oraz enzymow celulolitycznych wymagaja ciagtej
modyfikacji. Na uwage zasluguje fakt, Zze zauwazalny jest brak doniesien
literaturowych odno$nie zastosowania kontrolowanej hydrolizy enzymatycznej
celulozy przy jednoczesnej optymalizacji warunkow procesu. Podjgcie si¢ proby
odpowiedniego przeprowadzenia kontrolowanej biokonwersji celulozy pozwoliloby
zrozumie¢ zalezno$¢ pomiedzy parametrami wyjSciowymi surowca celulozowego,
doborem odpowiednich warunkéw procesu oraz enzyméw celulolitycznych
a finalnie otrzymanym nanomaterialem polisacharydowym o $ciSle zdefiniowanej
charakterystyce strukturalno-dyspersyjnej. W konsekwencji mozliwe bedzie
doktadne zaprojektowanie procesu kontrolowanej hydrolizy enzymatycznej celulozy
w kierunku otrzymania nanocelulozy o zatozonych cechach m.in. strukturalnych,
co pozwoli na wykorzystanie jej jako potencjalnie innowacyjnego nanonapetniacza
matryc polimerowych.
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3.3.4 FUNKCJONALIZACJA CELULOZY

Wiele prac naukowych, przedstawionych w przegladzie literaturowym w tabeli
3, wskazuje na problemy z tworzeniem si¢ aglomeratéw oraz agregatow otrzymanych
nanoczgstek polisacharydowych, co spowodowane jest nicodpowiednig stabilnos$cia
czastek celulozy w zwigzku z wystgpujagcymi silnymi wigzaniami wodorowymi.
W konsekwencji wysoka polidyspersyjno$¢ i hydrofilowo$¢ nanocelulozy moze
prowadzi¢ do znaczacego ograniczenia w stosowaniu ich jako potencjalnych napetiaczy
matryc polimerowych, czego efektem moze by¢ utrudniona dyspersja w wickszosci
niepolarnych matryc polimerowych i obnizone wtasciwosci mechaniczne.

Kluczowe dla uzyskania materiatdw kompozytowych o bardzo dobrych cechach
wytrzymatosciowych 1 uzytkowych jest zapewnienie odpowiedniej adhezji
miedzyfazowej. Jednym ze sposobow poprawy oddzialywan pomiedzy napetniaczem
i matrycg polimerowg jest zastosowanie funkcjonalizacji napetniacza celulozowego?'>.
Zgodnie z pracg Fahma et al.?'® istnieje kilka metod fizycznych, ktore mozna zastosowaé
w celu poprawy kompatybilno$ci pomiedzy polimerowa osnowa a napetiaczem, wsrod
ktérych  wyr6zni¢ mozna wyladowania elektryczne (obrobka plazmowa),
wykorzystanie ultradzwiekow, napromieniowanie czy fibrylacje powierzchni,
aczkolwiek do najczegsciej stosowanych metod funkcjonalizacji celulozy zaliczane
sa metody chemiczne. W wyniku zastosowania tego typu modyfikacji ograniczane
s wigzania wodorowe pomiedzy czasteczkami celulozy, a takze wystepuja reakcje
pomigdzy grupami hydroksylowymi celulozy i grupami funkcyjnymi stosowanego
modyfikatora, co finalnie prowadzi do zmniejszenia hydrofilowos$ci napetniacza
polisacharydowego?!7?13. Najcze$ciej stosowanymi metodami modyfikacji chemicznej
celulozy sg estryfikacja?!®222, acetylacja’?’>2%, eteryfikacja?’’, sulfonowanie,
utlenianie TEMPO, Kationizacja, fosforylacja lub reakcje z izocyjanianami??8231,
aminami®*?, hemiacetalami’3? i silanami?**2%, Na rysunku 14 zilustrowano Wybrane
metody chemicznej modyfikacji widkien celulozowych.
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Rysunek 14. Wybrane metody chemicznej funkcjonalizacji celulozy®’
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Niestety metody te posiadajg szereg wad, wsrod ktorych wyrdzni¢ mozna wysoki
koszt i toksyczno$¢ rozpuszczalnikow organicznych stosowanych do przeprowadzenia
przestawionych  reakcji  modyfikacji?3®?%,  czasochtonne  etapy  usuwania
rozpuszczalnikow?#, ale rowniez ich ograniczong skuteczno$¢?*!, dlatego poszukuje sie
nowych rozwigzan efektywnej funkcjonalizacji i zastgpienia toksycznych zwiazkoéw
chemicznych ich bardziej przyjaznymi dla srodowiska i wydajnymi zamiennikami.

Majac na uwadze to, ze omawiane techniki funkcjonalizacji wykorzystuja toksyczne
rozpuszczalniki organiczne, ktére w duzej mierze negatywnie wptywaja na srodowisko,
preznie poszukuje si¢ nowych rozwigzan majacych na celu zniwelowanie omawianych
problemoéw, ale roéwniez polepszenie dyspersji czy adhezji migdzyfazowe;j
funkcjonalizowanych uktadow w matrycach polimerowych. Stosunkowo nowsa oraz
bardzo obiecujacag metodg funkcjonalizacji celulozy, jest wykorzystanie cieczy
jonowych, ktore moga by¢ alternatywa do powszechnie stosowanych substancji
organicznych. Ciecze jonowe, nazywane rowniez solami organicznymi, dotychczas
stosowane byly w obrébce materialéw lignocelulozowych w kierunku rozpuszczenia
celulozy do frakcji nanometrycznej, ktory proces opisany zostal w rozdziale 3.3.2.
Chemiczne metody otrzymywania nanocelulozy.

Innym interesujacym zastosowaniem cieczy jonowych jest ich wykorzystanie jako
biocydow lub $rodkow impregnujacych do materialow lignocelulozowych
poprawiajacych ich odporno$é na dzialanie drobnoustrojéw. Jednym z przyktadow
.22, w ktorej autorzy
impregnowali materiaty lignocelulozowe w celu uzyskania wysoce hydrofobowego

zastosowania ciektych soli organicznych jest praca Sarvaramini et a

materialu  odnawialnego. Z kolei Pernak et al?* stosujac tetrafluoroborany
3-alkoksymetylo-1-metyloim-idazoliowe i heksafluorofosforany otrzymali polisacharyd
o bardzo skutecznych wiasciwosciach biobojczych. Uzyte ciecze jonowe wykazuja
tendencje do wnikania w strukture modyfikowanego surowca?**24, co przyczynia sie
do poprawy adhezji migdzyfazowej pomigdzy polimerem a napelniaczem
w kompozytach polimerowych?+’.

Ponadto sole organiczne z powodzeniem wykorzystuje si¢ takze jako $rodowisko

248252 ale takze

reakcji do funkcjonalizacji celulozy w procesie estryfikacji
transestryfikacji?>?. Guo et al?** stosujac bezwodnik ftalowy z dodatkiem
I-metyloimidazolu zmodyfikowali dwa rodzaje materiatu lignocelulozowego z rézna
efektywnoscig procesu uzalezniong od rodzaju surowca wyjsciowego. Z kolei Aghmih
et al*> zsyntezowali m.in. octan  3-heksylo-1-metyloimidazoliowy  czy
heksafluorofosforan 3-heksylo-1-metyloimidazoliowy i z sukcesem przeprowadzili
reakcje funkcjonalizacji osiggajac zwigkszenie elastycznosci folii celulozowych.
Interesujace badania zostaly przeprowadzone przez tych samych naukowcow w 2021
roku. Zsyntetyzowali oni octan N-heksylopirydyniowy oraz trifluorooctan
N-heksylopirydyniowy, a nastgpnie wykorzystali te ciecze jonowe do modyfikacji
celulozy mikrokrystalicznej. Wyniki badan potwierdzity, ze zarowno odpowiedni dobor
parametréw procesu, jak i ilo§¢ surowca wyjsciowego, wptywaja na efektywnos¢ reakcji
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funkcjonalizacji. Dodatkowo, czynniki te oddziatuja réwniez na wlasciwosci dyspersyjne

otrzymanego materiatu?36.

Przedstawione studia literaturowe potwierdzajg ogromy potencjat zastosowania cieczy
jonowych jako medium w celu rozpuszczenia celulozy do frakcji nanometryczne;j,
zastosowania ich jako modyfikatorow mas lignocelulozowych w kierunku uzyskania
odpornosci przeciwko drobnoustrojom, ale mogg réwniez by¢ uzyte jako rozpuszczalnik
podczas funkcjonalizacji polisacharydu celulozowego =z uzyciem klasycznych
modyfikatorow. Pomimo zaprezentowanych mozliwosci aplikacyjnych omawianych
cieczy jonowych, brakuje jednak doniesien publikacyjnych, ktéore omawialyby
zastosowanie cieczy jonowych jako bezposrednich modyfikatoréw materiatow
celulozowych bez konieczno$ci wykorzystania innych zwiazkéow chemicznych
w postaci dodatkowych rozpuszczalnikow. Przykladem jedynej obecnie pracy jest
artykul autorstwa Odalanowska et al?’, w ktorej przedstawiono dziatanie soli
organicznych z podstawnikami alifatycznymi o réznej dlugosci oraz zawierajacych grupe
karboksylowa. Zastosowanie takiej modyfikacji bylo odpowiedzialne za uzyskanie
materialdow kompozytowych o bardzo dobrej wytrzymatosci mechanicznej. Cytowana
praca ze wzgledu na swojg nowatorsko$¢ oraz innowacyjnos¢ jest niezwykle cenna
wobec zastosowania cieczy jonowych w celu funkcjonalizacji bez uzycia dodatkowych
modyfikatorow, aczkolwiek tematyka ta skupia si¢ na bezposredniej modyfikacji drewna
(napeliacza), a nie samej celulozy.

41



3.4 KOMPOZYTY POLIPROPYLENU Z CELULOZA

Rosngca $wiadomos$¢ spoteczenstwa czy uwarunkowania ekonomiczne to tylko
niektore z powodow szukania nowych rozwigzan dla tradycyjnych tworzyw sztucznych.
Projektujac materialy opakowaniowe nalezy wzia¢ pod uwage inne, rbwnie obiecujace
rozwigzania, jakimi moze by¢ zastosowanie surowcOéw odnawialnych w postaci
materialow lignocelulozowych oraz nanocelulozy. Wykorzystanie takiego typu
napeliaczy pozwoli na otrzymanie nowych kompozytéw polimerowych nie tylko
charakteryzujacych si¢ wysoka barierowoscig czy odpornoscia mikrobiologiczng, ale
takze materiatlow podatnych na recykling materialowy, co jest niezwykle istotne
w obecnych czasach. Dodatkowa motywacja do podjecia si¢ tematyki zwigzanej
z projektowaniem nowego rodzaju materiatéw kompozytowych sg aktualne zatozenia
Europejskiego Zielonego Ladu, ktoérego celem jest osiggniecie neutralnosci klimatycznej
do 2050 roku.

Niemniej jednak, na poczatku omawiania tego rozdziatlu, nalezy zdefiniowac termin
wkompozyt polimerowy” (z ang. polymer composite), ktory odnosi si¢ do materiatu
polimerowego zbudowanego z co najmniej dwoch faz/komponentdéw charakteryzujacych
sie roznymi wilasciwosciami chemicznymi, ale rowniez fizycznymi?*8. Majgc na uwadze
tematyke przedlozonej dysertacji, szczegdlne zainteresowanie wzbudzaja kompozyty
polimerowe zawierajace napeiacze lignocelulozowe, wsrod ktorych wyrdzni¢ mozna
drewno?*272 (z ang. wood polymer composites, kompozyty WPC), tuski ryzowe, sizal,
a takze napelniacze celulozowe®!!8273-284  Stosowanie takich napehiaczy
charakteryzuje si¢ wieloma korzys$ciami — ich dostgpnoscia czy dobra izolacja termiczng
i akustyczng, aczkolwiek nie sg idealnym rodzajem wypelniacza ze wzgledu na duza
hydrofilowos$¢, co decyduje o trudnosciach w uzyskaniu odpowiednich oddziatywan
migdzyfazowych?®>. W chwili obecnej projektowanie takich materialow ukierunkowane
jest na produkcje kompozytow wysokonapetnionych, ktorych gtownym celem jest
osiggnigcie najlepszych cech wytrzymato§ciowych. Niestety nie zawsze jest to mozliwe,
poniewaz duza zawarto$¢ napetniacza w kompozytach czgsto prowadzi do obnizenia
adhezji migdzyfazowej pomiedzy osnowa polimerowa a napelniaczem, wplywajac
na wlasciwos$ci uzytkowe otrzymanych materiatow, co z kolei ogranicza ich
zastosowanie?®6,

Rozwigzaniem majacym na celu poprawe kompatybilnosci pomigdzy hydrofobowa
matryca a hydrofilowym napetniaczem lignocelulozowym moze by¢ stosowanie
modyfikacji polimeru lub napetiacza®®’, co jest kluczowe do zapewnienia dobrych
parametrow  uzytkowych  kompozytéw  polimerowych.  Odpowiedni  dobor
modyfikatorow moze zdecydowa¢ o uzyskaniu dobrych wlasciwosci finalnych
kompozytéw polimerowych, a w szczeg6lnos$ci parametrow wytrzymato§ciowych?8>-288-
294 Warto podkresli¢, ze nie zawsze zastosowana modyfikacja wptywa pozytywnie
na finalne wiasciwos$ci materiatéw kompozytowych. Czgsto jednak nieodpowiedni dobor
metody modyfikacji w duzej mierze przyczynia si¢ do pogorszenia dyspersji napetniacza
w matrycy, a co za tym idzie, do obnizenia ich wasciwo$ci mechanicznych?80-287.295.296,
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Podczas produkcji kompozytéw polimerowych z napelniaczem w postaci
odnawialnych czastek lignocelulozowych waznym czynnikiem, ktory zostat juz
wczesniej opisany, jest takze odpowiednie dobranie zawarto$ci napelniacza w celu
uzyskania materialu kompozytowego o jak najlepszych cechach uzytkowych.
W wigkszo$ci prac naukowych, aby uzyskaé efekt wzmacniajacy tego typu produktow,
nalezy wprowadzi¢ bardzo duza ilo$¢ napelniacza odnawialnego (10-50% mas.)
do matryc polimerowych?’3%, Niestety i w tym przypadku $rodowisko naukowe
ma podzielone zdanie, poniewaz wiele artykutow wskazuje na efekt odwrotny.
Wielokrotnie w pracach mozna znalez¢ doniesienia odno$nie obnizenia parametrow
mechanicznych takich materiatow, a w szczegdlno$ci wytrzymalo$ci na zginanie?®’
spowodowanej nieréwnomierng dyspersja napeliacza w matrycy, co w konsekwencji
wplywa na tendencje do wzmozonej agregacji czastek?75-277-302-305,

Podsumowujac, aktualne doniesienia literaturowe zwigzane z kompozytami
polimerowymi z napetliaczami lignocelulozowymi, w tym z celulozg, dotycza glownie
uktadoéw z napetniaczami o rozmiarach mikrometrycznych. Na podstawie dokonanego
przegladu literaturowego mozna zaobserwowacé, ze wytwarzane uklady kompozytowe
sa materialami wysokonapelnionymi, a uzyskanie akceptowalnych wlasciwosci
uzytkowych wymaga uwzglednienia aspektu zwigzanego z poprawg adhezji
miedzyfazowej. Niestety tego typu materialy, nie mogg znalezé zastosowania
w przemysle opakowaniowym, w ktorym waznym kryterium jest zapewnienie
odpowiedniej transparentno$ci, wtasciwosci barierowych czy duzej elastycznosci.

Pewnym rozwigzaniem probleméw wystepujacych podczas otrzymywania
kompozytow z celulozowymi napelniaczami mikrometrycznymi jest mozliwo$é
zastosowania napelniacza celulozowego o rozmiarze nanometrycznym?66306.307,
Stwierdzono, ze kompozyty polimerowe z tego rodzaju napetniaczem charakteryzuja si¢
lepszg stabilno$cig termiczng, wysoka temperaturg odksztatcenia cieplnego3083%,
zwigkszong odpornoscig na spalanie i obnizong emisjg dymu®!®*!! oraz polepszong
odpornoscig chemiczng?®'?. Dodatkowo nanoceluloza moze charakteryzowacé sie¢ wysokim
wspotczynnikiem ksztattu?'3. Wazne jest to, ze efekt wzmacniajgcy mozna otrzymaé
w  przypadku zastosowania mniejszej iloSci napeliacza o rozmiarach
nanometrycznych®'4315. W zwigzku z powyzszym, ponizej przedstawiono przeglad
literaturowy obejmujgcy kompozyty polimerowe zawierajace nanoceluloze. Warto
podkreslic, ze w poréwnaniu do kompozytow =z celuloza o rozmiarach
mikrometrycznych, doniesien literaturowych jest stosunkowo niewiele.

W tabeli 4 przedstawiono aktualne publikacje dotyczace tematyki rozprawy
doktorskiej, jakimi sa kompozyty polipropylenowe 2z nanonapelniaczem
celulozowym. Przedstawione studia literaturowe dotyczg wytwarzania kompozytow
z dodatkiem nanocelulozy otrzymanej z uzyciem metod mechanicznych oraz
chemicznych.
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W przedstawionym przegladzie literaturowym wyszczegolni¢é mozna dwa typy
napehiaczy celulozowych wystgpujace w matrycy polipropylenowej — nanokrysztaly
(CNC) oraz nanofibryle (CNF) celulozy otrzymane réznymi technikami. Wsrod
najczesciej wykorzystywanych procesow wytwarzania nanoczastek celulozy wyodrebnié
mozna metody mechaniczne oraz hydrolize kwasowa. Ponadto na uwage zashuguje
znaczaca roéznorodno$é¢ stosowanej zawarto$ci napelniacza osnowy polimerowej
plasujacej si¢ na poziomie od 0,5 do 60% mas., jak rdéwniez zastosowanie ré6znych metod
modyfikacji nanocelulozy w celu polepszenia jej wlasciwosci dyspersyjno-
morfologicznych, a finalnie — poprawy parametréw uzytkowych kompozytow
polimerowych.

Na podstawie przeprowadzonego przegladu literaturowego stwierdzono,
ze najwicksza trudnoscig i wyzwaniem w wyszczegdlnionych pracach, bylo uzyskanie
odpowiednich i powtarzalnych parametrow dyspersyjno-morfologicznych napeiniaczy,
ktore umozliwiltyby otrzymanie kompozytow polimerowych o bardzo dobrych cechach
wytrzymatosciowych oraz uzytkowych. Nanoceluloza, jak omoéwiono we wczesniejszych
rozdziatach, charakteryzuje si¢ wysoka hydrofilowoscig, podczas gdy wickszosé
polimerow, w tym polipropylen, jest hydrofobowa, co stwarza problemy z adhezja
powodujac staba dyspersje nanocelulozy z tendencja do agregacji i aglomeracji, ktora
wpltywa na wlasciwosci mechaniczne kompozytow, a dodatkowo istniejg pewne
problemy z termostabilno$cia materiatu nanocelulozowego. Dodatkowo w cytowanych
pracach wyszczegdIni¢c mozna duzg rozbiezno$¢ w przedstawianych parametrach
mechanicznych — stosujac ten sam typ napeliacza, matrycy czy modyfikatorow
naukowcy otrzymuja rézne wyniki koncowe kompozytéw polimerowych, co stanowi
duzy problem technologiczny, jak réwniez przetwoérczy w potencjalnej aplikacji
przemystowej tego typu materiatow.

Na rysunku 15 zobrazowano problematyke, jaka byta podejmowana w omawianych
publikacjach.

Problam 2 dyspersja ;' Napetniacze otrzymywane Brak prac dotyczacych

- elma_cza v m_atrycy réznymi metodami - wiasciwosci barierowych
polimerowe;j .
" Problem z otrzymaniem . Problem Brak prac w kierunku
dobrych cech 'S z termostabilnoscia % odpornosci
wytrzymatosciowych o napetniacza L - przeciwdrobnoustrojowej

Rysunek 15. Problemy omawiane w doniesieniach literaturowych podczas otrzymywania kompozytow
polipropylenowych z celulozowym napetniaczem nanometrycznym

Jak wspomniano powyzej, kompozyty polipropylenowe posiadaty w swojej budowie
réznego typu napetniacze nanocelulozowe otrzymane z wykorzystaniem roznych metod
— technik mechanicznych oraz proceséw chemicznych. Na podstawie przeprowadzonego
stanu literaturowego kompozyty polimerowe z napelniaczem otrzymanym w wyniku
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hydrolizy kwasowej charakteryzuja si¢ lepszymi cechami wytrzymatosciowymi, anizeli
uktady posiadajace w swojej budowie nanoczgstki uzyskane w wyniku stosowania
technik mechanicznych. Potwierdza to, ze rodzaj wprowadzonego napelniacza oraz
metoda jego wytwarzania w duzej mierze wplywa na finalne wlasciwosci uzytkowe
materialéw kompozytowych. Dowodem na to jest praca Jayaweera et al.’*°, ktorzy
zastosowali wypetnienie matrycy polipropylenowej w postaci nanocelulozy otrzymane;j
w  wyniku hydrolizy kwasowej, co skutkowatlo wytworzeniem kompozytow
o zwickszonych wtasciwosciach wytrzymatosciowych, natomiast w przypadku uktadow
polimerowych z napeliaczem wytworzonym metodami mechanicznymi stwierdzono
zdecydowane obnizenie tych parametrow??°. Na podstawie zestawionych wnioskow
z przegladu literatury (tabela 4) mozna zaobserwowac rozbiezno$¢ uzyskanych cech
wytrzymalosciowych kompozytow polimerowych zawierajacych tego samego typu
nanoceluloze (otrzymana z uzyciem takich samych metod), co moze wynika¢ z trudnosci
z uzyskaniem nanoczastek celulozy o powtarzalnych parametrach dyspersyjno-
morfologicznych.

Warto podkresli¢, ze aktualne dane literaturowe nie przedstawiaja dowodow
na wytwarzanie kompozytow polipropylenowych z nanonapekiaczem celulozowym
otrzymanym poprzez zastosowanie metod enzymatycznych, co stanowi
niezaprzeczalng nowos$¢ naukowa dysertacji doktorskiej. Gtownym zatozeniem byto
otrzymanie nanoczastek o statych oraz powtarzalnych wtasciwosciach dyspersyjnych,
co mozliwe jest poprzez zaprojektowanie procesu enzymatycznego polisacharydu
o optymalnych parametrach procesowych.

Bardzo waznym zagadnieniem poruszanym w wielu publikacjach jest problem
z dyspersja napelniacza w matrycy polimerowej. Jak wspomniano wcze$niej,
ze wzgledu na wystgpujace silne oddzialywania miedzyczasteczkowe pomiedzy
czasteczkami celulozy, to zagadnienie jest jak najbardziej aktualne i srodowisko naukowe
szuka nowych rozwigzan. Jak dotad, w publikacjach odnotowa¢ mozna dwa
przewazajace trendy — dodatek S$rodkow kompatybilizujacych do matrycy podczas
przetwarzania, jak roéwniez wykorzystanie chemicznych czy fizycznych metod
modyfikacji napelniacza. Zastosowanie takich procesow moze wptywac na ograniczenie
oddzialywan miedzyczasteczkowych pomiedzy polisacharydem, ale takze prowadzi¢
do hydrofobizacji jego powierzchni, co w przypadku uktadow kompozytowych
polipropylen-nanoceluloza jest bardzo pozadane ze wzgledu na mozliwo$¢ poprawy
adhezji migdzyfazowej w konteks$cie uzyskania dobrych wlasciwosci mechanicznych.
Najczgsciej wykorzystywanymi kompatybilizatorami s3 tworzywa w postaci
polipropylenu  szczepionego bezwodnikiem maleinowym (PP-g-MAH) oraz
poli(alkoholu winylo-co-etylenu) (PVA-co-PE), dzigki ktorym mozliwa jest poprawa
wlasciwosci wytrzymato$ciowych?’8:286,318,324,327,336,341,346,347 oraz stabilno$ci
termicznej3?7-3423%5  yktadow kompozytowych. Ponadto zastosowanie —zar6wno
dodatkowych $rodkéw kompatybilizujacych, ale takze modyfikacji nanocelulozy, moze
skutkowa¢ poprawa wiasciwosci dyspersyjnych nanonapetniacza®?’>17. Warto jednak
zaznaczyC, ze omawiane doniesienia literaturowe wskazuja na duze rozbiezno$ci
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w uzyskanych wynikach, poniewaz zastosowanie takich samych promotoréw adhezji
i/lub modyfikacji fizycznej czy chemicznej powodowac¢ moze odwrotny skutek poprzez
pogorszenie  parametrow  wytrzymato$ciowych3?3332345 termicznych®3?  czy
dyspersyjnych323-332,345.349.350 przyktadem takich badan jest praca Samarasekara et al.*>2,
ktorzy zastosowali funkcjonalizacje nanocelulozy za pomocag $rodkéw silanowych,
w wyniku czego, odnotowano pogorszenie elastycznosci oraz udarnosci kompozytéw
polimerowych. Niemniej jednak, nadal glownym problemem, w przeprowadzonych
przez innych naukowcéw badaniach, jest uzyskanie odpowiedniej dyspersji
nanonapelniacza celulozowego w matrycy polipropylenowej, co jest nieodtgcznym
elementem otrzymania kompozytow polimerowych o bardzo dobrych wtasciwosciach
uzytkowych, jak réwniez wytrzymato$ciowych.

Z punktu widzenia zatozen rozprawy waznym parametrem jest barierowos$¢
wzgledem tlenu oraz pary wodnej i wysoka odpornos$¢ przeciwdrobnoustrojowa.
Wedlug aktualnej wiedzy, w literaturze mozna znalez¢ tylko dwa doniesienia
literaturowe, w ktorych wykonano analizy barierowo$ci kompozytow polipropylenu
z dodatkiem celulozy o rozmiarach nanometrycznych. Jung et al’"’ zauwazyli,
ze obrobka plazmg matrycy polimerowe] oraz zastosowanie zawiesiny alkaicznej
przyczynita si¢ do poprawy dyspersji napetniacza, co finalnie spowodowato poprawe
barierowos$ci wzgledem pary wodnej, aczkolwiek przepuszczalno$¢ tlenu ulegta
pogorszeniu. Z kolei Du et al.>33 otrzymali uklady o wysokiej transparentnoéci oraz
polepszonych parametrach barierowych na tlen, ale nie ukrywajg, ze i tutaj istnieje
problem z odpowiednig dyspersja napetlniacza w matrycy. Dodatkowo nie odnotowano
badan, w ktorych kompozyty polipropylenowe z dodatkiem nanocelulozy poddano
analizie mikrobiologicznej wobec odporno$ci na bakterie 1 grzyby.

Jednym ze sposoboéw poprawy aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej matryc
polipropylenowych jest stosowanie tlenkow metali w postaci ditlenku tytanu3>+33,
363 oraz tlenku cynku?#3-364365,
Interesujacym rozwigzaniem, ktore budzi coraz wigksze zainteresowanie os$rodkow

tlenku magnezu®37-3%, tlenku miedzi***>%2, tlenku grafenu

badawczych i przemystu, jest stosowanie ukladéw hybrydowych na bazie tlenkow
metali oraz nanocelulozy, jako napetiacza tworzyw sztucznych. Funkcjonalizacja
odnawialnych materialow celulozowych poprzez dodatek systemow nieorganicznych
cieszy si¢ duzym zainteresowaniem ze wzgledu na korelacje specyficznych zalet obu
materiatbw — tlenki metali posiadaja unikalne wlasciwosci fotokatalityczne
i antybakteryjne’%®, natomiast nanoceluloza odznacza sie wysokim wspdtczynnikiem
ksztattu, bardzo dobrymi wlasciwosciami wytrzymato$ciowymi oraz
barierowymi®®367-368 " Jednak uzyskanie tego typu napelniacza hybrydowego o $cisle
okreslonych wlasciwosciach dyspersyjno-morfologicznych oraz uzytkowych jest duzym
wyzwaniem. Stosowane do tej pory napetniacze hybrydowe nanoceluloza-tlenek metalu
charakteryzujg sie m.in. wiasciwo$ciami przeciwdrobnoustrojowymi®>3%-373 wysokg
V374375 oraz znaczgcg zdolno$cig sorpcyjng
i zdolnoscig fotokatalityczng’’®, natomiast najwiekszym wyzwaniem jest ich zdolno$¢

odpornoscia na promieniowanie U
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do tworzenia agregatow i aglomeratow’7"378, Ze wzgledu na rosngce zapotrzebowanie
na materialy hybrydowe, w ostatnich latach nastapit wyrazny wzrost zainteresowania
badaniami skupiajacymi si¢ na doborze odpowiedniej metody ich syntezy. Istnieja rdézne
metody otrzymywania uktadow hybrydowych celuloza-tlenek metalu, w tym mieszanie
mechaniczne®”’, metoda zol-zel380-382 383384
czy metoda hydrotermalna®’®*5. W przypadku niektorych metod nalezy jednak

uwzgledni¢ degradacje materiatu organicznego, czyli celulozy3*.

oraz technika fizycznego osadzania czaste

W zwiazku z tym, w niniejszej rozprawie doktorskiej planuje sie stosowanie nowych
rozwigzan umozliwiajacych synteze wielokomponentowych ukladéw hybrydowych
poprzez zastosowanie metody mechanochemicznej oraz solwotermicznej, ktore
pozwola zagwarantowaé otrzymanie ukladéw hybrydowych nanoceluloza-tlenek
(tlenki) metalu o funkcjonalnych wlasciwosciach. Nalezy roéwniez podkreslic,
ze dotychczas nie stosowano napelniaczy hybrydowych na bazie nanoceluloza-tlenek
(tlenki) metalu w matrycy polipropylenowej.
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4. HIPOTEZA BADAWCZA 1 CELE PRACY

Przeprowadzone studia literaturowe dotyczace wytwarzania nanometrycznej celulozy,
jak rowniez kompozytow polimerowych z napetniaczami celulozowymi o rozmiarach
nanometrycznych, pozwolity na zdefiniowanie problematyki badawczej stanowigcej
gléwna motywacje do podjecia badan w ramach niniejszej dysertacji doktorskiej.

Gléwnym zatozeniem prowadzonej rozprawy doktorskiej bedzie otrzymanie
materialu kompozytowego zZawierajgcego celuloze nanometryczna
charakteryzujacego si¢ bardzo dobrymi wladciwosciami mechanicznymi (w tym
wysokg elastyczno$cia), odpornos$cia przeciwdrobnoustrojowa w kierunku bakterii
i grzybéw oraz barierowoscia na tlen i pare wodna. Waznym aspektem rozwazan
w rozprawie doktorskiej bedzie poszukiwanie zalezno$ci pomigdzy parametrami
dyspersyjno-morfologicznymi i strukturg krystaliczng otrzymanych w procesie
enzymatycznym nanoceluloz a strukturg nadczgsteczkowa oraz wlasciwosciami
fizykochemicznymi i uzytkowymi kompozytow polimerowych. Poznanie takiej
zaleznosci jest niezbedne do zaprojektowania nowatorskich uktadow kompozytowych
o wiasciwosciach funkcjonalnych mogacych znalezé zastosowanie w przemysle
opakowaniowym.

Przedstawione zalozenia wynikajace z przeprowadzonych badan literaturowych
pozwolity na sformulowanie hipotezy badawczej, celu oraz zakresu wykonanych prac
eksperymentalnych.

HIPOTEZA BADAWCZA

Nanoceluloza o zdefiniowanych wlasciwosciach strukturalno-morfologicznych,
uzyskana w wyniku kontrolowanej hydrolizy enzymatycznej oraz uklady o budowie
hybrydowej zawierajgce nanometryczng celuloze umozliwig otrzymanie kompozytow
polimerowych o polepszonych cechach wytrzymalosciowych 1 wlasciwosciach
barierowych, jak rowniez o zwigkszonej odpornosci na dziatanie mikroorganizmow.

CELE PRACY

Celem przedtozonej dysertacji doktorskiej bylo otrzymanie nanocelulozy
o zdefiniowanych  parametrach  dyspersyjno-morfologicznych  oraz = matej
polidyspersyjnosci  poprzez przeprowadzenie kontrolowanej reakcji hydrolizy
enzymatycznej celulozy.

Istotnym celem dysertacji bylo réwniez otrzymanie materiatdw kompozytowych
z mnanometryczng celuloza oraz zdefiniowanie zaleznosci pomigdzy parametrami
dyspersyjno-morfologicznymi otrzymanych nanoceluloz a strukturg nadmolekularna,
wlasciwosciami  fizykochemicznymi 1 uzytkowymi otrzymanych kompozytow
polimerowych.
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Kolejnym celem niniejszej rozprawy bylo zastosowanie nowych napelniaczy
hybrydowych typu nanoceluloza-tlenek (tlenki metali) oraz uktady nanoceluloza-sol
cynkowo-amonowa w materialach kompozytowych, gdzie priorytetowa kwestiag byto
uzyskanie poprawy wlasciwosci barierowych na gazy i par¢ wodna oraz zwigkszenia
odpornosci na rozwoj drobnoustrojow.

5. ZAKRES PRAC

Gléwnym zalozeniem prowadzonej rozprawy doktorskiej byto otrzymanie materiatu
kompozytowego zawierajacego celulozg nanometryczng charakteryzujacego si¢ bardzo
dobrymi wtasciwo$ciami mechanicznymi (w tym wysoka elastycznoscia), odpornoscia
przeciwdrobnoustrojowa w kierunku bakterii i grzybow oraz barierowos$cig na tlen i parg
wodng.

Rozprawa doktorska byta realizowana w trzech nurtach badawczych obejmujacych:
e prace nad procesem enzymatycznym otrzymywania celulozy o rozmiarach
nanometrycznych poprzez doboér odpowiedniego rodzaju celulozowego
surowca wyjsciowego, typu enzymoéw celulolitycznych oraz czasu
prowadzonej reakcji kontrolowanej biokonwersji. W ramach tego nurtu
przeprowadzono funkcjonalizacje nanonapetniacza celulozowego
z zastosowaniem specjalnie zaprojektowanych oraz zsyntezowanych cieczy
jonowych niewymagajacych uzycia rozpuszczalnikow organicznych. Ponadto
scharakteryzowano wilasciwosci strukturalne oraz dyspersyjno-morfologiczne
otrzymanych napetiaczy celulozowych - pierwszy nurt badawczy,

e otrzymywanie oraz charakterystyke struktury nadmolekularnej, przemian
fazowych, wlasciwosci fizykochemicznych i uzytkowych polimerowych
materiatéw kompozytowych z napelniaczami nanocelulozowymi. W ramach
tego nurtu syntezowano rowniez napekiacze hybrydowe nanoceluloza-tlenek
metalu oraz przeprowadzono weryfikacje mozliwosci ich zastosowania jako
napetniacz osnowy polipropylenowej (bez rozwazan wtasciwosci uzytkowych,
tj. barierowosci i aktywno$ci mikrobiologicznej) — drugi nurt badawczy,

e prace nad otrzymaniem polipropylenowych uktadéw kompozytowych
zawierajacych napetniacze hybrydowe nanoceluloza-tlenek (tlenki) metali
oraz nowatorskie uklady nanoceluloza z solami cynkowo-amonowymi.
W ramach tego nurtu przeprowadzono charakterystyke strukturalng
i dyspersyjno-morfologiczng napetniaczy hybrydowych, jak réwniez
scharakteryzowano otrzymane kompozyty polimerowe, w szczegdlnosci
wlasciwoscei funkcjonalne, tj. barierowos$¢ i odpornosé
przeciwdrobnoustrojowa — trzeci nurt badawczy.

W oparciu o postawione hipotezy, zdefiniowane gtoéwne cele pracy doktorskiej oraz
wyselekcjonowane nurty badawcze, opracowano metodyke otrzymywania napetniaczy
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oraz kompozytow polimerowych. Ponizej przedstawiono wykaz poszczegoélnych zdan
(oznaczonych jako 1-19) realizowanych w ramach czg¢sci do§wiadczalnej rozprawy.

5.1

1.

PIERWSZY NURT BADAWCZY

Badania wstepne nad doborem enzymow celulolitycznych oraz celuloz
do przeprowadzenia hydrolizy enzymatycznej polisacharydu. Selekcja enzymow
celulolitycznych oraz celuloz wykorzystanych w procesach enzymatycznych.

Prace nad otrzymaniem celulozy nanometrycznej w wyniku prowadzenia reakcji
enzymatycznych.

Szczegdlowa charakterystyka wlasciwosci strukturalnych oraz dyspersyjno-
morfologicznych  otrzymanych  nanoceluloz.  Zdefiniowanie efektywnosci
przeprowadzonej reakcji hydrolizy enzymatyczne;j.

Funkcjonalizacja nanocelulozy z uzyciem zaprojektowanych oraz zsyntezowanych
cieczy jonowych.

Charakterystyka wlasciwosci strukturalnych oraz dyspersyjno-morfologicznych
sfunkcjonalizowanych nanoceluloz.

5.2 DRUGI NURT BADAWCZY

6.

10.

11

Otrzymanie materialow kompozytowych z napetniaczem w postaci nanocelulozy
zsyntezowanej w wyniku reakcji hydrolizy enzymatycznej oraz poddanej
funkcjonalizacji cieczami jonowymi.

. Zdefiniowanie wlasciwosci strukturalnych, nukleacyjnych, fizykochemicznych,

a takze okreslenie parametrow mechanicznych otrzymanych kompozytow
polimerowych.

. Otrzymanie ukladéw hybrydowych nanoceluloza-tlenek metalu zsyntezowanych

z wykorzystaniem metody mechanochemiczne;.

Charakterystyka wtasciwosci strukturalnych, morfologiczno-dyspersyjnych oraz
termicznych napetniaczy hybrydowych.

Otrzymanie materiatow kompozytowych z dodatkiem uktadu hybrydowego
nanoceluloza-tlenek metalu.

. Okre$lenie wlasciwosci strukturalnych, nukleacyjnych, fizykochemicznych oraz

mechanicznych wytworzonych kompozytow polimerowych.

5.3 TRZECI NURT BADAWCZY

12.

13.

14.

15.

Otrzymanie ukladow hybrydowych z nanonapetmiaczem celulozowym i tlenkami
metali z wykorzystaniem metody solwotermiczne;.

Charakterystyka parametrow strukturalnych, dyspersyjno-morfologicznych oraz
termicznych uktadow hybrydowych.

Otrzymanie materiatow kompozytowych z napetiaczami nanoceluloza-tlenek
(tlenki) metali.

Charakterystyka parametrow strukturalnych, fizykochemicznych, mechanicznych
oraz wlasciwosci funkcjonalnych materiatdéw kompozytowych.
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16. Synteza nowatorskiej soli cynkowo-amonowe;.

17. Charakterystyka parametrow strukturalnych, dyspersyjno-morfologicznych oraz
analiza jakoSciowa soli cynkowo-amoniowych.

18. Otrzymanie materialow kompozytowych z dodatkiem napetniaczy nanoceluloza-sol
cynkowo-amonowa.

19. Charakterystyka parametrow strukturalnych, fizykochemicznych, mechanicznych
oraz wlasciwosci funkcjonalnych kompozytow polimerowych.

Uzyskane wyniki prac przeprowadzonych w opisanych nurtach badawczych
charakteryzowaty si¢ duzym potencjalem aplikacyjnym w kierunku produkcji nowych,
odpornych mikrobiologiczne kompozytéow polimerowych o zwigkszonych parametrach
mechanicznych (w tym elastyczno$ci) oraz polepszonej barierowo$ci na tlen i pare
wodng. Na rysunkach 16-18 zilustrowano schematy graficzne przedstawiajace
szczegotowo wieloetapowy zakres prac realizowanych w dysertacji doktorskie;.

Dimeryczne imidazoliowe

Trichoderma reesei | Aspergillus sp. ciecze jonowe typu gemini
Enzymatyczna Funkcjonalizacja
hydroliza celulozy nanoceluloz
p [ F— 2 ) 3 - 4 }---
l !
Badania Charakterystyka Charakterystyka
wstepne nanoceluloz sfunkcjonalizowanych

Dobér enzymow celulolitycznych m owv

i celuloz w procesie enzymatycznym HPLC-RI XRD DLS FTIR

oraz ich selekcja XRD DLS SEM FTIR

Rysunek 16. Schemat graficzny przeprowadzonych prac dla pierwszego nurtu badawczego

z 1% mas. dodatkiem z 1% mas. dodatkiem
napetniaczy nanocelulozowych napetniaczy nanocelulozowych
po procesie enzymatycznym  sfunkcjonalizowanych cieczami jonowymi
Z 2% mas. dodatkiem napetniaczy
\/ nanoceluloza-tlenek metalu hybrydowych nanoceluloza-tlenek
zsyntezowane metoda metalu
WYTLACZANIE | WTRYSKIWANIE MECHANOCHEMICZNA WYTLACZANIE | WTRYSKIWANIE

Otrzymanie Otrzymanie Otrzymanie
kompozytéw uktadow kompozytow
polipropylenowych hybrydowych polipropylenowych

Charakterystyka Charakterystyka Charakterystyka
kompozytow uktadow kompozytow
polipropylenowych hybrydowych polipropylenowych

XRD DSC PLM MECH. XRD TGA SEM  BET FTIR DLS XRD DSC PLM TGA MECH.

Rysunek 17. Schemat graficzny przeprowadzonych prac dla drugiego nurtu badawczego
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nanoceluloza-tlenek (tlenki) z 2% mas. dodatkiem napetniaczy hybrydowych

metali zsyntezowanych nanoceluloza-tlenek (tlenki) metali
metodg SOLWOTERMICZNA WYTLACZANIE | WTRYSKIWANIE
Otrzymanie Otrzymanie
uktadow kompozytow
hybrydowych polipropylenowych
I
!
Charakterystyka Charakterystyka
uktadow kompozytow
hybrydowych polipropylenowych
XRD EDS XPS BET FTIR TGA XRD PLM DSC SEM MECH. BARIER.

z dodatkiem napetniaczy 1% mas.
nanocelulozy oraz 1, 3, 5% mas. soli
cynkowo-amonowej

WYTLACZANIE | WTRYSKIWANIE

Otrzymanie
Synteza soli kompozytow
cynkowo-amonowej polipropylenowych
Charakterystyka Charakterystyka
soli cynkowo- kompozytow
amonowej polipropylenowych
XRD DLS SEM XRAYAN XRD PLM DSC SEM  TGA MECH. MIKROBIOL.

Rysunek 18. Schemat graficzny przeprowadzonych prac dla trzeciego nurtu badawczego
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6. OMOWIENIE DOROBKU NAUKOWEGO BEDACEGO
PODSTAWA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Publikacje naukowe (P1-P6) zestawione w tabeli 1, stanowig monotematyczny cykl
zwigzany z badaniami nad otrzymywaniem oraz charakterystyka napetniaczy w postaci
nanocelulozy z uzyciem metod enzymatycznych. Ponadto podjeta tematyka obejmuje
takze syntez¢ oraz analiz¢ strukturalng, morfologiczno-dyspersyjna oraz
fizykochemiczng napelniaczy hybrydowych nanoceluloza-tlenek (tlenki) metali
metodami mechanochemiczng oraz solwotermicznag oraz soli cynkowo-amonowych
o wlasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych. Nieodtagcznym, a zarazem kluczowym
elementem tych publikacji, bytly badania nad wytworzeniem polipropylenowych
materialdw kompozytowych zawierajagcych powyzej wymienione napeilniacze oraz
zdefiniowanie ich struktury nadmolekularnej, a takze wlasciwosci fizykochemicznych
i uzytkowych.

Na podstawie przedstawionego na rysunkach 16-18 schematu graficznego
przedlozona dysertacja doktorska byta realizowana w trzech gtownych nurtach
badawczych, ktore zostaty omoéwione w ponizszych rozdziatach rozprawy. Szczegoélowy
opis przeprowadzonych badan oraz uzyskane wyniki opisano w publikacjach
zataczonych w rozdziale 10.

6.1 ENZYMATYCZNY PROCES OTRZYMYWANIA
NANOCELULOZY (PIERWSZY NURT BADAWCZY)

Hydroliza enzymatyczna celulozy jest jedna z kilku metod otrzymywania celulozy
o rozmiarach nanometrycznych, co zostalo szeroko opisane w rozdziale
3.3. Nanoceluloza. =~ W przeprowadzonym przegladzie literaturowym wykazano,
ze dotychczas otrzymywana nanoceluloza poprzez zastosowanie metod mechanicznych
i/lub chemicznych charakteryzuje si¢ wieloma wadami, a jedng z nich jest problem
z uzyskaniem $cisle zdefiniowanych i1 powtarzalnych parametrow dyspersyjno-
morfologicznych nanoczastek. Interesujaca alternatywg wobec produkcji tego
nanometrycznego polisacharydu moze by¢ zastosowanie kontrolowanego procesu
hydrolizy enzymatycznej z uzyciem enzymow celulolitycznych pochodzacych z grzybow
mikroskopowych. W zwiazku z tym, nienotowang dotad nowoscia naukowa
niniejszej rozprawy doktorskiej jest otrzymanie nanocelulozy o S$ciSle
zdefiniowanych wlasciwosciach dyspersyjno-morfologicznych poprzez
wykorzystanie reakcji enzymatycznych. Przeprowadzenie badan umozliwilo
zaprojektowanie wysokowydajnego procesu enzymatycznego do produkcji nanoczastek
celulozy o powtarzalnych wiasciwosciach strukturalnych i fizykochemicznych, co jest
istotne w kontekécie ich zastosowania w roli napelniacza tworzyw sztucznych.
Te kwestie sa kluczowe przy projektowaniu m.in. polimerowych materiatéw
opakowaniowych odznaczajacych si¢ wysoka barierowoscig na tlen i par¢ wodng oraz
charakteryzujacych sig¢ $cisle zatozonymi wlasciwosciami wytrzymatosciowymi. Wyniki
przedstawionych kwestii byly przedmiotem publikacji P1, P2 oraz P3.
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Na uwage zashuguje takze fakt, Zze nanoceluloza posiada wzmozong tendencje
do agregacji i aglomeracji, co niezwykle utrudnia jej zastosowanie w przetworstwie
podczas otrzymania kompozytow polimerowych o obiecujacych wlasciwosciach m.in.
mechanicznych. Dlatego tez, otrzymang nanoceluloz¢ sfunkcjonalizowano w wyniku
reakcji ze specjalnie zaprojektowanymi oraz zsyntezowanymi dimerycznymi
imidazoliowymi cieczami jonowymi typu gemini o roznej dtugosci tancucha
alifatycznego. Podj¢te badania pozwolity na funkcjonalizacje napelniacza
celulozowego z uzyciem innowacyjnych modyfikatoréow, co zapewnilo utworzenie
stabilnej struktury przestrzennej pomiedzy nanoczastkami polisacharydow,
ograniczajac tworzenie agregatow. Nalezy rowniez zauwazy¢, ze synteza cieczy
jonowych typu gemini i ich zastosowanie do funkcjonalizacji nanomateriatow
celulozowych z potencjalnym wykorzystaniem jako napeliaczy w matrycach
polimerowych, nie zostato wczesniej opisane. Wyniki tych badan zostaly omoéwione
w publikacji P4.

6.1.1 BADANIA WSTEPNE DOTYCZACE KONTROLOWANEGO
PROCESU ENZYMATYCZNEGO

Pierwszym etapem byto podjecie badan wstepnych dotyczacych kontrolowanej
hydrolizy enzymatycznej z zastosowaniem réznych warunkow prowadzenia procesu,
w tym czasu reakcji. Ponadto analizowano wplyw enzymow celulolitycznych
o zréznicowanej aktywno$ci enzymatycznej, jak rowniez rodzaju celulozy natywnej
na przebieg procesu biokonwersji. Przeprowadzenie takich badan miato na celu wybor
optymalnych warunkéw hydrolizy oraz surowcoéw celulozowych w kierunku
zaprojektowania wysokowydajnej reakcji enzymatycznej odznaczajacej si¢ wysokim
stezeniem powstajacego monosacharydu (glukozy) w roztworze poreakcyjnym oraz
otrzymaniem czastek celulozy o znaczacym udziale rozmiaru nanometrycznego.
Hydroliza enzymatyczna celulozy zostala przeprowadzona we wspolpracy z Katedra
Chemii Wydziatu Technologii Drewna Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu.

Proces hydrolizy enzymatycznej celuloz przeprowadzono w dwodch etapach.
Pierwszym z nich byla wstepna poétgodzinna preinkubacja czterech rodzajow
materialow celulozowych (rys. 19) w buforze cytrynianowym. W kolejnym etapie
przeprowadzono reakcje wilasciwej kontrolowanej biokonwersji celuloz poprzez
zastosowanie dwoch roznych czasow reakceji — 4 oraz 24 godzin w obecnosci buforu
cytrynianowego, enzymoOw  celulolitycznych ~ pochodzacych  od  grzybow
mikroskopowych Trichoderma reesei i Aspergillus sp. i/lub dodatku dwucukru —
celobiozy. Na rysunku 19 zilustrowano wykorzystane do badan materialy celulozowe
oraz typy enzymow celulolitycznych wraz z dodatkami.
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Celulaza z grzyba mikroskopowego
Aspergillus sp. o aktywnosci > 100 Ulg A8

Rysunek 19. Opis materiatow stosowanych w pracy

Materiaty celulozowe, ktore stosowano w przeprowadzonych procesach
enzymatycznych, rdéznily si¢ $rednim rozmiarem czastek, ale takze strukturg
nadczasteczkowg. Rentgenogramy natywnych celuloz wraz z wyznaczonym stopniem
krystaliczno$ci przedstawiono na rysunku 20. Ponadto nalezy wspomnieé, ze stosowana
w badaniach komercyjna celuloza nanometryczna Arbocel UFC100, wedtug informacji
otrzymanych przez producenta, zostata wyprodukowana poprzez zastosowanie hydrolizy
kwasowej.
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Rysunek 20. Krzywe rentgenograficzne celuloz natywnych (I — celuloza mikrometryczna Avicel PH-101,
11 — celuloza mikrometryczna Sigmacell Typ 20, 11l — celuloza mikrometryczna Sigmacell Typ 101,
1V — celuloza nanometryczna Arbocel UFC100)
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Do proceséw enzymatycznych wykorzystano takze enzymy celulolityczne roéznigce
si¢ miedzy soba aktywnos$ciag enzymatyczna, jak rowniez skladem weglowodanow
wchodzacych w ich budowg. Celulaza pochodzaca od mikroorganizmu rodzaju
Trichoderma posiadata w swojej budowie dwie egzoglukanazy, co najmniej pigc
endoglukanaz oraz dwie B-glukozydazy, natomiast w enzymie z Aspergillus sp. wyrdznié
mozna szerokie spektrum weglowodandw, w tym egzoglukanazy, endoglukanazy,
B-glukozydazy hemicelulazy, pektynazy, lipazy, arabanazy, ksylanazy, porteazy,
B-galaktozydazy, taninazy, keratynazy, kutynazy oraz oksydazy alkoholu arylowego.

Rezultatem przeprowadzonego procesu bylo otrzymanie 32 uktadow. Skuteczno$é
reakcji hydrolizy enzymatycznej potwierdzono badaniami chromatograficznymi oraz
strukturalnymi (XRD). Na podstawie przeprowadzonych badan wstepnych stwierdzono,
ze podczas reakcji hydrolizy enzymatycznej mozliwe jest otrzymanie dwoch produktow
reakcji — glukozy w roztworze poreakcyjnym oraz nanocelulozy. Efektywno$¢ procesu
okreslono poprzez zdefiniowanie st¢zenia monosacharydu w roztworze poreakcyjnym.
Jak powszechnie wiadomo, procesy enzymatyczne najczesciej wykorzystywane
sa do otrzymywania glukozy w przeznaczeniu do produkcji m.in. biopaliw, aczkolwiek
sa tez waznym czynnikiem w celu okres§lenia wydajnosci procesu. Drugi z otrzymanych
produktow reakcji — nanocelulozg, zbadano z wykorzystaniem techniki
rentgenograficznej, w ktdrej zauwazono wyrazne zmiany w strukturze nadczasteczkowej,
a w szczeg6lnosci w stopniu krystalicznos$ci otrzymanych nanoceluloz.

Gloéwnym kryterium, ktérym kierowano si¢ w celu okreslenia optymalnych warunkéw
prowadzenia procesu oraz doboru substratow celulozowych do otrzymania czgstek
nanometrycznych celulozy w reakcji enzymatycznej, byl pomiar stezenia glukozy
w roztworze poreakcyjnym. Stwierdzono, ze wydajnos¢ procesu hydrolizy
enzymatycznej uzalezniona byta od czasu prowadzenia reakcji, rodzaju wykorzystanej
celulozy natywnej, ale takze od zastosowanego kompleksu enzyméw. Odnotowano,
ze dodatek celobiozy do ,,koktajli” enzymatycznych inhibowal efektywnos¢ reakcji dla
kazdej z celuloz, co powodowato otrzymanie mniejszej ilosci monosacharydu anizeli
w innych badanych uktadach, a dodatkowo wydtuzenie czasu reakcji do 24 godzin dla
tych uktadow nie wptywato na zwigkszenia st¢zenia glukozy. W przypadku stosowania
enzymow z mikroorganizmow rodzaju Trichoderma oraz Aspergillus sp. bez dodatku
celobiozy zanotowano zwigkszenie wydajnosci procesu, aczkolwiek najwigksze roznice
zauwazono dla 24 godzinnej hydrolizy. Ponadto waznym parametrem selekcji warunkow
prowadzenia reakcji enzymatycznych byl takze odpowiedni dobodr celulozy natywnej,
a w szczegolnosci jej struktury nadczgsteczkowej oraz rozmiaru czastek w celu kontroli
efektywnosci przebiegu procesu enzymatycznego. Stwierdzono, ze polisacharyd
o rozmiarze mikrometrycznym, wyrozniajacy si¢ wicksza zawarto$ciag obszarow
amorficznych, byl bardziej podatny na dziatanie enzymow celulolitycznych w kontekscie
konwersji do wigkszej ilosci czastek nanometrycznych celulozy.
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Przeprowadzone badania wstgpne pozwolily na selekcje ukladow wykorzystanych
do dalszych etapow realizacji rozprawy doktorskiej. Wytypowano cztery celulozy, jeden
czas reakcji oraz dwa enzymy celulolityczne. Na rysunku 21 przestawiono schemat
graficzny zaprojektowanego i realizowanego, w niniejszej rozprawie doktorskiej, procesu

enzymatycznego.
ENZYMATYCZNA HYDROLIZA CELULOZY
S _ PREINKUBACJA Ry Frobosorms ress
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Rysunek 21. Przebieg hydrolizy enzymatycznej realizowanej w rozprawie doktorskiej

Dodatkowo opis wraz z oznaczeniami wyselekcjonowanych uktadow stosowanych
w dalszych etapach w dysertacji doktorskiej zostat zestawiony w tabeli 5.

Tabela 5. Opis wraz z oznaczeniami uktadow stosowanych w pracy

Czas

Material . Enzym Oznaczenie probki
celulozowy prowadzenia celulolityczny stosowane w pracy
procesu [h]
1
Avicel PH-101 Trichoderma reesei  1-Tr
Aspergillus sp.
1I
Sigmacell Typ 20 Trichoderma reesei  11-Tr
” Aspergillus sp.
il
Sigmacell Typ 101 Trichoderma reesei  111-Tr
Aspergillus sp.
v
Arbocel UFC100 Trichoderma reesei  IV-Tr
Aspergillus sp.
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6.1.2 OMOWIENIE WYNIKOW BADAN NAD OTRZYMYWANIEM
NANOMETRYCZNEJ CELULOZY W REAKCJI HYDROLIZY
ENZYMATYCZNEJ

Jak wspomniano w poprzednich rozdziatach dysertacji doktorskiej, wydajnosc¢
enzymatycznej hydrolizy celulozy uzalezniona jest od wielu czynnikéw, dlatego wazne
jest, aby S$cisle kontrolowaé przebieg reakcji biokonwersji polisacharydu. Jednym
z parametrow pozwalajacym na weryfikacje efektywnosci hydrolizy byto wyznaczenie
zawarto$ci monosacharydu w roztworze poreakcyjnym. Na rysunku 22 zilustrowano
wyniki analiz chromatograficznych dla badanych eluentéw, natomiast w tabeli
6 zestawiono wartosci stopnia krystalicznosci nanoceluloz po procesie enzymatycznym.
Wykorzystane dane zostaly zaprezentowane w publikacji P1, P2 oraz w materiatach
konferencyjnych”.

30 ~

25 -
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5 |
0 - : : : .

I-Tr* I-As* II-Tr 1I-As II-Tr 1II-As IV-Tr IV-As
Materiat

Stezenie monosacharydu
[mg/mL]

* — dane opublikowane w materiatach konferencyjnych (Zielinska Daria, Borysiak Stawomir. Kompozyty
polimerowe z napetniaczami odnawialnymi, Modyfikacja polimerow: stan i perspektywy w roku 2023,
ISBN 978-83-86520-26-8, 2023, 269-277)

Rysunek 22. Stezenie glukozy w roztworach poreakcyjnych

Zauwazono, ze efektywnos¢ procesu hydrolizy enzymatycznej (monitorowana
poprzez pomiar st¢zenia monosacharydu) uzalezniona jest od typu zastosowanego
enzymu celulolitycznego, ale takze od rodzaju wykorzystanej celulozy natywne;j.
Najwyzsza wydajnos$¢ hydrolizy zaobserwowano dla procesu katalizowanego enzymem
celulolitycznym Trichoderma reesei charakteryzujacego si¢ wyzszg aktywnos$cia
enzymatyczng, z kolei dla kompleksu enzymatycznego pochodzacego z mikroorganizmu
Aspergillus sp., w przypadku kazdego badanego materialu, zanotowano znacznie nizsza
efektywnos¢ reakcji. Otrzymane wyniki idealnie koreluja z przeprowadzonymi
badaniami strukturalnymi (dane z tabeli 6), w ktorych stwierdzono wyrazne zmiany
w strukturze nadczasteczkowej otrzymanych nanoceluloz. Obrobka celulozy enzymem
rodzaju Trichoderma spowodowata znaczace zwigkszenie stopnia krystaliczno$ci
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nanoceluloz nawet o ponad 50% w stosunku do celulozy natywne;j (np. I1I), natomiast dla
nanoceluloz otrzymanych w wyniku reakcji z celulaza z Aspergillus sp. odnotowano
nieznaczne zmiany tego parametru.

Uzyskane wyniki dla procesu z zastosowaniem enzymu Aspergillus sp. wynikaja
z faktu, ze w poczatkowym etapie procesu hydrolizie ulegaja obszary amorficzne,
a w kolejnym frakcje krystaliczne, co znajduje potwierdzenie w literaturze'47:148,
Zauwazalne zmiany w efektywnosci biokonwersji celulozy mozna wytlumaczy¢ tym,
ze w przypadku celuloz o wigkszej zawartosci obszarow amorficznych, biokonwersja jest
bardziej dynamiczna w poczatkowych etapach procesu, jednakze w dalszych etapach
wydajno$¢ reakcji moze zosta¢ spowolniona. Ponadto obserwowany efekt dziatania
enzyméw celulolitycznych moze rowniez wskazywaé na akumulacje produktow
hamujacych reakcje, co z kolei przeklada si¢ na nizsza wydajnos¢ hydrolizy. Z kolei
enzymy wystepujace w celulazie z Trichoderma reesei maja predyspozycje
do ,atakowania” tylko czeSci amorficznych, co w konsekwencji prowadzi
do otrzymywania nanokrystalitow i w efekcie doprowadza do wigkszej wydajnosci
procesu biokonwersji oraz zwigkszenia stopnia krystaliczno$ci. Mozna wiec zatozyc¢,
ze efekt synergistyczny i korelacja odpowiednich enzymow celulolitycznych moga
prowadzi¢ do zwigkszenia wydajnosci enzymatycznej hydrolizy celulozy oraz
do uzyskania nanocelululozy charakteryzujacej si¢ duzym stopniem krystalicznosci.

W dalszej czeSci badan zdefiniowano parametry dyspersyjno-morfologiczne
nanoceluloz. W tabeli 6 przedstawiono wybrane wyniki wielkos$ci czastek wyznaczonych
z uzyciem techniki dynamicznego rozpraszania $wiatla, ktore byly czescig badan
w publikacji P1, P2, P3 oraz w materialach konferencyjnych®. Dodatkowo w tabeli
zestawiono wartosci stopnia krystalicznosci otrzymanych nanoceluloz.
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Tabela 6. Parametry dyspersyjne oraz stopien krystalicznosci otrzymanych nanoceluloz

Maksymalny udzial

y ° 2 celulozy [%]
68 — 106 78 nm — 34,0
[-Tr 70 0,504
531 - 1480 825 nm - 27,4
68 — 164" 106 nm —24,1"
55 . . b.d.
2670 — 4800 3580 nm — 18,7
[I-Tr 56 59 - 106 79 nm — 38,9 0,105
106 — 255 220 nm — 13,0
43 0,277
459 — 1484 955 nm—11,5
[I-Tr 51 51-122 68 nm — 21,6 0,181
32 91 — 255 106 nm — 27,7 0,217
IV-Tr 70 27 - 164 40 nm — 45,7 b.d.
79 — 142 106 nm — 25,3
65 b.d.
2670 — 4800 3580 nm — 18,4

b.d. — brak danych; * — dane opublikowane w materiatach konferencyjnych (Zielinska Daria, Borysiak
Stawomir. Kompozyty polimerowe z napelniaczami odnawialnymi, Modyfikacja polimerow: stan
i perspektywy w roku 2023, ISBN 978-83-86520-26-8, 2023, 269-277)

Jednym, z glownych czynnikéw decydujacych o zmianach w charakterystyce
dyspersyjnej nanoceluloz, jest rodzaj zastosowanego enzymu celulolitycznego.
Otrzymane czgstki polisacharydu w wyniku zastosowania enzymoéw celulolitycznych
pochodzacych z grzybow mikroskopowych charakteryzowaty si¢ wystgpowaniem
czastek nanometrycznych, ale réwniez frakcji mikrometrycznych, co jednoznacznie
wskazuje, jak kluczowy jest dobor odpowiedniej celulazy w procesie enzymatycznym.
Nanoceluloza otrzymana w wyniku dzialania enzymow z Aspergillus sp. cechowata si¢
wzmozong tendencjg do agregacji, co jest zauwazalne poprzez uzyskanie czastek
zar6wno nano-, jak i mikrometrycznych. Otrzymanie takiego rozrzutu wielkosci czastek
dla wspomnianej nanocelulozy pozwala stwierdzi¢, ze skuteczno$¢ modyfikacji celulazg
Aspergillus sp. jest raczej niska. Jednakze nalezy podkresli¢, ze najbardziej znaczace
zmiany zauwazono dla materiatéw otrzymanych w wyniku hydrolizy enzymatycznej
z wykorzystaniem celulazy pochodzacej z mikroorganizmu 7richoderma reesei, gdzie
uzyskany rozmiar czastek nie przekraczat 164 nm. W tabeli 6 przedstawiono ogolne
zestawienie rozmiaréw czastek nanoceluloz, natomiast na rysunku 23 zobrazowano
zawarto$¢ poszczegolnych frakcji nanometrycznej w stosowanych napetiaczach
celulozowych.
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Rysunek 23. Rozktad wielkosci czgstek nanoceluloz otrzymanych w wyniku kontrolowanej biokonwersji
celulozy z wykorzystaniem celulazy Trichoderma reesei

Odnotowano, ze kluczowy wptyw na zawartos$¢ frakcji nanometrycznej ma struktura
nadczasteczkowa, a w szczegdlnosci stopien krystaliczno$ci natywnej celulozy (I, 1, I1I).
Stwierdzono, ze w przypadku wykorzystania celulozy charakteryzujacej si¢ najwiecksza
krystalicznoscig (I — 66%), uzyskano okoto 45% czastek nanometrycznych (ponizej 100
nm) w calej objetosci probki. W przypadku materialdbw o mniejszym stopniu
krystalicznosci (11 (Xc=49%), 111 (Xc=29%)) uzyskano znacznie wigcej czastek celulozy
w skali nanometrycznej - okolo 85-90%. Uzyskane wyniki $wiadcza o tym,
ze w przypadku zastosowania enzymu 7richoderma reesei zawierajacego w budowie
dwie celobiohydrolazy wystepuje glownie depolimeryzacja celulozy w obszarach
amorficznych, dlatego w surowcach celulozowych o mniejszym stopniu krystalicznosci
stwierdzono wigkszg efektywnos$¢ powstawania czastek o rozmiarach nanometrycznych.

Dodatkowo podjeto si¢ proby przeprowadzenia hydrolizy enzymatycznej komercyjnej
nanocelulozy (IV) w celu sprawdzenia, czy jest mozliwe uzyskanie frakcji
nanocelulozy o jeszcze mniejszym rozmiarze czastek, co byto przedmiotem publikacji
P2. Nalezy podkresli¢, ze nanoceluloza komercyjna otrzymana w reakcji hydrolizy
kwasowej (wedtug informacji uzyskanej od producenta) charakteryzuje si¢ rowniez duza
tendencja do aglomeracji. Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano,
ze zastosowanie enzymu Trichoderma reesei spowodowato uzyskanie frakcji celulozy
nanometrycznej o rozmiarze ponizej 40 nm w ilosci okoto 80%. Opracowana metoda
hydrolizy enzymatycznej moze by¢ bardzo dobrym narz¢dziem do zmniejszenia rozmiaru
i zwickszenia ilosci frakcji nanometrycznej nanoceluloz charakteryzujacych si¢ mala
powtarzalnos$cig czastek, co zostato potwierdzone w powyzszych badaniach.

Waznym elementem badan bylo okreslenie ksztattu otrzymanych nanoceluloz
w wyniku przeprowadzonych proceséw enzymatycznych. W tym celu wykorzystano
badania elektronowej mikroskopii skaningowej, ktorych wybrane wyniki zostaty
zilustrowane na rysunku 24.
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Rysunek 24. Ksztalt mikrometrycznej celulozy Avicel PH-101 przed obrobkg enzymatyczng (a) oraz
nanocelulozy otrzymanej podczas procesu enzymatycznego z wykorzystaniem enzymu Trichoderma (b)

Proces hydrolizy enzymatycznej ma takze wptyw na finalny ksztalt nanoczastek
zhydrolizowanego materiatu celulozowego — w kazdej z otrzymanych nanoceluloz
stwierdzono obecnos¢ sferycznych nanoczastek polisacharydowych. Niemniej jednak,
takg tendencjg wystepowania czastek sferycznych charakteryzuja si¢ uktady, w ktorych
zastosowano dodatek enzymu celulolitycznego z mikroorganizmu Trichoderma reesei,
co zostato potwierdzone w publikacji P3.

Na podstawie przeprowadzonych badan w ramach pierwszego nurtu otrzymano
bardzo interesujace zalezno$ci, ktore pozwolity na sformutowanie najwazniejszych
wnioskow, bedacych rezultatem publikacji P1, P2 oraz P3:

e wydajnos¢ biokonwersji celulozy zalezy od rodzaju zastosowanego enzymu
celulolitycznego, ale takze od typu wyjsciowego surowca celulozowego
1 parametrow prowadzonego procesu,

e najwyzsza efektywno$¢ procesu hydrolizy enzymatycznej zaobserwowano
przy zastosowaniu kompleksu enzymatycznego z mikroorganizmu rodzaju
Trichoderma, co potwierdzono otrzymaniem wigkszej ilosci glukozy,
wyzszych warto$ci stopnia krystaliczno$ci oraz wigkszej ilosci nanoczastek
celulozy w poréwnaniu do uzycia enzymu celulolitycznego z Aspergillus sp.,

e hydroliza enzymatyczna odpowiednio dobranym enzymem ma kluczowy
wplyw na wuzyskanie napelniacza o wigkszej zawarto$ci czastek
nanometrycznych i matej polidyspersyjnosci,

e okreslono zalezno$§¢ pomiedzy struktura nadmolekularng celulozy
mikrometrycznej a efektywnos$cia procesu hydrolizy enzymatycznej
1 zawartos$cig otrzymanych czgstek celulozy o rozmiarze nanometrycznym.

Ponadto w ramach realizacji nurtu pierwszego przeprowadzono funkcjonalizacje
nanocelulozy otrzymang w wyniku zastosowania reakcji enzymatycznych polisacharydu
z uzyciem dimerycznych cieczy jonowych. Podjete dziatania byly przedmiotem
publikacji P4. Funkcjonalizacja polisacharydu dimerycznymi imidazoliowymi cieczami
jonowymi typu gemini o r6znej dhugosci tancucha alifatycznego miala na celu utworzenie
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stabilnej struktury przestrzennej pomiedzy nanoczastkami celulozy, co finalnie
prowadzi¢ moze do ograniczenia tworzenia agregatow. Warto zaznaczy¢,
ze nienotowang nowoscia naukow3q jest zastosowanie dimerycznych imidazoliowych
cieczy jonowych typu gemini niewymagajacych zastosowania rozpuszczalnikéw
organicznych jako efektywnych modyfikatoréw nanocelulozy. Wzory chemiczne oraz
oznaczenia zaprojektowanych oraz zsyntezowanych zwigzkéw dimerycznych
stosowanych w badaniach zestawiono w tabeli 7. Synteza cieczy jonowych zostata
przeprowadzona we wspolpracy ze $p. dr hab. Andrzejem Skrzypczakiem, pracownikiem
Instytutu Technologii i Inzynierii Chemicznej Wydzialu Technologii Chemicznej
Politechniki Poznanskie;j.
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Tabela 7. Spis stosowanych cieczy jonowych w dysertacji doktorskiej

Nazwa Wzor

IL1 di(bis(trifluorometylosulfonylo)imidek) CH,COOH
3,3’-[1,4-butan]- *

N
bis(1-karboksymetyloimidazoliowy) // )

N
GHs  NTF,
{ NW
\ /i
N
\
CH,COOH
di(bis(trifluorometylosulfonylo)imidek) CH,COOH
3,3’-[1,8- 1- +

bis(1-karboksymetyloimidazoliowy) {/ &
N

NTF,
N
L
N\
CH,COOH

Reakcje funkcjonalizacji, okre$lane rowniez jako estryfikacja, z uzyciem cieczy
jonowych typu gemini przeprowadzono dla nanocelulozy otrzymanej w wyniku reakcji
enzymatycznej z mikroorganizmem rodzaju Trichoderma (11-Tr), ktérej przebieg zostat
zilustrowany na rysunku 25, a doktadny proces zostal opisany w publikacji P4.
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Rysunek 25. Schemat graficzny przebiegu funkcjonalizacji nanocelulozy z uzyciem cieczy jonowych typu
gemini

Zauwazono, ze zastosowany proces znaczaco wplynat na struktur¢ chemiczng
zmodyfikowanych nanoceluloz. Zmiany w strukturze chemicznej nanonapethiaczy
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celulozowych potwierdzajg skutecznos¢ przeprowadzonej modyfikacji chemicznej
za pomocg imidazoliowych cieczy jonowych, o czym $wiadczy uzyskanie dodatkowych
pasm pochodzacych od wigzan karbonylowych (C=0) oraz zmniejszenie intensywnosci
pasm pochodzacych od grup hydroksylowych. Dowodzi to efektywnej reakcji
funkcjonalizacji przeprowadzonej pomiedzy grupami karboksylowymi obecnymi
w cieczach jonowych a grupami hydroksylowymi w materiale nanocelulozowym.

Jednak badania strukturalne wykazaty, ze przeprowadzenie modyfikacji chemiczne;j
za pomocg imidazoliowych cieczy jonowych nie spowodowato zmian w strukturze
krystalicznej. Wytlumaczeniem takiego efektu dziatania imidazoliowych cieczy
jonowych moze by¢ fakt, ze doszto do efektywnej reakcji grup karboksylowych cieczy
jonowych z grupami hydroksylowymi (-OH) celulozy bez ingerencji zwiazkow
dimerycznych w wigzania glikozydowe polisacharydu.

Ponadto stwierdzono wyrazne zmiany w parametrach dyspersyjnych otrzymanych
nanoceluloz. Wyniki przeprowadzonych analiz przedstawiono na rysunku 26.
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Rysunek 26. Rozkiad wielkosci czgstek nanoceluloz przed i po procesie funkcjonalizacji

Badania potwierdzity, ze chemiczna modyfikacja cieczami jonowymi ma znaczacy
wplyw na wlasciwosci dyspersyjne otrzymanych nanoczastek celulozy, a zastosowanie
funkcjonalizacji chemicznej skutkowato otrzymaniem polisacharydu odznaczajacego si¢
jedynie nanometrycznym rozmiarem czastek (51-106 nm). Warto takze wspomnie¢,
7e nie stwierdzono znaczacych roéznic w analizowanych wilasciwosciach pomigdzy
rodzajem zastosowanego modyfikatora. Odnotowano, ze nanoceluloza otrzymana przy
uzyciu cieczy jonowej charakteryzujacej si¢ krotszym tgcznikiem alkilowym (II-Tr—
IL1) charakteryzowata si¢ znaczacym udziatem nanoczastek o $rednicy 79 nm, podczas
gdy w przypadku nanonapetniacza modyfikowanego ciecza jonowa z
lacznikiem alkilowym — stwierdzono najwigcej nanoczastek o rednicy 69 nm.
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Na uwage zasluguje fakt, Zze celuloza niepoddana procesowi funkcjonalizacji
charakteryzuje si¢ obecno$cig zarowno czastek nano-, jak i mikrometrycznych.
Wyjasnieniem  uzyskania materialu  zawierajacego dwie frakcje  czgstek
w niemodyfikowanym chemicznie polisacharydzie, moze by¢ obecnosé¢ duzej liczby grup
hydroksylowych (-OH), ktére s3a zdolne do tworzenia aglomeratow z powodu
oddziatywan miedzyczasteczkowych, takich jak wigzania wodorowe.

Taki mechanizm reakcji funkcjonalizacji, jednoczesnie minimalizuje lub eliminuje
niekorzystne oddzialywania mig¢dzyczasteczkowe odpowiedzialne za agregacje
nanoczgstek polisacharydéw i tworzenie stabilnej struktury przestrzennej, podobnej do
struktur usieciowanych. Prawdopodobny mechanizm dzialania zastosowanych cieczy
jonowych opisany w publikacji P4 zilustrowano na rysunku 27.
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Rysunek 27. Mechanizm dziatania dimerycznych imidazoliowych cieczy jonowych

Badania nad procesem funkcjonalizacji nanoceluloz z udziatem cieczy jonowych typu
gemini, pozwolito na sformulowanie najwazniejszych wnioskow, bedacych rezultatem
publikacji P4:

e zastosowanie dimerycznych imidazoliowych cieczy jonowych z alifatycznymi
tacznikami o ro6znej dtugosci okazato si¢ skuteczng metodg przeprowadzenia
efektywnej funkcjonalizacji nanonapeiniacza celulozowego otrzymanego
w wyniku enzymatycznej hydrolizy celulazg z mikroorganizmu Trichoderma
reesei,

e funkcjonalizacja napehiacza celulozowego innowacyjnymi modyfikatorami
zapewnila utworzenie stabilnej struktury przestrzennej pomigdzy
nanoczastkami polisacharydow, ograniczajac oddziatywania
miedzyczasteczkowe bedace wynikiem tworzenia wigzan wodorowych,
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e cstryfikacja nanocelulozy za pomoca cieczy jonowych typu gemini nie
spowodowata zmian w ksztatcie czgstek nanoceluloz, ale byta odpowiedzialna
za uzyskanie wylgcznie czastek o rozmiarach nanometrycznych bez tendencji
do tworzenia agregatow mikrometrycznych.

Podsumowujac przeprowadzone badania opisane w pierwszym nurcie, nalezy
podkresli¢, ze glowne zalozenia dotyczace zastosowania metod enzymatycznych
do otrzymywania czgstek celulozy o rozmiarach nanometrycznych zostalty w petni
potwierdzone i zrealizowane. Wtasciwosci uzyskanych napetiaczy nanocelulozowych
charakteryzuja si¢ bardzo dobrymi parametrami dyspersyjno-morfologicznymi,
co zapewnia mozliwo$¢ ich aplikacji w materiatach kompozytowych. Warto zaznaczy¢,
ze dotad nie odnotowano stosowania celulozy nanometrycznej otrzymanej w wyniku
reakcji enzymatycznych jako potencjalnego napelniacza matryc
polipropylenowych. Ponadto zastosowanie sfunkcjonalizowanych nanomaterialow
celulozowych z uzyciem dimerycznych imidazoliowych cieczy jonowych typu
gemini, jako napelniaczy osnowy polimerowej, rowniez nie zostalo wcze$niej
opisane. W zwigzku z powyzszym, w drugim nurcie niniejszej dysertacji doktorskiej
przedstawiono prace badawcze zwigzane z otrzymaniem oraz charakterystyka
kompozytow polipropylenowych z celuloza nanometryczng. Réwnolegle prowadzono
badania nad otrzymywaniem napetiaczy hybrydowych nanoceluloza-tlenek metalu
syntezowanych z wykorzystaniem metody mechanochemicznej, ktére rowniez mogg by¢
wykorzystane jako potencjalny napetniacz matrycy polipropylenowej. Warto podkreslic,
ze przedstawione uklady kompozytowe nie zostaly dotad notowane w literaturze,
co stanowi¢ moze niezaprzeczalng nowos¢ naukowa pracy oraz jej interdyscyplinarny
charakter.
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6.2 OTRZYMYWANIE I CHARAKTERYSTYKA KOMPOZYTOW
POLIMEROWYCH Z NAPEENIACZAMI NANOCELULOZOWYMI
ORAZ UKLADAMI HYBRYDOWYMI (DRUGI NURT
BADAWCLZY)

W ramach drugiego nurtu badawczego otrzymano kompozyty polipropylenowe (PP)
z uprzednio zsyntezowanym za pomocg procesOw enzymatycznych napetniaczem
nanocelulozowym. Materialty kompozytowe otrzymano w dwuetapowym procesie
wytlaczania oraz wtryskiwania z udziatem napetiacza wynoszacym 1% mas. Gléwnym
celem realizacji tego nurtu bylo otrzymanie nanokompozytéow polipropylenowych
o bardzo dobrych parametrach wytrzymalosciowych, a w szczegolnosci o wysokiej
elastyczno$ci. Ponadto niezwykle wazne byto zdefiniowanie wplywu dodatku
zhydrolizowanych enzymatycznie czgstek celulozowych z wykorzystaniem enzyméw
celulolitycznych z mikroorganizmu 7richoderma (Tr) oraz Aspergillus sp. (As)
na wlasciwosci strukturalne, fizykochemiczne oraz uzytkowe ukladéw
kompozytowych. Wybrane wyniki przeprowadzonych badan, ktore przedstawiono
ponizej, sg przedmiotem publikacji P1.

Jednym z najwazniejszych zadan realizowanych w ramach drugiego nurtu bylo
przeprowadzenie badan strukturalnych, ktorych wyniki w postaci krzywych
dyfraktometrycznych z wyszczego6lnionymi pikami charakterystycznymi dla odmiany
jednoskos$nej (o) oraz pseudoheksagonalnej () osnowy polipropylenowe;j,
przedstawiono na rysunku 28. Ponadto wyznaczono zawarto$¢ procentowa formy -PP,
ktorej wartosci zestawiono w legendzie rysunku.
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Rysunek 28. Krzywe dyfraktometryczne matrycy polipropylenowej oraz uktadow kompozytowych
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Zilustrowane dyfraktogramy wskazujg na obecno$¢ dwoch odmian polimorficznych
charakterystycznych ~ dla  matrycy  polipropylenowej —  jednosko$nej (o)
i pseudoheksagonalnej (B). Swiadczy o tym wystepowanie maksiméw dyfrakcyjnych dla
formy a-PP przy kacie 20 rownym 14, 17, 18,5, 21 1 22° oraz dla B-PP rownym 16,2°.
Stwierdzono, ze wprowadzenie do osnowy polimerowej celulozy natywnej, jak rowniez
polisacharydu o rozmiarach nanometrycznych, spowodowato zmiany w intensywnosci
maksimow  dyfrakcyjnych  pochodzacych od odmiany pseudoheksagonalnej
analizowanych uktadow kompozytowych. Na uwage zastuguje wyrazne zréznicowanie
zawarto$ci odmiany -PP dla kompozytéw z dodatkiem nanonapetiacza po obrdobce
celulazg z mikroorganizmu Trichoderma reesei (PP+11-Tr oraz PP+III-Tr), gdzie
zawarto$¢ tej formy polimorficznej oscyluje wokot 40%.

Badania strukturalne kompozytéw doskonale korelujg z, omowionymi wcze$niej
w pierwszym nurcie, wynikami pomiaréw wiasciwosci dyspersyjnych. Kompozyty
polipropylenowe zawierajace napeiniacze poddane enzymatycznej hydrolizie enzymem
z grzyba z rodzaju Trichoderma, odznaczajace si¢ wyzszg zawartoscig frakcji
nanometrycznej, charakteryzujg si¢ wyraznie wigksza zawartoscig polimorfu (-PP
(nawet o ponad 100%) w poréwnaniu z uktadami z celuloza mikrometryczng. Wiadomo,
ze forma pseudoheksagonalna polipropylenu tworzy si¢ w wyniku wystgpowania
napr¢zen S$cinajacych podczas przetworstwa polimeru. W zwiazku z tym, mozna
wnioskowaé, ze uzyskana duza zawarto$¢ formy B-PP spowodowana jest obecno$cig
wigkszej iloSci czastek nanometrycznych w zastosowanym napetniaczu, ktore
odpowiedzialne s3 =za intensyfikacje naprezen S$cinajagcych podczas procesu
przetwarzania.

Ponadto stwierdzono, ze dodatek nanometrycznych czastek celulozowych ma istotny
wplyw na parametry nukleacyjne oraz uzytkowe kompozytow polimerowych. W tabeli
8 zestawiono wybrane wyniki parametrow kinetycznych uzyskanych podczas badan
procesu krystalizacji oraz wlasciwosci wytrzymato$ciowych matrycy polipropylenowe;j
i uktadow kompozytowych.
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Tabela 8. Wybrane wyniki parametrow nukleacyjnych oraz wiasciwosci mechanicznych matrycy
polipropylenowej i kompozytow polimerowych

Rozklad Szvbkosé Czas
wielkosci T tos” wzyms oorcp  indukeji R & Is*
czastek [°C] [min] . krystalizacji [MPa] [%] [kJ/m?]
[pm/min] .
celuloz [nm] [min]
PP - 113,3 2,7 b.d. b.d. 30,2 (0,18) 342 (21,1) 51,8(0,89)
PP-+I 20 [um] 122,522 22 5 31,5(0,37) 182(3.8) 184 (2,31)
PP+II-Tr 59 - 106 1282 1,4 2.8 3 35,8 (0,20) 72,5 (5,6) 37,6 (1,24)
106 — 255
1203 2.1 1,2 1 32,4 (0,33) 21,6(3,1) 20,4 (2,04)
459 — 1484
PP+1I1 +18 [um] 12,1 2,0 1,5 13 31,1 041)  157(3,9) 16,9 (2,75)
PPHIILTr 51 —122 1292 14 32 3 36,1 (0,26) 69,8 (4,3) 38,1 (1,56)
91 —255 127,6 1,8 2,4 3 34,4 (0,23) 34,7(3,6) 27,3 (1,94)

b.d. — brak danych; T." — temperatura krystalizacji; tos" — czas potdwkowy procesu krystalizacji;
Rn" — wytrzymato$¢ na rozciaganie; € — wydhuzenie przy zerwaniu; IS*— udarno$é

Wprowadzenie do matrycy polipropylenowej napetniacza celulozowego poddanego
kontrolowanej biokonwersji z wykorzystaniem enzyméw celulolitycznych spowodowato
wyrazne zmiany w parametrach nukleacyjnych badanych uktadéw kompozytowych.
Stwierdzono, ze przeprowadzenie obrobki enzymatycznej materiatu celulozowego jest
odpowiedzialne za znaczne roznice w wartosciach temperatur krystalizacji. Najwyzsza
temperatur¢ krystalizacji stwierdzono dla ukladéw zawierajacych nanocelulozg
otrzymang w reakcji enzymatycznej z uzyciem mikroorganizmu Trichoderma reesei.
W obu przypadkach zaobserwowano znaczny wzrost wartosci T. o okoto 6-7°C, ktoéra
oscylowata na poziomie 128,2°C dla PP+II-Tr oraz 129,2°C dla PP+I1I-Tr. Ponadto dla
wspomnianych ukladow odnotowano wyrazne skrocenie czasow poltowkowych
do to,5=1,4 min.

W celu lepszego zobrazowania przebiegu procesu nukleacji matrycy polipropylenowej
w obecnosci napetniaczy celulozowych, na rysunku 29 zilustrowano wybrane zdjgcia
mikroskopowe uzyskane podczas analiz PLM.
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Rysunek 29. Wybrane zdjecia mikroskopowe obrazujgce przebieg procesu krystalizacji w 136°C
dla PP+II (a), PP+II-Tr (b) i PP+1I-As (c)

Na podstawie uzyskanych wynikow mozna stwierdzi¢, ze obrobka enzymatyczna
materiatu celulozowego jest odpowiedzialna za zwickszenie aktywno$ci nukleacyjnej
powierzchni napelniacza w matrycy polipropylenowej. Warto réwniez zauwazy¢,
ze nanoceluloza wykazywata duza aktywnos$¢ w tworzeniu struktur transkrystalicznych
na granicy faz napetniacz-polimer. Wykazano jednak, ze tylko w przypadku
kontrolowanej biokonwersji z wykorzystaniem celulazy z mikroorganizmu z rodzaju
Trichoderma uzyskano znaczacy wzrost aktywnos$ci nukleacyjnej, co charakteryzuje si¢
zwigkszeniem warto$ci temperatury krystalizacji, skroceniem czasu potowkowego
procesu krystalizacji i czasu indukcji oraz zwickszeniem szybko$ci wzrostu warstwy
transkrystalicznej. Zmiany parametrow nukleacyjnych moga wynika¢ ze zmniejszenia
rozmiaru czastek nanonapelniacza oraz uzyskania jednorodnej dyspersji polisacharydu
w matrycy polipropylenowej. Dodatkowo wicksza powierzchnia wlasciwa napetniacza,
w poréwnaniu do innych form celulozy, moze prowadzi¢ do zwigkszenia oddziatywan
miedzyfazowych pomiedzy napetniaczem a osnowa polimerowa. Na uwage zastuguje
fakt, ze uzyskanie wysokiej aktywnosci nukleacyjnej otrzymanych nanonapetniaczy
celulozowych w wyniku zastosowanej obrobki enzymatycznej jest niezwykle istotne
z punktu widzenia proceséw przetworczych, gdyz przektada si¢ na skrocenie czasu cyklu
wtryskiwania.

Ostatnim etapem prac bylo okreSlenie wplywu nanoczgstek celulozowych
na wlasciwosci uzytkowe kompozytow polimerowych. Na podstawie wynikow
zestawionych w tabeli 8 stwierdzono, ze dodatek nanonapekniacza polisacharydowego
do osnowy polipropylenowej znaczaco wptywa na wlasciwosci mechaniczne uktadow
kompozytowych, co znajduje potwierdzenie w uzyskaniu wigkszej elastycznosci.

78



Niezwykle interesujace jest to, ze nanokompozyty z nanonapetniaczem celulozowym
otrzymane w wyniku kontrolowanej biokonwersji z uzyciem enzymu 7richoderma reesei
(PP+II-Tr oraz PP+III-Tr) charakteryzujg si¢ znacznie wigkszymi warto§ciami
wydhluzenia przy zerwaniu (czterokrotnie w stosunku do kompozytow z dodatkiem
celulozy natywnej), jak réwniez wytrzymaloScia przy rozcigganiu w pordéwnaniu
do uktadow kompozytowych z dodatkiem celuloz natywnych. Warto jednak wspomnie¢,
ze na elastyczno$¢ materiatéw polimerowych w duzej mierze wplywa zawarto$¢ odmiany
pseudoheksagonalnej polipropylenu, co uzasadnia otrzymanie tak wysokiej elastyczno$ci
materialow kompozytowych. Wigkszg elastycznos¢ kompozytow z nanoceluloza,
otrzymang w wyniku obrobki enzymem rodzaju Trichoderma, potwierdzono takze
w testach udarnosci. Dla tego typu materiatow kompozytowych uzyskano znacznie
wicksze warto$ci udarnos$ci, co mozna tlhuimaczyé duzg zawartoscig czastek
nanometrycznych, jak rowniez wigkszg zawarto$cig odmiany B-PP w badanych uktadach.

Jak powszechnie wiadomo, wlasciwosci wytrzymatosciowe, do ktorych zaliczy¢
mozna m.in. elastyczno$¢ czy udarno$¢ sa niezwykle wazne w celu projektowania
wysokobarierowego kompozytowego materialu opakowaniowego. W zwigzku z tym,
kluczowa jest odpowiednia korelacja wiasciwosci dyspersyjnych nanonapeiniacza
celulozowego oraz finalnych parametrow strukturalnych uktadéow kompozytowych.
Znajduje to potwierdzenie w przeprowadzonych badaniach wskazujacych
na to, ze rownomierna dyspersja napetniacza o znaczacym udziale czastek o rozmiarach
nanometrycznych jest istotna w celu uzyskania materiatu o duzej zawartosci odmiany
pseudoheksagonalnej, co ma bezposredni wplyw na otrzymanie kompozytu
charakteryzujacego si¢ zwickszona elastyczno$cig oraz odpornoscig na uderzenia.

Podsumowujac, przeprowadzone badania mechaniczne wykazaty, ze otrzymywanie
nanometrycznej celulozy w wyniku reakcji enzymatycznych moze wptywaé
na wilasciwosci wytrzymatosciowe otrzymanych kompozytéw polimerowych. Nalezy
jednak zaznaczy¢, ze tylko kompozyty z napetniaczem otrzymanym z udzialem enzymu
Trichoderma reesei, charakteryzuja si¢ wicksza wytrzymaloscia na rozcigganie,
udarnos$cig oraz elastycznoscig. Warto wspomnie¢, ze w dalszej czesci rozprawy rowniez
potwierdzono wpltyw zawarto§ci odmiany polimorficznej B-PP na wlasciwosci
wytrzymalosciowe kompozytéw polipropylenowych, ktore byly przedmiotem rozwazan
publikacji P3 omowionej w dalszej czesci drugiego nurtu.

Na podstawie przeprowadzonych badan w ramach realizacji drugiego nurtu
otrzymano bardzo interesujace zaleznosci, ktore pozwolity na sformulowanie
najwazniejszych wnioskéw, bedacych rezultatem publikacji P1:

e parametry dyspersyjno-morfologiczne nanonapetiaczy celulozowych maja
niezaprzeczalny wplyw na wiasciwosci strukturalne oraz mechaniczne
kompozytow polimerowych,

e rodzaj stosowanych enzymow celulolitycznych w procesie kontrolowanej
biokonwersji celulozy ma istotny wplyw na parametry dyspersyjno-
morfologiczne nanoceluloz, co ma bezposrednie znaczenie na generowanie
odmian polimorficznych matrycy polipropylenowej, co w konsekwencji
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wplywa na aktywno$¢ nukleacyjng 1 parametry wytrzymatosciowe
kompozytow.

Dodatkowo podczas realizacji dysertacji doktorskiej zadano sobie pytanie, czy
mozliwe jest zastosowanie opracowanej metodyki hydrolizy enzymatycznej (nurt
pierwszy) dla celulozy komercyjnej zawierajacej nanoczastki otrzymywane podczas
klasycznej reakcji hydrolizy kwasowej? Niestety wiadomo, ze w przypadku
nanocelulozy, otrzymywanej w wyniku zastosowania tej najstarszej metody hydrolizy,
czastki tego polisacharydu charakteryzuja si¢ zr6znicowanym rozmiarem oraz majg
sktonnos¢ do tworzenia agregatow. Przedstawione rozwazania byly jedng z gtownych
motywacji realizacji publikacji P2, w ktorej opisano kompozyty polipropylenowe
z komercyjnym nanonapeliaczem celulozowym poddanym dodatkowo reakcjom
enzymatycznym, zgodnie z metodyka opracowang dla celulozy mikrometrycznej, co byto
przedmiotem prac badawczych opisanych w pierwszym nurcie.

W tabeli 9 zestawiono wybrane wyniki badan dyspersyjnych, strukturalnych,
parametréow fizykochemicznych i uzytkowych matrycy polipropylenowej oraz
otrzymanych kompozytow polimerowych z komercyjnym nanonapelniaczem
celulozowym (PP+1V) oraz z nanocelulozg poddang kontrolowanej biokonwersji celulaza
z mikroorganizmu Trichoderma (PP+1V-Tr), jak rowniez z Aspergillus sp. ( ).

Tabela 9. Wybrane wyniki badan wiasciwosci dyspersyjnych napetniaczy i cech strukturalnych,

parametrow  fizykochemicznych i uzytkowych matrycy polipropylenowej oraz nanokompozytow
polimerowych
Rozklad
wielkosSci * * * Szybkosé Czas * "
k T. to, . .. Rm &
czastek NC [,,E) 1 1°C] [:riin] wzrostu TCL  indukcji [MPa] [:A !
[nm] [pm/min] [min]
PP - 8 b.d. b.d. b.d. b.d. 30,9 (0,11)  386,0 (25,2)
79 — 164
PP+IV 31 1149 29 3,6 3,5 32,4(0,31) 24,8(4,1)
2670 — 4800
PP+IV-Tr 27 - 164 40 120,1 2,1 4,0 2,5 36,2 (0,24) 84,9 (6,7)
79 — 142
33 117,4 23 2,7 7,0 33,7(0,50) 29,8 (3,9)
2670 — 4800

b.d. — brak danych; kP® — zawarto$¢ odmiany pseudoheksagonalnej matrycy polipropylenowe;j;
T." — temperatura krystalizacji; tos” — czas polowkowy procesu krystalizacji; Rm" — wytrzymato$é
na rozcigganie; & — wydtuzenie przy zerwaniu

Przeprowadzone badania DLS dla komercyjnej nanocelulozy idealnie odzwierciedlaja
aktualny problem wystgpowania agregacji — oprocz frakcji nanometrycznych wystepuje
znaczaca liczba czastek o rozmiarze mikrometrycznym (PP-+IV). Mozna zauwazyc¢,
ze kompozyty zawierajagce nanoceluloz¢ poddana obrobce enzymatycznej (rozmiar
czastek ponizej 40 nm w ilosci okoto 80%, co zostalo opisane w rozdziale 5.1.2.
Omowienie wynikow badan nad otrzymywaniem nanometrycznej celulozy w reakcji
hydrolizy enzymatycznej), charakteryzuja si¢ bardzo interesujgcymi wiasciwosciami
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fizykochemicznymi. W przypadku tych kompozytow (PP+I1V-Tr) osiggni¢to znaczace
zwigkszenie zawarto$ci odmiany pseudoheksagonalnej (kp=40%), ktéra ma ogromne
znaczenie w uzyskaniu poprawy elastycznosci, jak rowniez w zwigkszeniu aktywnosci
zarodkowania matrycy. Warto takze zaznaczyé, ze otrzymano mniejsze warto$ci
odchylen standardowych, co moze $wiadczy¢ o poprawie dyspersji napeiiacza
nanocelulozowego w matrycy polipropylenowej. W  przypadku kompozytu
z nanoceluloza pozyskana w wyniku hydrolizy enzymatycznej z uzyciem Aspergillus sp.
( ) nie odnotowano znaczacej poprawy wlasciwosci mechanicznych,
co doskonale koreluje z zawartoscia odmiany B-PP, poréwnywalnej do ukladéw
z nanocelulozg niepoddang obrobee enzymatyczne;.

Podsumowujac, wykazano, ze mozliwe jest zastosowanie metody enzymatycznej
réwniez do nanonapelniaczy komercyjnych, co zapewnia uzyskanie materialow
kompozytowych  charakteryzujacych  si¢  bardzo  dobrymi  wlasciwosciami
mechanicznymi, jak rowniez zwickszong aktywno$cia nukleacyjng, co jest istotne
w kontekscie skrocenia czasu cykli wtryskiwania.

Kolejnym waznym zagadnieniem realizowanym w ramach drugiego nurtu bylo
otrzymanie = kompozytow  polipropylenowych z dodatkiem nanonapehiaczy
celulozowych poddanych reakcji funkcjonalizacji dimerycznymi cieczami jonowymi
typu gemini. Charakterystyka tego typu napetniaczy zostata opisana w rozdziale 5.7.2.
Omowienie wynikow badan nad otrzymywaniem nanometrycznej celulozy w reakcji
hydrolizy enzymatycznej. Uzyskane wyniki byly przedmiotem publikacji P4, ktorej
glownym celem byto okreslenie wplywu funkcjonalizacji nanocelulozy na strukture
nadczgsteczkowg oraz cechy wytrzymatosciowe kompozytow.

Strukture nadmolekularng matrycy polipropylenowej oraz otrzymanych ukladow
kompozytowych zdefiniowano z wykorzystaniem technik dyfraktometrycznych, ktérych
krzywe zilustrowano na rysunku 30.
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Rysunek 30. Krzywe dyfraktometryczne osnowy polipropylenowej (PP) oraz uktadow kompozytowych
z napetniaczem przed (PP+II-Tr) i po procesie funkcjonalizacji (PP+II-Tr—IL1 oraz PP+II-Tr-IL2)
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Stwierdzono wystepowanie charakterystycznych pikéw na krzywych dyfrakcyjnych
dla odmiany jednoskosnej (o) oraz pseudoheksagonalnej (). Wykazano,
ze wprowadzenie napehiaczy celulozowych znaczaco zwigkszyto zawarto$¢ formy B-PP
w poréwnaniu do nienapetnionej matrycy polipropylenowej (kB=9%). Kompozyty
zawierajgce sfunkcjonalizowane napetniacze celulozowe charakteryzuja si¢ wicksza
zawarto$cig odmiany pseudoheksagonalnej o okoto 60% w poréwnaniu do ukladow
niemodyfikowanych. Uzyskanie stabilnej struktury przestrzennej, ograniczajacej
tworzenie agregatow (rysunek 25 w rozdziale 5.1.2. Omowienie wynikow badan nad
otrzymywaniem nanometrycznej celulozy w reakcji hydrolizy enzymatycznej), jest
odpowiedzialne za uzyskanie napetniacza o wickszej powierzchni wlasciwej,
co ma bezposredni wptyw na wlasciwosci reologiczne podczas przetworstwa materialow
kompozytowych, a w konsekwencji na ksztaltowanie si¢ struktury polimorficzne;.

W tabeli 10 zestawiono wybrane wyniki wiasciwosci dyspersyjnych dla nanoceluloz
oraz parametréw nukleacyjnych i wlasciwosci mechanicznych dla nienapetnione;
osnowy polipropylenowej oraz ukladow kompozytowych. Ponadto na rysunku
31 przedstawiono zdjecia obrazujace aktywnos¢ zarodkowania matrycy polimerowe;j
w obecno$ci nanonapetniaczy celulozowych przed oraz po procesie funkcjonalizacji.

Tabela 10. Wybrane wyniki badan wlasciwosci dyspersyjnych, parametrow fizykochemicznych
i uzytkowych matrycy polipropylenowej oraz nanokompozytow polimerowych zawierajqcych nanoceluloze
poddanom reakcjom funkcjonalizacji

Rozklad Szybkosé

wielkosci T.* to,s” wzrostu i(r:jiz:lskc'i o & IS*
czastek [°C] [min] TCL enl 1 [MPa] [%] [kJ/m?]
NC [nm] [pm/min]

PP - 114,6 2,6 1,0 5,0 29,0 (0,12) 303,3(27,3) 48,3(1,2)
59 -106

PP+II-Tr 1718 — 123,8 14 2,7 1,0 33,5(0,25) 286,4 (24,00 29,3 (2,5)

3090

PP-+II-Tr-IL1 118,3 1,6 1,7 2,5 37,3(0,31) 377,7(19,4) 34,4(2,2)

51-106
121,3 1,8 1,3 4,0 38,5(0,28) 483,7(16,5) 37,8 (1,8)

T." — temperatura krystalizacji; tos” — czas poldwkowy procesu krystalizacji; Rm" — wytrzymato$é
na rozcigganie; &° — wydtuzenie przy zerwaniu; IS” — udarno$é
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Rysunek 31. Zdjecia mikroskopowe PLM obrazujqce proces krystalizacji w 136°C matrycy
polipropylenowej w obecnosci II-Tr (a) oraz II-Tr—IL1 (b) i II-Tr—IL2 (c)

Analizujgc przedstawione wyniki mozna stwierdzi¢, ze chemiczna modyfikacja
napehiacza celulozowego za pomoca dimerycznych imidazoliowych cieczy jonowych
wptywa na aktywno$¢ zarodkowania wytworzonych uktadow nanokompozytowych.
Warto zauwazy¢, ze wszystkie materialty nanokompozytowe charakteryzuja sie
tworzeniem struktur transkrystalicznych na granicy faz polimer-napeiniacz, ale z r6zng
wydajnoscig. Wykazano, ze funkcjonalizacja nanoceluloz spowodowata wyrazne
zmniejszenie zdolnosci zarodkowania napetniacza w matrycy polipropylenowe;.

Ta interesujgca obserwacja moze by¢ spowodowana dopasowaniem struktury
krystalicznej celulozy i matrycy (mozliwo$¢ wystepowania epitaksji), co w konsekwencji
determinuje heterogeniczne zarodkowanie 1 wzrost struktury transkrystalicznej
w osnowie polipropylenowej. Przeprowadzenie modyfikacji chemicznej za pomoca
cieczy jonowych prawdopodobnie ,,zaktécito” krystalograficzne dopasowanie migdzy
napetniaczem a matryca polipropylenowa, ktére spowodowato zmniejszenie aktywnosci
zarodkowania. Nalezy rowniez uwzgledni¢ fakt ograniczenia mobilnosci tancuchéw
polipropylenowych, co moze by¢ spowodowane tym, ze zmodyfikowany przestrzennie
materiat celulozowy jest ukladem o ,,sztywnej” konformacji z powodu lokalizacji
potencjalnych wigzan kowalencyjnych miedzy czasteczkami polisacharydowymi.

Niezwykle istotne w przeprowadzonych badaniach jest to, ze wprowadzenie
sfunkcjonalizowanych chemicznie nanonapetlniaczy celulozowych do osnowy
izotaktycznego  polipropylenu  spowodowalo  wyrazne zmiany  wlasciwosci
mechanicznych, w tym znaczacej poprawie wytrzymato$ci na rozciagganie, elastycznos$ci
oraz odpornosci na uderzenie badanych uktadow.

Warto rowniez podkresli¢, ze modyfikacja chemiczna izomerycznymi cieczami
jonowymi zapewnita wprowadzenie do§¢ duzych pier§cieni imidazoliowych pomigdzy
fancuchy polisacharydowe, co moze by¢ przyczyna uzyskania pewnego "efektu
plastyfikujacego” w matrycy polipropylenowej. Jednakze wyjasnienic wysokiej
elastycznosci takich materiatdow kompozytowych powinno by¢é réwniez interpretowane
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z uwzglednieniem innych czynnikéw, takich jak odpowiednie zdyspergowanie
nanonapetniacza celulozowego w matrycy polimerowej, minimalizacja powstawania
defektow, a takze uzyskanie bardzo duzej zawartosci odmiany polimorficznej B-PP, ktéra
charakteryzuje si¢ wysoka elastycznoscia w porownaniu z odmiang a-PP, co koreluje
z przeprowadzonymi wczesniej analizami strukturalnymi materiatow kompozytowych.

Interpretacja otrzymanych wynikow bedacych przedmiotem publikacji P4 pozwolita
na sformutowanie ponizszych wnioskoéw:

e zastosowanie dimerycznych cieczy jonowych zapewnito uzyskanie stabilnej
struktury przestrzennej migdzy czgsteczkami polisacharydéw ograniczajac
tworzenie si¢ agregatow, co wplywa¢ moze na zwickszenie zawartosci
odmiany polimorficznej 3-PP oraz doskonate wlasciwosci wytrzymatosciowe
uktadow kompozytowych,

e funkcjonalizacja nanoceluloz spowodowata wyrazne zmniejszenie zdolno$ci
zarodkowania napelniacza w matrycy polipropylenowej poprzez ,,zaktdcenie”
krystalograficznego  dopasowania migdzy napelniaczem a osnowa
polipropylenowa.

Kolejnym zadaniem realizowanym w ramach drugiego nurtu byly prace badawcze
nad mozliwo$cig zastosowania napelniaczy hybrydowych typu nanoceluloza-tlenek
metalu w kompozytach o matrycy polipropylenowej. Motywacja do podjecia takich
badan byly rozwazania nad uzyskaniem kompozytow polimerowych zawierajacych
celulozg, ktére oprocz doskonatych wlasciwosci wytrzymatosciowych, (co potwierdzono
powyzej), charakteryzowatyby si¢ roéwniez odpornosciag na dziatanie drobnoustrojow,
wysokg barierowos$cia na gazy i par¢ wodng czy zwigkszong odpornos$cia na temperaturg
i promieniowanie UV. Takie cechy sa kluczowe w przypadku wykorzystania materialow
kompozytowych w przemysle opakowaniowym. Jako potencjalne napetniacze
hybrydowe celuloza-tlenek metalu wytypowano uktady zawierajace ditlenek tytanu,
ktory posiada wilasciwosci fotokatalityczne, antybakteryjne i wysoka odpornosé
na temperature. Nalezy podkresli¢, ze uktady nanoceluloza-tlenek metalu nie byly
dotad notowane w literaturze, a uzyskane wyniki byty przedmiotem publikacji P3.

Podczas realizacji tych badan wytypowano jeden rodzaj nanocelulozy — I-Tr
po hydrolizie enzymatycznej celulaza z mikroorganizmu 7Trichoderma reesei, ktorej
proces kontrolowanej biokonwersji celulozy zostat szczegdtowo opisany w pierwszym
nurcie w rozdziale 5.1.1. Badania wstepne dotyczqce kontrolowanego procesu
enzymatycznego. Wybor takiej celulozy nanometrycznej byl podyktowany wczesniej
przeprowadzonymi badaniami, a w szczeg6lnosci jej struktura nadczasteczkowa
(m.in. najwyzszy stopien krystaliczno$ci rowny 70%). Ten typ nanocelulozy
wykorzystano réwniez podczas badan w ramach trzeciego nurtu.
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Napetniacze hybrydowe typu nanoceluloza-ditlenek tytanu zostaty przygotowane
poprzez zastosowanie techniki mechanochemicznej (szczegétowo opisanej w publikacji
P3) we wspotpracy z dr hab. inz. Katarzyng Siwinska-Ciesielczyk, prof. PP z Instytutu
Technologii i Inzynierii Chemicznej Wydziatu Technologii Chemicznej Politechniki
Poznanskiej. Napeliacze hybrydowe zawieraly dwa rodzaje ditlenku tytanu o réznej
strukturze polimorficznej — anatazu (A) lub mieszaniny rutylu i anatazu (B) w réznym
stosunku masowym nanoceluloza-ditlenek tytanu (2:1, 1:1 oraz 1:2). Przeprowadzone
badania strukturalne XRD oraz FTIR wykazaty skuteczno$¢ zastosowanej metody
mechanochemicznej w kierunku otrzymania napetniaczy hybrydowych. Badania
rentgenowskie napelniaczy hybrydowych potwierdzaja obecno$¢ maksimow
dyfrakcyjnych pochodzacych od poszczegdlnych odmian polimorficznych ditlenku
tytanu, jak rowniez maksimoéw od celulozy. Warto jednak podkresli¢, ze zastosowana
metoda syntezy tego typu napetniaczy byta odpowiedzialna za uzyskanie wigkszej frakcji
amorficznej celulozy, co przejawia si¢ zanikaniem maksimum dyfrakcyjnego
pochodzacego od ptaszczyzny (200). Wykazano réwniez, ze materialy o najwigkszej
zawarto$ci nanometrycznej celulozy charakteryzowaty si¢ najmniejszym rozmiarem
czastek z monomodalnym rozktadem wielkosci czastek.

W  projektowaniu nowatorskich napelniaczy hybrydowych o potencjalnym
zastosowaniu w kompozytach polimerowych istotne jest takze uwzglednienie ich
odpornos$ci termicznej. Zgodnie z zalozeniami, otrzymane napetniacze hybrydowe
charakteryzowaty si¢ wickszg stabilnoscig termiczng w poréwnaniu do nanocelulozy,
co bylo najbardziej zauwazalne w przypadku zwigkszenia zawarto$ci skladnika
nieorganicznego w materiale. Stwierdzono roéwniez wigksza odporno$¢ termiczna
uktadow hybrydowych zawierajacych w sktadzie mieszaning obu odmian
polimorficznych TiOz, czyli odmiany anatazowej oraz rutylowej (B3).

Kompozyty z 2% mas. zawarto$cig napelniaczy hybrydowych nanoceluloza-ditlenek
tytanu otrzymano w dwuetapowym procesie wyttaczania. Glownym celem badan nad
materialami kompozytowymi byla weryfikacja zalozen o pozytywnym wplywie
napelniaczy hybrydowych na wlasciwoSci mechaniczne, w szczegélnoSci
zapewnienie wysokiej elastyczno$ci i wytrzymaloSci na rozcigganie, jak rowniez
uzyskanie duzej aktywnos$ci nukleacyjnej, co jest istotne dla wlasciwosci
barierowych.

Wybrane wyniki badan bedace przedmiotem publikacji P3, uzyskane dla
kompozytow z napelniaczami hybrydowymi zestawiono w tabeli 11.
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Tabela 11. Wybrane wyniki badan termicznych oraz wlasciwosci mechanicznych matrycy polipropylenowej
oraz nanokompozytow polimerowych z napetniaczami hybrydowymi

TGA’
5%  50% 95% Lt bt Rad £ Xe*
[°C]  [min] [MPa] (o] (o]
[°Cl
PP 4082 4546 4731 114 26  296(011) 317,7(195) bd.
PP+I-Tr 3963 4529 4724 1204 25 345(0,16) 3042(275) 41
PP+A 3513 4294 4588 1207 21 3L1(081) 4614(365) 49

373,1 4456 4727 1248 1,5 544(0,59) 3489(23,8) 48
PPHA-I-Tr1:1 3732 4441 4714 1239 1,6 41,7(0,63) 314,6(274) 47
PP+ A-I-Tr2:1 4165 462,5 480,1 1238 1,7 30,7(0,74) 423,3(259) 48
4172 462,6 4798 1165 2 31,9(0,76) 33,7 (48) 49
369,7 4389 464,6 1245 1,8 56,1(0,52) 361,3(23,5) 47
PP+B-1-Tr 111 411,1 4578 4793 1232 1,8 43,9(0,74) 3750(259) 46

PP+B-I-Tr 2:1 411,8 460,6 480,8 120,6 2 31,1 (0,68) 57,3(9.8) 47

TGA™ — analiza termograwimetryczna; T¢" — temperatura krystalizacji; tos* — czas potdwkowy procesu

krystalizacji; Rm" — wytrzymato$¢ na rozcigganie; &" — wydluzenie przy zerwaniu; Xc* — stopien
krystaliczno$ci kompozytow; b.d. — brak danych

Wprowadzenie napehliaczy hybrydowych do matrycy polimerowej wptyngto
na zwigkszenie termostabilnosci materialdow kompozytowych, ale bylo to zauwazalne
w przypadku napehliaczy zawierajacych w skladzie wigkszg zawartos¢ sktadnika
nieorganicznego. Najwazniejszym osiggnieciem byto uzyskanie znaczacej poprawy
wiasciwosci mechanicznych kompozytow zawierajagcych napeliacze hybrydowe.
Mozna pozwoli¢ na stwierdzenie, Zze wystepuje synergistyczne dzialanie ditlenku tytanu
i nanocelulozy, ktére jest odpowiedzialne za efekt wzmacniajagcy w badanych
kompozytach, jednakze cechy wytrzymatosciowe zaleza od zawartosci oraz rodzaju
odmiany polimorficznej zastosowanego napetniacza nieorganicznego. Okazato sig,
ze zwigkszenie wytrzymatosci na rozcigganie dla nanokompozytow z dodatkiem
napetniaczy hybrydowych jest mozliwe tylko w przypadku zastosowania materiatu
o sktadzie nanoceluloza-ditlenek tytanu réwnym 1:1 lub 2:1. W przypadku kompozytow
z napelniaczem o najwickszej zawarto$ci nanometrycznego polisacharydu, wytrzymatosé
na rozcigganie wynosi az 54-56 MPa. Ponadto mozna zauwazy¢ zwigkszenie wartosci
wydtuzenia przy zerwaniu dla kompozytow zawierajacych napelniacze hybrydowe
(w wigkszosci przypadkow) w porownaniu do ukladow zawierajagcych napetniacz
w postaci nanocelulozy. Nalezy jednak podkresli¢, ze wydtuzenie przy zerwaniu jest
zalezne od rodzaju odmiany polimorficznej ditlenku tytanu obecnego w napeiaczu
hybrydowym. Najwi¢cksza warto$¢ wydtuzenia (ponad 400%) uzyskano dla kompozytu

86



zawierajgcego napeiniacz hybrydowy, w skladzie, ktorego znajduje si¢ TiO2 o odmianie
anatazowej (A).

Przeprowadzenie badan strukturalnych wykazato, ze wprowadzenie napetniaczy
hybrydowych do matrycy polipropylenowej wplywa na zwigkszenie stopnia
krystaliczno$ci w porownaniu do kompozytow zawierajacych nanoceluloze. Dodatkowo
stwierdzono, ze obecno$¢ napetniaczy hybrydowych w matrycy decyduje o zwigkszeniu
stopnia krystaliczno$ci i temperatury krystalizacji oraz o skroceniu czaséw potowkowych
krystalizacji. Uzyskane wyniki §wiadcza o poprawie aktywnos$ci nukleacyjnej tego typu
napehniaczy, co jest kluczowe w kontekscie procesu przetworczego, jak rowniez wptywac
moze na wlasciwos$ci barierowe.

Potwierdzeniem zwigkszenia aktywnosci nukleacyjnej napetniaczy hybrydowych
sg rowniez badania mikroskopii interferencyjno-polaryzacyjnej, ktorej wyniki
przedstawiono na rysunku 32.

a b ¢ d

Rysunek 32. Zdjecia mikroskopowe PLM obrazujqgce proces krystalizacji w 136°C matrycy
polipropylenowej w obecnosci A (a), A—I-Tr 1:2 (b), A—I-Tr 1:1 (c), A—I-Tr 2:1 (d) oraz B (e),
B-I-Tr 1:2 (), B-I-Tr 1:1 (g), B-I-Tr 2:1 (h)

Na podstawie przedstawionych zdjg¢ mikroskopowych mozna zauwazy¢ znaczace
zwigkszenie gestosci nukleacji w przypadku zastosowania napetniaczy hybrydowych
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typu nanoceluloza-ditlenek tytanu. Uzyskane wyniki badan mikroskopowych doskonale
koreluja z parametrami kinetycznymi wyznaczonymi z uzyciem techniki DSC.

Podsumowujgc wyniki bedagce przedmiotem publikacji P3, mozna stwierdzié, ze
kompozyty zawierajace napekliacze hybrydowe typu nanoceluloza-ditlenek tytanu
otrzymane metodg mechanochemiczng pozwalaja na wytworzenie materiatow
kompozytowych charakteryzujacych si¢ bardzo dobrymi cechami wytrzymato$ciowymi,
bardzo duza elastycznoscig, zwickszong termostabilnoscia, jak réwniez zwigkszong
aktywnoscig nukleacyjng. Jednakze wymienione wlasciwosci fizykochemiczne $cisle
zaleza od sktadu napeiacza hybrydowego, jak rowniez od odmiany polimorficznej
stosowanego sktadnika nieorganicznego.

Reasumujac opisane wyniki w drugim nurcie dysertacji doktorskiej nalezy
podkresli¢, ze po raz pierwszy opisano zalezno$¢ pomigdzy strukturg i parametrami
dyspersyjno-morfologicznymi nanonapehiaczy celulozowych otrzymanych w wyniku
kontrolowanej reakcji enzymatycznej, jak réwniez po procesie funkcjonalizacji
a ksztaltowaniem struktury nadczasteczkowej 1 wlasciwosciami uzytkowymi
kompozytow polimerowych. Udowodniono, Zze parametry dyspersyjno-morfologiczne
nanonapetniaczy celulozowych majg niezaprzeczalny wplyw na generowanie
poszczegblnych odmian polimorficznych matrycy polipropylenowej, aktywno$¢
nukleacyjng, jak rowniez cechy wytrzymatosciowe kompozytow polimerowych. Ponadto
stwierdzono, ze zastosowanie modyfikacji chemicznej cieczami typu gemini ma wptyw
na mechanizm oddzialtywania pomigdzy tancuchami celulozy, co w konsekwencji
decyduje o ograniczeniu tworzenia agregatow w matrycy polimerowe;j.

Dodatkowo po raz pierwszy zdefiniowano wplyw odmiany polimorficznej, sktadu
chemicznego oraz wlasciwosci dyspersyjno-morfologicznych napetniaczy hybrydowych
nanoceluloza-ditlenek tytanu na wlasciwosci uzytkowe i przemiany fazowe materiatow
kompozytowych.
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6.3 OTRZYMYWANIE I CHARAKTERYSTYKA KOMPOZYTOW
POLIMEROWYCH O POLEPSZONYCH WELASCIWOSCIACH
BARIEROWYCH [ ZWIEKSZONEJ ODPORNOSCI
NA DROBNOUSTROJE (TRZECI NURT BADAWCZY)

Glownym zatozeniem prac stanowiacych trzeci nurt niniejszej dysertacji doktorskiej
bylo otrzymanie kompozytéw polimerowych charakteryzujacych si¢ pewnymi cechami
funkcjonalnymi, do ktérych zaliczy¢ mozna dobre parametry barierowe na tlen i pare
wodng oraz wlasciwosci o dziataniu hamujacym rozwdj drobnoustrojow. Na podstawie
przeprowadzonych badan i uzyskanych wynikow nad kompozytami z napetniaczami
hybrydowymi, co bylo przedmiotem prac w ramach drugiego nurtu, postanowiono
kontynuowac badania nad tego typu uktadami, jednakze z pewnymi nowymi zatozeniami.

W poprzednich badaniach (publikacja P3) zastosowano technik¢ mechanochemiczng
do otrzymywania napetniaczy hybrydowych, co zapewnitlo wytworzenie kompozytow
o bardzo dobrych cechach wytrzymatosciowych. Jednakze pewnym mankamentem tej
metody jest obecno$¢ duzych sit mechanicznych, co moze powodowaé niekontrolowane
zmiany strukturalne w komponencie celulozowym, ktéry jest mniej odporny na takie
naprezenia. Potwierdzeniem tego faktu bylo zaobserwowanie obnizenia stopnia
krystaliczno$ci sktadnika celulozowego w napetniaczach hybrydowych, co bylo
przedmiotem wynikow publikacji P3 opisanej w drugim nurcie. Ponadto wada
stosowania tego typu techniki moze by¢ roéwniez mniejsza powtarzalno$¢ (wyzsza
polidyspersyjnos¢ czastek) uzyskiwanych napetniaczy.

W zwigzku z powyzszym w trzecim nurcie zmodyfikowano sposdb syntezy
i postanowiono przeprowadzi¢ badania nad mozliwos$cig otrzymania napehlniaczy
hybrydowych typu nanoceluloza-tlenek (tlenki) metali w oparciu o nowa technike
solwotermiczna, co nie bylo weze$niej notowane w literaturze naukowej dla tego typu
napelniaczy. Technika ta okre$lana jest rowniez mianem ,,migkkiej syntezy” 1 zyskala
duze zainteresowanie ze wzglgdu na niskg temperature krystalizacji, ktora umozliwia
bezposredniag produkcje roéznych materiatdow bez stosowania procesu kalcynacji.
Dodatkowo istotnym wyzwaniem w trzecim nurcie bylo otrzymanie kompozytow
o cechach biobojczych, co miato zapewni¢ wprowadzenie nowego typu modyfikatora
w postaci soli cynkowo-amonowych.

Powyzej opisana problematyka pozwolila na sformutowanie glownego celu badan
stanowigcych trzeci nurt dysertacji polegajacy na otrzymywaniu oraz charakterystyce
kompozytéow polipropylenowych z nowatorskimi ukladami hybrydowymi
nanoceluloza-tlenek (tlenki) metali otrzymanych z wykorzystaniem wspomnianej
techniki solwotermicznej oraz wytworzeniu kompozytow z dodatkiem soli cynkowo-
amonowych. Otrzymane materialy kompozytowe powinny charakteryzowac si¢
zwiekszona odpornoscig przeciwdrobnoustrojowa wobec bakterii i grzybéw oraz
polepszonymi parametrami barierowymi na tlen i par¢ wodna przy jednoczesnym
zachowaniu bardzo dobrych parametrow wytrzymalosciowych. Podjeta tematyka nie
zostala wcze$niej opisana w literaturze, co stanowi¢ moze niezaprzeczalng nowos$¢
naukowg. Przedstawione badania, ktéore sg przedmiotem publikacji P5 dotycza
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otrzymywania napetiaczy hybrydowych typu nanoceluloza-ditlenek tytanu, jak rowniez
komponentow trdjsktadnikowych zawierajacych nanoceluloze, tlenek cynku o odmianie
polimorficznej wurcytu oraz ditlenek tytanu o strukturze anatazu w oparciu o metode
solwotermiczng.  Hybrydowe  napelniacze  nanocelulozowo-tlenkowe  zostaty
przygotowane we wspolpracy z dr hab. inz. Katarzyng Siwinska-Ciesielczyk, prof. PP
z Instytutu Technologii i Inzynierii Chemicznej Wydzialu Technologii Chemicznej
Politechniki Poznanskie;j.

Skutecznos¢ zastosowanej techniki solwotermicznej zostala potwierdzona
w badaniach strukturalnych, w ktéorych wykazano obecno$¢ maksimoéw dyfrakcyjnych
charakterystycznych dla polisacharydu, a takze TiO21 ZnO (rysunek 2 w publikacji P5).
Ponadto na podstawie przeprowadzonego mapowania EDS zawartosci wegla
pochodzacego od nanocelulozy w napetniaczach hybrydowych (rysunek 33), mozna
zauwazy¢ wystepowanie oddzialywan pomiedzy nanoceluloza o ksztatcie sferycznym
a powierzchnig tlenkéw nieorganicznych. Trwate oddziatywania pomigdzy nanoceluloza
a tlenkami w napetliaczu hybrydowym zostaty rowniez potwierdzone w badaniach XPS,
w ktorych odnotowano istnienie wigzan Ti-O-C oraz Zn-O-C (rysunek 5 w publikacji
P5).

== 100 nm

1pm — 1 pm

Rysunek 33. Obrazy SEM i mapowanie zawartosci wegla dla nanocelulozy metodg EDS (I-Tr) (a),
napetniacz hybrydowy TiOs>-nanoceluloza (TiO»/I-Tr) (b, d) oraz napetniacze hybrydowe tréjsktadnikowe
(TiO>»-ZnO/I-Ty) (c, e)

Ponadto wykazano, ze stosunek masowy komponentow uzytych do syntezy uktadow
hybrydowych, istotnie wplywa na warto$ci parametrow struktury porowatej, a osadzanie
czastek nanocelulozy na tlenkach nieorganicznych poprawito stabilno$¢ termiczng
napehiaczy hybrydowych.
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Otrzymane materialy kompozytowe zawierajgce napekiacze hybrydowe w ilo$ci
2% mas. zostaty poddane badaniom oceny wtasciwosci barierowych wobec tlenu i pary
wodnej, a wyniki zestawiono w tabeli 12. Najwigksza przepuszczalnos$cia gazow
charakteryzowata si¢ folia polipropylenowa, natomiast uktady z dodatkiem napehiaczy
mialy znacznie lepsze wlasciwosci barierowe w badanych warunkach. Najmniejsza
przepuszczalno$¢ tlenu i pary wodnej zaobserwowano dla folii trojsktadnikowej
(PP+Ti0»-ZnO/1-Tr) wynoszaca kolejno 830 cm?/[m? 24 h] dla Oz i 2,7 g/[m? 24 h] dla
H>O. Ma to ogromne znaczenie dla potencjalnego zastosowania tego materiatu
w przemys$le opakowaniowym, poniewaz tlen jest jedng z gltownych przyczyn
destabilizujagcych warunki podczas przechowywania zywnos$ci ze wzgledu na swojg
wysoka reaktywno$¢. Uzyskanie lepszych wiasciwosci barierowych wobec badanych
gazow w przypadku materialow kompozytowych jest bezposrednio zwigzane
z wprowadzeniem nanometrycznych czastek napetniacza celulozowego w ukladach
hybrydowych. Wynika to z faktu, ze nanoczastki napetniacza tworza fizyczna bariere,
ktoéra zwigksza droge, jaka musi przeby¢ tlen i spowalnia dyfuzje tlenu przez folig.

Tabela 12. Wiasciwosci barierowe wobec tlenu (O;) i pary wodnej (H:0) oraz parametry mechaniczne folii
kompozytowych

02 cm’/[m? 24 h]

/0% RH
PP 2750 5,9 30,2 (0,12)  330,7(20,2)
PP+I-Tr 1140 3,9 34,0 (0,14)  393,8(25,5)
PP+TiO, b.d. b.d. 32,8(0,76)  9,9(1,2)
PP+Ti0»-ZnO b.d. b.d. 32,4 (0,68) 16,4 (1,1)
PP+TiO/-Tr 1030 33 35,5(0,52) 484,3 (26,5)
PP+TiO,-ZnO/I-Tr 830 2,7 35,2(0,59) 540,3 (20,2)

Rn" — wytrzymato$¢ na rozciaganie; € — wydluzenie przy zerwaniu; b.d. — brak danych

Nalezy rowniez zwroci¢ uwage na zalezno$¢ miedzy wilasciwosciami barierowymi
kompozytow a nadczgsteczkowa strukturag matrycy polimerowej. Na rysunku 34
przedstawiono krzywe dyfraktometryczne matrycy polipropylenowej 1 uktadow
kompozytowych.
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Rysunek 34. Obrazy dyfrakcyjne nienapetnionej matrycy polipropylenowej oraz kompozytow
polimerowych

Najwicksza barierowos$cig charakteryzujg si¢ materialy kompozytowe z dodatkiem
trojsktadnikowych napetniaczy hybrydowych charakteryzujgce si¢ jednocze$nie
najwickszg zawartoscia odmiany polimorficznej B-PP. Moze to wskazywac
na to, ze mechanizm przeptywu gazu i pary wodnej przez foli¢ zalezy od przestrzennej
aranzacji makroczgsteczek, co w konsekwencji determinuje dyfuzje czasteczek gazu
pomiedzy segmentami tancuchow polimerowych. Ponadto jak powszechnie wiadomo,
dobre wlasciwosci barierowe materialdow kompozytowych zalezag od odpowiedniej
dyspersji napetniaczy w osnowie polimerowej. Zdjecia folii kompozytowych uzyskane
podczas analizy SEM przedstawione na rysunku 13 w publikacji P5, doskonale koreluja
z omawianymi rezultatami przepuszczalnos$ci gazow (tlenu i pary wodnej) kompozytow.
Materiat PP+Ti0,/[-Tr charakteryzuje si¢ wystgpowaniem niewielkiej liczby
aglomeratow, cho¢ dyspersja nanonapetniacza w polimerze jest bardzo dobra, natomiast
uktad PP+Ti0,-ZnO/I-Tr charakteryzuje si¢ najlepsza dyspersja tego typu napelniacza
w osnowie, co w konsekwencji moze wptywa¢ na uzyskanie najwickszej zdolnosci
do ograniczania przepuszczalnosci gazow.

Dowiedziono rowniez, ze rodzaj zastosowanego napelniacza hybrydowego
ma znaczacy wpltyw na uzyskane parametry mechaniczne kompozytéw. Nanokompozyty
zawierajgce napetniacz w postaci nanocelulozy z dodatkiem TiOz i/lub ZnO wykazywaty
zwigkszong wytrzymato$¢ na rozcigganie wynoszace okoto 35 MPa i wydluzenie przy
zerwaniu réwne 484% dla PP+TiO»/I-Tr oraz 540% dla TiO>-ZnO/I-Tr. Uzyskane
warto$ci wydtuzenia przy zerwaniu sg godne podkreslenia, poniewaz znaczaco
przewyzszaja warto$ci dla matrycy nienapetnionej. Wyniki doskonale koreluja
z wczesniej przeprowadzonymi badaniami strukturalnymi. Kompozyty posiadajace
najwickszg zawarto$¢ odmiany [-PP charakteryzowaty si¢ rowniez najwyzszymi
wartosciami odksztalcen. Zalezno$¢ t¢ mozna wytlumaczy¢ faktem, ze ta polimorficzna
odmiana polipropylenu charakteryzuje si¢ wicksza elastycznos$ciga i udarnoscig niz
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odmiana o-PP. Oprocz zmian strukturalnych, osiggniecie lepszych wiasciwosci
mechanicznych (wytrzymato$¢ i wydluzenie przy zerwaniu), mozna wytlumaczy¢
wielkoscig czastek napelniacza w osnowie polimeru. Najlepszymi cechami
wytrzymalosciowymi charakteryzowaty si¢ kompozyty zawierajace w swoim sktadzie
napekiacze hybrydowe typu nanoceluloza-tlenek (tlenki) metali, natomiast najgorsze
wlasciwosci mechaniczne (w szczegdlnosci bardzo mata elastyczno$¢) wykazaly uktady
zawierajace napetniacze tlenkowe o rozmiarach mikrometrycznych.

Przedstawione badania bgdace przedmiotem publikacji PS5  pozwolity
na sformutowanie najwazniejszych wnioskow:
e zastosowanie innowacyjnych  napelniaczy  hybrydowych  NC/TiO:
i NC/TiO2-ZnO umozliwito otrzymanie kompozytéw polimerowych
o poprawionych wiasciwosciach barierowych na tlen i par¢ wodng przy
jednoczesnym  uzyskaniu  doskonatych cech  wytrzymatosciowych,
w szczegblnosci bardzo duzej elastycznosci,
e 7znaleziono zalezno$¢ pomigdzy wiasciwosciami barierowymi i cechami
wytrzymalosciowymi kompozytow zawierajacych napetniacze hybrydowe
a strukturg nadmolekularng, w tym ksztattowanie odpowiednich odmian
polimorficznych osnowy polipropylenowe;j.

Jak wspomniano powyzej, nieodtacznym celem w trzecim nurcie bylo otrzymanie
materialu = kompozytowego do potencjalnego zastosowania w  przemysle
opakowaniowym, ktoéry nie tylko charakteryzowalby si¢ bardzo dobrymi wtasciwosciami
wytrzymato$ciowymi i niska przepuszczalno$ciag gazéw, w tym tlenu i pary wodnej, ale
réwniez wykazywatby odporno$¢ przeciwdrobnoustrojowa jednoczesnie wobec
bakterii i grzybow.

W zwigzku z powyzszym, podj¢to si¢ proby zaprojektowania i zsyntezowania nowego
napetniacza w postaci soli cynkowo-amoniowej z dodatkiem nanocelulozy, ktory
wyrozniataby si¢ aktywnoscia przeciwdrobnoustrojowa w uktadach kompozytowych.
Przedstawione zatozenia byly przedmiotem publikacji P6. Otrzymanie nowej soli
nieorganicznej bylo duzym wyzwaniem, w ktorej nalezalo uwzgledni¢ konieczno$é
uzyskania temperatury topnienia powyzej 250°C oraz odpowiednie parametry
dyspersyjno-morfologiczne. Wymagato to optymalizacji sktadu uzytych reagentow,
tj. chlorku cynku, chlorku amonu oraz tlenku cynku, jak réwniez okre$lenia warunkow
prowadzenia wielu syntez. Ogdlny schemat prowadzenia syntezy przedstawiono
na rysunku 35, a dokladna procedura postepowania opisana zostala w publikacji P6.
Synteza nowej soli cynkowo-amonowej byta prowadzona we wspotpracy z dr hab. inz.
Bogdanem Wyrwasem, prof. PP z Instytutu Chemii i Elektrochemii Technicznej
Wydziatu Technologii Chemicznej Politechniki Poznanskie;.
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Rysunek 35. Schemat syntezy soli cynkowo-amonowej

Badania dyfraktometryczne, zilustrowane na rysunku 2 w publikacji P6,
potwierdzity, ze zsyntezowana sol zespolona jest nowym zwigzkiem chemicznym,
w sktad, ktorego wchodza dwie substancje chemiczne: tetrachlorocynkan amonu
[NH4]2ZnCly oraz chlorek diaminacynku Zn[NH3]>Cl> w proporcji okoto 3:2 o $rednim
rozmiarze czastek 539 nm. Na podstawie badan SEM (rysunek 36b) mozna rowniez
zaobserwowac dwa ksztatty morfologiczne wchodzacej w sktad nowej soli komponentoéw
— iglopodobny ([NH4]2ZnCl4) oraz kubiczny (Zn[NH3]2Cl2), co jest rowniez
potwierdzeniem badan rentgenowskich. W przypadku celulozy mozna zaobserwowac
ksztalt sferyczny, ktorej czastki posiadaly tendencje do aglomeracji (rys. 36a).

Rysunek 36. Zdjecia SEM nanocelulozy (a) oraz zespolonej soli cynkowo-amonowej (b)

Kompozyty otrzymane metoda wytlaczania i wtryskiwania zawieraly 1% mas.
napelniacza nanocelulozowego oraz z 3, 5 i 7% mas. soli zespolonej. Przeprowadzono
szereg badan w celu weryfikacji naszych zalozen dotyczacych dziatania
przeciwdrobnoustrojowego wobec bakterii 1 grzybow przy jednoczesnym uzyskaniu
dobrych witasciwosci uzytkowych, a w szczegdlnosci duzej elastyczno$ci, niezbgdne;j
przy stosowaniu technik termoformowania opakowan do zywnosci.

Przeprowadzone badania mikrobiologiczne wykazaty, ze zdolnos¢ do hamowania
rozwoju drobnoustrojow jest wprost proporcjonalna do zawartosci soli w materiale
kompozytowym. Analizowane materialy kompozytowe wykazywaty predyspozycje
do ograniczenia wzrostu zarowno bakterii Gram-dodatnich, jak i Gram-ujemnych, ale
takze grzybow. W tabeli 13 przedstawiono oceng aktywnoS$ci przeciwdrobnoustrojowe;j
matrycy polipropylenowej oraz kompozytow w odniesieniu do badanych
mikroorganizmow.
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Tabela 13. Ocena aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej wobec badanych mikroorganizmow

Mikroorganizm Prébka Wzrost drobnoustrojéow Obserwacje

PP ++ Intensywny wzrost
Pseudomonas + Ograniczony wzrost
aeruginosa - Brak kolonii

PP+1%I1-Tr +7%S - Brak kolonii

PP ++ Intensywny wzrost
Escherichia ++ Lagodny wzrost
coli - Brak kolonii

PP+1%II-Tr +7%S - Brak kolonii

PP +++ Intensywny wzrost
Bacillus ++ Lagodny wzrost
cereus - Brak Kkolonii

PP+1%II-Tr +7%S + Ograniczony wzrost

PP +++ Intensywny wzrost
Staphylococcus + Ograniczony wzrost
aureus ++ Lagodny wzrost

PP+1%I1-Tr +7%S - Brak kolonii

PP +++ Intensywny wzrost
Candida +++ Intensywny wzrost
albicans + Ograniczony wzrost

PP+1%I1-Tr +7%S - Brak kolonii

Uzyskanie kompozytow o duzej odpornosci na drobnoustroje jest tylko jednym
z kryterium, ktorym powinien charakteryzowaé si¢ materiat o duzym potencjale
aplikacyjnym. Niezwykle istotnym etapem prac byla weryfikacja wiasciwosci
mechanicznych i termicznych kompozytow polimerowych zawierajacych nowe
napeliacze nanocelulozowo-nieorganiczne, ktoérych wyniki zestawiono w tabeli 14.
Wykazano, ze cechy wytrzymalosciowe materiatow kompozytowych zaleza
od zawarto$ci napelniacza w matrycy polimerowej. Warto podkresli¢, ze najwigksze
wydtuzenie przy zerwaniu oraz udarnos¢ zanotowano dla uktadéw zawierajacych 5%
hybrydowego napelniacza nieorganicznego. Dla tych ukladoéw elastycznos¢ ulegta
zwigkszeniu o prawie 50% w poroéwnaniu do matrycy polipropylenowej, co jest
wynikiem wartym podkreslenia.

Tabela 14. Wybrane wyniki badan mechanicznych oraz termicznych matrycy polimerowej oraz uktadow
kompozytowych

TGA® \ .
Rm & Udarnos¢
5%  50% 95% [MPa] [%] [kJ/m? |
[°C]
PP 349.9 414,6 440,8 29,6 (0,1) 306,3 (26,9) b.d.

368,8 436,8 4639 30,5(0,7) 317,1(24)  44,5(1,5)
3651 436,9 4682 304(0,5)  4351(12,3) 49,1(2,9)
PPH1%II-Tr +7%S  372,4  447,9 480,0 29,7(0,6)  330,6 (24,5 41,6 (3,3)

TGA" — analiza termograwimetryczna; Rm" — wytrzymatoéé na rozcigganie; € — wydtuzenie przy
zerwaniu; b.d. — brak danych
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Uzyskane wyniki mozna doskonale skorelowa¢ z badaniami dyfraktometrycznymi
oraz  mikroskopowymi. = Materialy o0  najwyzszej  zawartosci  odmiany
pseudoheksagonalnej wynoszacej kB=39% (rys. 37) charakteryzowatly si¢ najwigkszym
wydtuzeniem przy zerwaniu oraz zwigkszong udarnoscia.
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Rysunek 37. Krzywe dyfraktometryczne nienapelnionej matrycy polipropylenowej oraz kompozytow
polimerowych

Ponadto stwierdzono, Ze materiat charakteryzuje si¢ najlepsza
dyspersja czastek napelniacza w osnowie (rys. 38b), co jest wazne dla uzyskania
kompozytu charakteryzujagcego si¢ bardzo dobrg adhezja micdzyfazowa pomigdzy
napetniaczem a matryca polimerowa. W przypadku kompozytéw z 3% mas., jak
i z 7% mas. zawarto$cia soli, stwierdzono pewna niejednorodno$¢ czastek w osnowie
polimerowej poprzez obecnos¢ licznych pustych przestrzeni (rys. 38a) oraz duzg ilos¢

zaglomerowanych czastek nieorganicznych (rys. 38c).
b

Rysunek 38. Zdjecia SEM materiatow kompozytowych PP+1%II1-Tr+3%S (a),
PP+1%II-Tr+5%S (b) oraz PP+1%II-Tr+7%S (c)
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Ponadto wprowadzenie soli cynkowo-amonowej do polimeru spowodowato wyrazne
zwigkszenie aktywnosci zarodkowania, co zostato potwierdzone uzyskaniem wyzszych
temperatur krystalizacji o 10°C i skroceniem czaséw potowkowych procesu krystalizacji
o okoto 50% (rysunek 8 w publikacji P6). Stwierdzono takze zwigkszenie stabilnosci
termicznej dla wszystkich badanych kompozytéw, natomiast najwigksza odporno$¢
odnotowano dla uktadu z 7% mas. soli cynkowo-amonowe;j.

Podsumowujac badania publikacji P6 mozna stwierdzi¢, ze nowozsyntezowany
napelniacz w postaci zespolonej soli nieorganicznej wprowadzony do matrycy
polipropylenowej wykazuje antymikrobiologiczne synergistyczne dziatanie wobec
bakterii i grzybow oraz wptywa na uzyskanie materialu o zwigkszonej elastycznosci,
udarnos$ci oraz termostabilnosci, a takze wpltywa na zwigkszenie aktywnosci
nukleacyjnej. Zgodnie z nasza najlepsza wiedza zaproponowana tematyka i uzyskane
wyniki w publikacji P6 nie byly dotychczas przedmiotem badan naukowych,
co stanowi niezaprzeczalna innowacyjnos¢ rozprawy doktorskiej. Warto podkreslic,
ze zastosowanie ukladu hybrydowego w postaci celulozy nanometrycznej oraz
kompleksu cynkowo-amonowego, jako napetniacz matrycy polipropylenowej pozwoli
na uzyskanie ,inteligentnego” materialu opakowaniowego o podwyzszonych
wiasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych 1 barierowych, co moze skutkowac
wydhuzeniem okresu przydatnosci do spozycia produktow spozywczych. Jednoczes$nie,
zaprezentowany proces otrzymywania innowacyjnych materialdow kompozytowych jest
doskonatym przyktadem zréwnowazonych technologii projektowania materiatow
o wilasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych, gwarantujagc mozliwos¢ dalszego ich
przetwarzania poprzez recykling materiatlowy.

Reasumujac, nalezy podkreslié, Ze zastosowanie innowacyjnych napetniaczy
hybrydowych typu nanoceluloza-tlenek (tlenki) metali oraz nanoceluloza-sol
nieorganiczna okazato si¢ skutecznym rozwigzaniem w kierunku wytworzenia
kompozytow polimerowych o cechach funkcjonalnych, takich jak zwigkszona
barierowo$¢ na par¢ wodng i tlen, jak réwniez odporno$¢ na dzialanie drobnoustrojow.
Dobdr odpowiedniego sktadu napetniaczy hybrydowych, w tym odmiany polimorficznej,
jest konieczny dla uzyskania materiatow kompozytowych o zwigkszonej elastycznosci
i udarnosci, jak rowniez do poprawy termostabilnosci i zwigkszenia aktywnosci
nukleacyjnej, co w konsekwencji ma wptyw na cechy wytrzymatosciowe, jak rowniez,
na skrocenie czasu cykli wtryskiwania. Nalezy réwniez zauwazy¢, ze opisano wiele
cennych zalezno$ci pomiedzy strukturg nadmolekularng a wiasciwosciami uzytkowymi
kompozytow polimerowych.
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7. PODSUMOWANIE ORAZ WNIOSKI

Badania przeprowadzone w ramach rozprawy doktorskiej pozwolity
na weryfikacje przyjetej hipotezy oraz realizacje zakladanych celéw naukowych.
Glownym zatozeniem przedtozonej rozprawy doktorskiej byto otrzymanie kompozytow
polipropylenowych z napelniaczem nanocelulozowym o wiasciwosciach funkcjonalnych
obejmujacych zapewnienie bardzo dobrych cech mechanicznych, w tym wysokiej
elastycznosci, zwiekszonej barierowosci na tlen i par¢ wodng oraz aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej wobec wybranych bakterii i grzyboéw. Ponizej przedstawiono
podsumowanie najwazniejszych osiaggniec¢ realizowanych w ramach trzech niezaleznych
nurtow badawczych.

W ramach realizacji pierwszego nurtu niniejszej dysertacji przedstawionego
w publikacjach P1, P2 oraz P3 otrzymano nanocelulozg poprzez przeprowadzenie
kontrolowanej reakcji hydrolizy enzymatycznej celulozy. Gléwnym zalozeniem
proponowanej metody syntezy celulozy o rozmiarach nanometrycznych bylo
otrzymanie nanomaterialu o zdefiniowanych parametrach dyspersyjno-
morfologicznych oraz malej polidyspersyjnosci, co jest nienotowang dotad nowoscia
naukowg. Prace obejmowaty dobor odpowiedniego rodzaju surowca celulozowego
(o réoznym rozmiarze wielkosci czastek oraz strukturze nadczasteczkowej), typu
enzymow celulolitycznych (Trichoderma reesei, Aspergillus sp., celobiaza) oraz czasu
trwania (4 1 24h) kontrolowanej biokonwersji polisacharydu. Wykazano,
ze enzymatyczna hydroliza celulozy jest skuteczna metoda otrzymywania
nanocelulozy. Dowiedziono, Ze kluczowe w celu przeprowadzenia wysokoefektywnego
procesu enzymatycznego oraz otrzymania nanometrycznego polisacharydu jest
odpowiedni dobdr surowca wyjsciowego, rodzaju enzymow celulolitycznych oraz
parametréw prowadzonego procesu. Najwicksza wydajno§¢ procesu odnotowano dla
24  godzinnej reakcji enzymatycznej wykorzystujacej celulaze pozyskana
z mikroorganizmu Trichoderma reesei.

Badania zaprezentowane w publikacji P4, ktore byty kontynuacjg pierwszego nurtu,
dotyczyty funkcjonalizacji otrzymanej nanocelulozy z uzyciem nowo zaprojektowanych
i zsyntezowanych dimerycznych imidazoliowych cieczy jonowych typu gemini.
Zaproponowano dwie ciecze jonowe o roznej dlugosci tancucha alifatycznego
i zawierajgce karboksylowe grupy funkcyjne. Po raz pierwszy przeprowadzono
funkcjonalizacj¢ nanocelulozy innowacyjnymi modyfikatorami zapewniajacymi
utworzenie stabilnej struktury przestrzennej pomi¢dzy nanoczastkami
polisacharydéw, co w konsekwencji doprowadzilo do ograniczenia wystepowania
aglomeracji. Ponadto zwiazki te, ze wzgledu na swojg strukture, nie wymagaja
stosowania rozpuszczalnikow organicznych, co wpisuje si¢ w zatozenia zielonej
chemii i zrownowazonego rozwoju technologicznego.

Drugi nurt badawczy omowiony w publikacjach P1, P2 oraz P4 dotyczyt
otrzymywania kompozytow polipropylenowych z zsyntezowanymi w nurcie pierwszym
nanonapetniaczami celulozowymi. Poznano zalezno$ci pomiedzy parametrami
dyspersyjno-morfologicznymi nanoceluloz a strukturg nadmolekularna oraz
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wlhasciwosciami  fizykochemicznymi i mechanicznymi  polipropylenowych
materialow kompozytowych. Wykazano, ze cechy morfologiczne, dyspersyjne
i strukturalne nanoceluloz majg kluczowe znaczenie na generowanie odmian
polimorficznych matrycy polipropylenowej, a takze na aktywno$¢ nukleacyjng
i parametry wytrzymalosciowe (mechaniczne) kompozytow polimerowych opisanych
w artykutach P1 oraz P2.

Nienotowang nowoscia sa rowniez rozwazania bedace przedmiotem publikacji P4,
w ktorej okreslono wplyw funkcjonalizacji nanocelulozy z wykorzystaniem
imidazoliowych cieczy jonowych na strukture nadczgsteczkowa i cechy
wytrzymalo$ciowe kompozytéw. Potwierdzono, ze dzigki uzyciu nowo
zaprojektowanych soli organicznych, w ktorych wyrdzni¢ mozna podstawniki alifatyczne
i grupy karboksylowe (grupy zdolne do interakcji z grupami hydroksylowymi celulozy),
mozliwe jest uzyskanie polipropylenowych uktadow kompozytowych o bardzo dobrej
dyspersji nanoczastek w matrycy, okreslonej strukturze nadczgsteczkowej oraz
polepszonych parametrach mechanicznych, np. (wytrzymalo$¢ na rozciaganie,
elastycznos¢ oraz odporno$¢ na uderzenie).

Przeprowadzono takze innowacyjne prace badawcze (publikacja P3) skupiajace si¢
na mozliwo$ci zastosowania napetniaczy hybrydowych typu nanoceluloza-tlenek metalu
otrzymanych metodg mechanochemiczng w kompozytach o matrycy polipropylenowe;.
Zdefiniowano wplyw odmiany polimorficznej, skladu chemicznego oraz wlasciwosci
dyspersyjno-morfologicznych napelniaczy hybrydowych nanoceluloza-ditlenek
tytanu na wlasciwosci uzytkowe (mechaniczne) i przemiany fazowe zachodzace
w materialach kompozytowych. Warto wspomnie¢, Ze takie uklady hybrydowe nie
byly dotad notowane w literaturze. Zastosowanie tego typu napetiaczy hybrydowych
pozwolito na otrzymanie kompozytu charakteryzujgcego si¢ bardzo dobrg elastycznoscia,
zwigkszong termostabilnosciag oraz aktywnoscig nukleacyjng. Dowiedziono réwniez,
ze wspomniane wlasciwosci fizykochemiczne $cisle zaleza od sktadu napehniacza
hybrydowego, jak réowniez od odmiany polimorficznej stosowanego sktadnika
nieorganicznego.

Ostatni, trzeci nurt rozprawy doktorskiej, zwiazany byl z otrzymywaniem
kompozytéw polipropylenowych o polepszonych wlasciwosciach barierowych
wzgledem tlenu i pary wodnej oraz cechach przeciwdrobnoustrojowych wobec
bakterii i grzybow. Rozwazania badawcze podj¢te w publikacji P5 koncentrowaty si¢
na okresleniu wplywu nowosyntezowanych napelniaczy hybrydowych typu
nanoceluloza-tlenek (tlenki) metali, otrzymanych za pomoca nowatorskiej techniki
solwotermicznej, na wlasciwosci barierowe wobec gazéow przy jednoczesnym
zachowaniu bardzo dobrych parametrow wytrzymalo$ciowych materialéw
kompozytowych. Przedstawiona problematyka nie zostala wcze$niej opisana
w literaturze, co stanowi niezaprzeczalng nowo$¢ naukowg. Stwierdzono,
ze uzyskanie bardzo dobrych wlasciwosci barierowych wzgledem badanych gazow
w materiatach kompozytowych jest bezposrednio zwigzane z wprowadzeniem
hybrydowych uktadéow do matrycy polipropylenowej oraz ich rownomierng dyspersja
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w osnowie. Dodatkowo opisano zalezno$¢ pomigdzy strukturg polimorficzng materiatow
kompozytowych a ich wtasciwo$ciami barierowymi. Rodzaj napetiaczy hybrydowych
ma rowniez kluczowe znaczenie na finalne wlasciwo$ci mechaniczne (wytrzymatosé
i wydtuzenie przy zerwaniu) otrzymanych kompozytow.

Innowacyjnos$¢ rozprawy doktorskiej zostala rowniez potwierdzona w publikacji P6,
w ktorej istotnym wyzwaniem bylo otrzymanie kompozytéw o cechach biobdjczych,
co mialo zapewni¢ wprowadzenie nowego typu napelniacza w postaci soli cynkowo-
amonowej. Odnotowano, ze wprowadzenie do matrycy polipropylenowej zaréwno
napetniacza nanocelulozowego oraz nowozsyntezowanego dodatku w postaci soli
cynkowo-amonowej, wptywa na uzyskanie odpornosci na dziatanie bakterii i grzybow
przez materiat kompozytowy. Ponadto stwierdzono zwickszenie elastycznosci, udarnosci
i termostabilnosci oraz aktywnos$ci nukleacyjnej otrzymanych kompozytow.

Podsumowujgc, uzyskane wyniki w niniejszej rozprawie doktorskiej pozwolily
na pozytywne zweryfikowanie zalozen badawczych oraz postawionej hipotezy.
Istotnym osiggnieciem byto znalezienie nienotowanych dotychczas w literaturze
waznych zalezno$ci pomiedzy wlasciwosciami strukturalno-morfologicznymi
celulozy nanometrycznej (sterowanych w procesie hydrolizy enzymatycznej)
a strukturg nadmolekularng kompozytéw polimerowych, co w konsekwencji
wplywa na ich finalne wlasciwos$ci uzytkowe i funkcjonalne.

Warto podkresli¢, ze uzyskane wyniki w dysertacji doktorskiej charakteryzuja sie
znaczgcym potencjalem aplikacyjnym, w szczegélnosci mogacych mieé
zastosowanie podczas otrzymania ,inteligentnego” materialu opakowaniowego
o zwiekszonych wlasciwosciach zaréwno barierowych, przeciwdrobnoustrojowych,
jak i mechanicznych, co moze skutkowa¢ wydluzeniem okresu przydatnosci
do spozycia produktow spozywczych. Jednocze$nie, zaprezentowany proces
otrzymywania innowacyjnych materiatéw kompozytowych jest doskonatym przyktadem
zrownowazonych  technologii  projektowania  opakowan o  wlasciwosciach
przeciwdrobnoustrojowych, gwarantujgc mozliwo$¢ dalszego ich przetwarzania poprzez
recykling materiatowy.
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Abstract: In the last few years, the scientific community around the world has devoted a lot of
attention to the search for the best methods of obtaining nanocellulose. In this work, nanocellulose
was obtained in enzymatic reactions with strictly defined dispersion and structural parameters in
order to use it as a filler for polymers. The controlled enzymatic hydrolysis of the polysaccharide was
carried out in the presence of cellulolytic enzymes from microscopic fungi—Trichoderma reesei and
Aspergillus sp. It has been shown that the efficiency of bioconversion of cellulose material depends on
the type of enzymes used. The use of a complex of cellulases obtained from a fungus of the genus
Trichoderma turned out to be an effective method of obtaining cellulose of nanometric dimensions
with a very low polydispersity. The effect of cellulose enzymatic reactions was assessed using the
technique of high-performance liquid chromatography coupled with a refractometric detector, X-ray
diffraction, dynamic light scattering and Fourier transform infrared spectroscopy. In the second
stage, polypropylene composites with nanometric cellulose were obtained by extrusion and injection.
It was found by means of X-ray diffraction, hot stage optical microscopy and differential scanning
calorimetry that nanocellulose had a significant effect on the supermolecular structure, nucleation
activity and the course of phase transitions of the obtained polymer nanocomposites. Moreover, the
obtained nanocomposites are characterized by very good strength properties. This paper describes
for the first time that the obtained cellulose nanofillers with defined parameters can be used for the
production of polymer composites with a strictly defined polymorphic structure, which in turn may
influence future decision making about obtaining materials with controllable properties, e.g., high
flexibility, enabling the thermoforming process of packaging.

Keywords: nanocellulose; polypropylene composites; enzymatic modification; structure; nucleation
activity; mechanical properties

1. Introduction

Cellulose is one of the most abundant naturally occurring polysaccharides and whose
units are linked by (-1,4-glycosidic bonds [1,2]. This natural biopolymer is characterized
by the presence of hydroxyl groups and strong hydrogen bonds, thanks to which cellulose
has good physical and mechanical properties [3]. Moreover, cellulose is composed of
amorphous and crystalline regions, the presence of which affects the modification and final
properties of this material.

Using various methods, e.g., mechanical methods, hydrolysis using acids or ionic
liquids and enzymatic hydrolysis, it is possible to obtain from cellulose a biodegradable
material with nanometric dimensions—nanocellulose [3-5]. Nanocellulose has very in-
teresting properties, ranging from low weight and density, high shape factor [6], high
biocompatibility to hydrophilicity and very good mechanical properties, e.g., high tensile
strength, high stiffness and high modulus of elasticity, which is greater than that of Kevlar
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fibers [3,7,8]. Due to these features, interest in this material is constantly growing. Due
to the source of origin, extraction methods, morphology, the characteristic particle size,
properties and crystallinity, there are several types of nanometric cellulose. Based on
ISO standards, nanocellulose can be divided into two categories. The first is cellulose
nanoobjects, in which cellulose nanocrystals (CNCs) and cellulose nanofibrils (CNFs) can
be distinguished. The second type of nanocellulose is nanostructured cellulose, which
includes cellulose microcrystals (CMCs), microcrystalline cellulose (MCC), cellulose mi-
crofibrils (CMFs), microfibrillated cellulose (MFC) and bacterial cellulose (BC) [3,8-13].

The oldest method of obtaining nanocrystalline cellulose is the acid hydrolysis of
cellulose. During the hydrolysis process, the cellulose crystalline fractions remain intact,
and the amorphous parts are decomposed [14]. The biggest disadvantage of this process is
the reduction of the thermal stability of the CNC, which is related to the presence of sulfone
groups on the surface of nanocrystals. Additionally, the separation of concentrated acid
from nanostructures is very time-consuming and requires the use of special reactors [15-18].

Another method to obtain nanocrystalline cellulose is the ionic liquid (IL) technique.
The solubility of cellulose in ionic liquids, as in the case of acid hydrolysis, is affected by the
crystallinity of the cellulosic material. Due to the higher energetic stability and lower energy
of the crystalline fractions, dissolving these areas is difficult [19,20]. Several disadvantages
of using IL should also be mentioned, such as: difficulty in purifying compounds, high
viscosity of ionic liquids or degradation of the cellulose chain [21].

In addition, to obtain nanometric cellulose, mechanical methods that rely on the
application of high shear forces are also used [22,23]. Among the applied mechanical
methods, there are pressure homogenization, the use of ultrasound or ball grinding and
cryogenic grinding [3,9,14,22,24]. Mechanical methods find their application as techniques
preceding the hydrolysis processes, thus supporting the efficiency of the reaction [25].
However, the main disadvantage of obtaining cellulose of nanometric size is the high energy
consumption [3,23]. Moreover, the use of these operations may affect the morphology of
cellulose fibers, consequently reducing its degree of crystallinity and obtaining a material
with low repeatability of particles [24].

A relatively new method, thanks to which it is possible to obtain cellulose with a
nanometric size, is the enzymatic hydrolysis of cellulose material. Tt is noteworthy that
this method is characterized by high effectiveness [26,27], selectivity and a lower energy
expenditure [28,29]. It is also worth noting that the enzymatic process eliminates the
use of harmful reagents, which are used, e.g., in chemical methods, in favor of the use
of biodegradable cellulases, which are neutral and, consequently, have no emissions of
harmful chemicals that affect ecology and laboratory equipment [20,30]. Cellulose, due
to the presence of a large amount of hydrogen bonds in it, is a material whose enzymatic
modification requires a synergistic correlation of cellulolytic enzymes [31-35]. Scientists in
their works have proved that the effectiveness of this complicated process is influenced
not only by the conditions of the hydrolysis reaction, such as temperature, pH of the
reaction environment [36] or the type, activity level and concentration of the selected
substrate [37,38], but also the type or degree of polymerization of the cellulose used,
its crystallinity and porosity [39,40]. Moreover, it was noticed that the efficiency of the
modification process of this polysaccharide is influenced by the dispersion-morphological
properties and polymorphism of the selected cellulose material [41-44].

Previous work on the enzymatic hydrolysis of cellulose has been conducted towards
obtaining simple sugars [45,46] or nanocellulose for applications in medicine, pharmacy
and cosmetology [47,48].

In recent years, there has been an increasing interest in renewable lignocellulosic fillers
in the production of polymer composites. Composites with a polymer matrix reinforced
with lignocellulose additives are known [49-55], as well as with a filler in the form of
micrometric cellulose [14,56-58], although in recent years more and more attention has
been focused on nanocellulose [9,59-63]. Polymer composites containing nanometric
particle filler can have very good strength characteristics [9,64,65], strong barriers to gases
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and water vapor [66] and transparency [67], which determine possible applications in the
packaging, construction, automotive and medical industries [6,60,65,68-72].

Particular interest has been focused on the context of the application potential of
systems of polypropylene with nanocellulose [61,73-77]. Sojoudiasli et al. [77] proved in
their work that the produced polypropylene systems with 2 wt. CNCs are characterized by
much better mechanical properties compared to unfilled polymer, although the proper dis-
persion of nanofillers in the polymer matrix plays an extremely important role [75]. Similar
conclusions came from Ljungberg et al. [73], who strengthened the polypropylene matrix
with nanocellulose, and thanks to which they obtained a nanocomposite with satisfactory
strength parameters, emphasizing that the quality of the filler dispersion plays a key role in
the final properties of the tested systems. However, according to Liu et al. [61], the addition
of nanocellulose to the polypropylene matrix significantly increased the aging resistance
of the composite systems tested. Based on the review of the available literature, it can be
concluded that the use of nanocellulose as a filler for polymer matrices results in obtaining
very good strength parameters of nanocomposites, and, consequently, unique properties of
the final materials. It is worth noting that in the work to date, nanocellulose used in the
production of polypropylene nanocomposites has been obtained mainly by chemical meth-
ods, e.g., acid hydrolysis, or by the use of mechanical treatment. Alternatively, scientists
working with nanocellulose/polypropylene systems used a commercial cellulose material
with a nanometric particle size. Moreover, in these publications, no attempts were made to
analyze the particle size and the polydispersity, while the work was mainly focused on the
mechanical properties of nanocomposite systems.

According to our knowledge, there is a lack of research related to the production
of polypropylene composites containing nanometric cellulose obtained as a result of en-
zymatic reactions, which enable the production of nanoparticles. Therefore, the aim of
this study was to carry out a controlled enzymatic hydrolysis of cellulose with the use
of enzymes of various activities in order to obtain a filler of nanometric size. This study
also included a detailed analysis of the influence of the obtained cellulose nanofillers
on the supermolecular structure, phase transitions, nucleation activity and mechanical
properties of the obtained composite materials. It is worth adding that the influence of
nanometric cellulose on the formation of the polymorphic structure of polypropylene
matrix, which consequently allows one to obtain composite materials with strictly defined
strength characteristics, has not been analyzed.

2. Materials and Methods
2.1. Materials

Micrometric cellulose Sigmacell Type 20 (Cel_A) with an average particle size of 20 pm
and micrometric cellulose Sigmacell Type 101 (Cel_B) with an average particle size of 18 &
3 um were purchased from Sigma-Aldrich (Poznari, Poland).

Cellulases from the microscopic fungus Trichoderma reesei ATCC 26,921 with activity
>700 U/g and an enzyme complex from the fungus Aspergillus sp. used under the trade
name Viscozyme® L with activity >100 U/g were purchased from Sigma-Aldrich (Poznan,
Poland). The used cellulolytic enzymes also differed in the composition of carbohydrates.
The Trichoderma reesei enzyme complex includes two exoglucanases that degrade the cel-
lulose chain from two extreme ends, at least five endoglucans attacking the biopolymer
in the middle of the chain and cellobiase. The following carbohydrates occur in the cellu-
lolytic enzyme obtained from the microscopic fungus Aspergillus sp.: arabanase, cellulase,
B-glucanase, hemicellulase and xylanase.

All reagents used for the enzymatic hydrolysis of cellulose, e.g., citric acid, trisodium
citrate, were purchased from Sigma-Aldrich (Poznari, Poland).

Isotactic polypropylene (PP) with the trade name Moplen HP500 N (MFly3 5 /214 k-
2.4-3.2 g /10 min, isotactic-95%, T, = 163-164 °C) manufactured by Basell Orlen Polyolefins
(Plock, Poland) was used as a polymer matrix.
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2.2. The Process of Enzymatic Treatment of Cellulose

To 200 mg of both types of microcrystalline celluloses used (Cel_A and Cel_B) were
added 4 mL of a citrate buffer solution with a concentration of 50 mM and pH = 4.8,
which was prepared by mixing appropriate amounts of citric acid and trisodium citrate.
Pre-incubation of the samples for 30 min was performed at 50 °C with a shaking speed
of 150 rpm/min (Incubated Shaker, Lab Companion, JeioTech, Korea). Next, 2 mL of
the mixture containing cellulolytic enzymes diluted 1:50 by volume in citrate buffer were
added. The actual 24 h incubation was performed at 50 °C with a shaking speed of
250 rpm/min. The modified samples were stored at —20 °C until chromatographic analysis
was performed. The process of enzymatic treatment of cellulose is shown in Figure 1.

f X
F . o,
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Figure 1. Scheme of the process of enzymatic hydrolysis of cellulose.
Table 1 shows the designations of the obtained cellulose materials.

Table 1. Designations of obtained cellulose materials.

Sample Material
Cel_A Sigmacell Type 20
Cel_A-Tr Sigmacell Type 20—Trichoderma reesei
Cel_A-Asp Sigmacell Type 20—Aspergillus sp.
Cel B Sigmacell Type 101
Cel_B-Tr Sigmacell Type 101—Trichoderma reesei
Cel_B-Asp Sigmacell Type 101—Aspergillus sp.

2.3. Characteristics of Cellulose Fillers after the Enzymatic Treatment Process
2.3.1. Glucose Analysis by Liquid Chromatography

High-performance liquid chromatography coupled with a refractometric detector
(HPLC/RI) was used for the quantitative analysis of glucose—the main product of the
enzymatic hydrolysis of cellulose. Samples after enzymatic hydrolysis were centrifuged
at 1000 rpm /min for 15 min, and the supernatant was filtered through a 0.20 pm chro-
matographic filter (Chromafil Pet 20/15 MS, Macherey-Nagel, Steinheim, Germany) before
chromatographic analysis. Glucose concentration was analyzed using a 2695 Waters
high-performance liquid chromatograph (HPLC) system with a 2414 Refractive Index (RI)
Detector (Waters, Milford, MA, USA). A Bio-Rad Aminex HPX-87H column (Bio-Rad,
Woodinville, WA, USA) was used with the HPLC system operating at a column tempera-
ture of 65 “C. The mobile phase was 0.5 mM H,504 with a flow rate of 0.6 mL/min. The
quantification of glucose was performed by measuring the peak areas at the retention time
according to the relevant calibration curve. Data were processed using Empower™ 1
software (Waters, Milford, MA, USA).

129



Materials 2021, 14, 2124

50f26

2.3.2. X-ray Diffraction (XRD)

The XRD technique was used to determine the effect of enzymatic modification on the
crystal structure of cellulose filler. Cellulose material was analyzed using a TUR M-62 X-ray
diffractometer (Carl Zeiss AG, Jena, Germany) using a copper anode with a wavelength
of Cu Ko 1.5418 A as an X-ray source in the angle range of 2 0 = 5-30° with a counting
step of 0.04° /3 s with excitation of 30 kV and 25 mA. The deconvolution of the peaks
was performed using the method proposed by Hindeleh and Johnson [78], improved and
programmed by Rabiej [79]. The degree of crystallinity (X.) of the cellulose fillers was
calculated, i.e., the quotient of the content of the crystalline fraction (Ac) to the sum of the
amorphous fraction (Agm) and the crystalline fraction, using Formula (1):

Z Acr

Xe= oo
€T That Aum

% 100% m

2.3.3. Dynamic Light Scattering

The dynamic light scattering (DLS) technique was used to measure the particle size
and dispersion properties of cellulosic materials based on the non-invasive back scattering
(NIBS). A Zetasizer Nano Z5-90 (Malvern Instruments Ltd., Malvern, UK) operating in
the range of 0.6 to 6000 nm was used for DLS analysis. Measurement parameters were as
follows: a laser wavelength of 663 nm, a medium viscosity of 2.004 cP, medium refractive
index of 1.337, a measurement temperature of 25 °C. Before each measurement, cellulose
material weighing 0.01 g was dispersed in 25 cm® of propanol and then homogenized using
ultrasound for 20 min, and then it was placed in a cuvette. The particles within the fluid
exhibited Brownian motion, which made the measurement possible.

2.3.4. Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) Analysis of Cellulose

The structural changes in cellulose after enzymatic treatment was confirmed by the
FTIR spectroscopy. The spectra were obtained using a pelleting technique—1 mg cellulose
was mixed with 200 mg bromide potassium (KBr, Sigma-Aldrich, Steinchein, Germany).
Spectra were registered using an FTIR Nicolet iS5 spectrometer (Thermo Fisher Scientific,
Madison, WI, USA) at a range from 4000 to 500 cm” 1 at a resolution of 4 em ™!, registering
16 scans.

2.4, Obtaining Polymer Nanocomposites

The production process of nanocomposite systems involved of two stages. The first
consisted in mixing cellulose filler with isotactic polypropylene in a single-screw extruder
(Fairex, Le Bourget, France), with an extrusion speed 150 rpm/min and with a plasticizing
temperature from 160 to 200 °C, which was dependent on the extrusion zones. Then, the
composite materials containing 1 wt. percentage of the cellulose fillers were injected using
an injection molding machine (ENGEL 80/25 HLS, ENGEL Austria GmbH, Schwertberg,
Austria) with mold temperature 30 °C and an injection speed of 90 mm/s. The obtained
samples were stored in a desiccator for 48 h.

2.5. Characteristics of Composite Materials
2.5.1. Structural Investigations (XRD)

Diffractometric tests were performed, taking into account the same measurement
conditions as in the case of the celluloses described above. The research was carried out to
determine the supermolecular structure of composite materials, with particular emphasis
on the effect of cellulose fillers on polymorphic changes in the polymer matrix. After
separating the diffraction curves, the amorphous part and the baseline, the content of
polymorphs of the polymer matrix was determined using the Turner-Jones formula [80],
where Iy + Iz + L3 are the intensities of the peaks derived from the « form, while I is
the peak intensity from the p form. k in Equation (2) means the content of the polymorphic
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form f in polypropylene. The distribution of individual peaks from both polymorphs is
shown in Section 3.2.1.
k=B @
Ip1 4 (Taq + Iz +1a3)

2.5.2. Differential Scanning Calorimetry

The method of differential scanning calorimetry (DSC) was used to investigate the
influence of enzymatic modification of cellulose on the course of phase transformations
occurring in composite systems.

The polymer composites were analyzed using a Netzsch DSC 200 scanning calorimeter
(Netzsch Group, Selb, Germany). In the first part of the tests, the samples were subjected
to a heating process at a rate of 10 °C.min1inan argon atmosphere from 40 °C to 200 °C,
which was kept at this temperature for 3 min. In the next stage, the test material was
cooled at a rate of 5 °C-min~! to a temperature of 40 °C. The process was carried out in
two experimental cycles in order to reduce the thermal memory of the analyzed samples,
and the data for the second pass of composite materials were used to analyze the results.
For the tested systems, the following kinetic parameters were determined: melting point
(Tm), enthalpy of the melting process (AHp) and crystallization temperature (T¢) as the
highest temperature of exothermic peaks. Moreover, by analyzing the data from the second
pass, the half-time of the crystallization process (ty5) was determined, which is defined
as the time during which 50% conversion of amorphous areas to the crystalline phase
occurs. For this purpose, the following relationship was used (3), in which the degree of
phase conversion (x) was calculated by integrating the enthalpy (H) of the exothermic
transformation over time (t) [81]:
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2.5.3. Hot-Stage Polarized Light Microscopy

Hot-stage polarized light microscopy was used to observe isothermal crystallization
of PP in the presence of cellulose fillers.

For this purpose, a Labophot—Z polarizing optical microscope (Nikon, Tukyo, Japan)
coupled with a Panasonic CCS camera (Panasonic, Kadoma, Japan) and the Linkam TP93
thermal attachment (Linkam, Tadworth, UK) was used. The analyzed material (in film
form) was subjected to two research cycles. The first one involved heating the sample to a
temperature of 200 °C at a rate of 40 °C-min 1. The second one consisted in cooling the
composite films at a rate of 20 °C-min !, where the analysis of the isothermal crystallization
process was performed at a temperature 136 °C. By analyzing microscopic examinations,
the kinetics of the crystallization process (induction time, the rate of formation of transcrys-
talline structures) and the phenomena occurring at the interface of composite systems were
determined.

2.54. Tensile Tests

Tensile tests were carried out in at least eight repetitions for each test. For this purpose,
a testing machine with a 20 kN load cell (Zwick Z020, Zwick/Roell, Ulm, Germany) was
used with the following parameters: temperature 23 °C, relative humidity approx. 50%,
stretching speed 5 mm/min. The conducted mechanical tests allowed for the analysis of
such strength properties of nanocomposite materials as: Young’s modulus, elongation at
break, tensile strength and impact strength.
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3. Results and Discussion
3.1. Characterization of Cellulosic Fillers after Enzymatic Treatment
3.1.1. HPLC Analysis of Glucose

Research using high-performance liquid chromatography coupled with a refracto-
metric detector was used to determine the bioconversion efficiency of cellulose materials
during enzymatic hydrolysis reactions. Table 2 shows the results of the qualitative and
quantitative analysis of glucose as the major product of the enzymatic hydrolysis reac-
tion by HPLC/RI. The obtained results constitute the mean value of three independent
replications.

Table 2. Glucose concentration (in mg/mL) in post-reaction solutions (n.d.—not determined).

Sample Glucose Concentration Recovery of Nanocellulose
(mg/mL) (%)
Cel A n.d. nd.
Cel_A-Tr 27.31 18
Cel_A-Asp 3.66 89
Cel_B nd nd
Cel B-Tr 17.10 49
Cel_B-Asp 430 87

On the basis of the obtained results, it can be seen that the monosaccharide content
obtained as a result of cellulose bioconversion depends on the type of cellulolytic enzymes
used. The highest efficiency was observed for the hydrolysis reactions catalyzed with a
cellulolytic enzyme with higher activity (=700 U/g) obtained from the microorganism of
the genus Trichodema for cellulose A (Cel _A-Tr) and cellulose B (Cel_B-Tr). On the other
hand, the use of an enzyme complex derived from the fungus Aspergillus sp. (=100 U/g)
in the case of both tested materials (cellulose A and B) resulted in a much lower efficiency
of the hydrolysis reaction, as the glucose concentration was at a low level, in the range of
3.66-4.30 mg/mL.

Moreover, when comparing both cellulose materials treated with the same enzyme
complex (Cel_A-Tr and Cel_B-Tr), it can be noticed that cellulose A is more susceptible to
bioconversion than cellulose B. In cellulose bioconversion, the efficiency of the process is
significantly influenced by both the composition of the cellulase complex, and the structural
conditions of the material subjected to hydrolysis. The obtained outcomes are the result
of the fact that in the initial stage of hydrolysis, amorphous areas are degraded and, in
the next stage, crystalline ones, which was previously described in the literature [82,83].
The changes shown in the chromatographic analysis can be explained by the fact that
for cellulose B, which is largely amorphous, the bioconversion is more dynamic in the
initial stages of the process. However, in further stages, the efficiency of the process may
decrease due to the small proportion of crystalline regions in Cel_B cellulose. In addition,
the observed effect of this enzyme complex may also indicate the accumulation of reaction-
inhibiting products, which in turn translates into lower efficiency of Cel_B hydrolysis.
If the enzyme complex with Trichoderma is used, high activity in the crystalline regions
is also possible, which in turn leads to greater efficiency of the cellulose bioconversion
process and to a higher glucose content for Cel _A-Tr compared to Cel_B-Tr. Moreover,
there is a noticeable lack of clear differences in the effectiveness of the applied enzyme
complex with Aspergillus sp., which follow firstly from the lower activity of the complex
itself, and also from a different, less effective composition of the complex. Cellulases from
Aspergillus sp. have more p-glucosidases than other enzyme classes that are important
in the hydrolysis process, e.g., endo-exoglucanases, compared to the enzyme complex of
Trichoderma reesei [84], which in turn translates into a low efficiency of the process with the
use of this enzyme. However, in the case of using enzymes derived from Aspergillus sp., no
clear differences were observed in the yield of the reaction between the materials used.
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It is also worth emphasizing that obtaining a large amount of nanometric cellulose
fractions in the case of using the enzyme of Trichoderma reesei with high activity is associated
with low recovery of nanocellulose, at the level of approx. 20%, and approx. 80% of
microcrystalline cellulose conversion went to glucose (Table 2). In the case of using a
cellulolytic enzyme obtained from the microscopic fungus Aspergillus sp. with lower
activity, the bioconversion of cellulose to glucose is limited and, consequently, a higher
efficiency of the cellulose filler is obtained. On the basis of the obtained results for this
system, high recovery of nanocellulose was obtained, at a level of approx. 90% (Table 2),
although the filler particles were characterized by a smaller amount of nanometric fractions
and higher polydispersity, which will be discussed in the Section 3.1.3. The obtained
results indicate that the selection of enzyme complexes and the supermolecular structure
of cellulose are of decisive importance for the design of cellulose enzymatic processes.

3.1.2. XRD Investigation of Cellulose after Enzymatic Treatment

XRD studies were used to analyze the supermolecular structure of native celluloses
and enzymatic hydrolyzed celluloses. Figure 2 shows the diffraction patterns for cellulosic
materials before and after the biotransformation process.
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— 800
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z
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=
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Figure 2. Diffractograms of cellulose Cel_A (A) and Cel_B (B) and celluloses hydrolyzed with enzymes.

The X-ray analysis for both tested materials showed the presence of the polymorphic
form cellulose I at 2 0 angles of 15°, 16.5° and 22.7° [85], whose peaks correspond to lattice
planes with Miller indices amounting to (010), (110) and (200) [86]. However, the treatment
of cellulosic material with enzymes resulted in a marked differentiation of the intensity of
the diffraction peaks, which indicates changes in the content of the crystalline phase.

The results obtained for Cel_A cellulose show that enzymatic hydrolysis with the use
of cellulases from the microscopic fungus Trichoderma reesei (Cel_A-Tr) is responsible for the
greatest changes in the supermolecular structure, which confirms that the highest intensity
of the diffraction curve was obtained (approx. 1100). In the case of microcrystalline native
cellulose, the intensity is approx. 850. The performed calculations showed an increase
in the degree of crystallinity for the Cel _A-Tr system to the value of 56%. In turn, the
use of the Aspergillus sp. enzyme reduced the degree of crystallinity to 43% (Table 3).
Similar relationships were observed in the case of Cel_B cellulose, for which the enzymatic
treatment with the Trichoderma reesei enzyme resulted in a significant increase in the degree
of crystallinity (from 29% to 51%).
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Table 3. The results of the X-ray diffraction pattern of native celluloses and celluloses hydrolyzed
with enzymes.

Sample Degree of Crystallinity (%)
Cel LA 49
Cel A-Tr 56
Cel_A-Asp 43
Cel B 29
Cel_B-Tr 51
Cel_B-Asp 32

The enzymatic hydrolysis of cellulose has a complicated mechanism in which all types
of enzymes take part, i.e., exogluconases, 3-glucosidases and endoglucanases [87]. The first
group of enzymes is responsible for the gradual degradation of cellulose into cellobiosis,
starting at the ends of the chains. f-glucosidases hydrolyze soluble celodextrins to glucose
during this time. A third group of enzymes randomly hydrolyze internal glycosidic
linkages, shortening the cellulose chains. The observation of the increased crystallinity as a
result of the action of Trichoderma reesei enzyme may be the result of the active activity of
endoglucanases, which are responsible in the first stage for the degradation of cellulose
chains in the amorphous fraction. This is in line with the work of Lindman et al. [19], who
proved that amorphous regions from crystalline fractions are distinguished by a lower
energy balance, which ultimately leads to easier dissolution of these parts. Additionally,
in other studies, the depolymerization of cellulose leading to the shortening of polymer
chains was observed [88-90]. An interesting result is the observation of a decrease in the
degree of Cel_A crystallinity in the case of the use of the Aspergillus sp. enzyme, which
can clearly indicate a low activity of this type of enzyme in relation to the degradation of
cellulose chains. This may result from the type of enzymes used when this cellulolytic
enzyme is used. It is worth emphasizing that the enzyme from Aspergillus sp. differs from
the cellulase from the microscopic fungus Trichoderma reesei not only in activity, but also
in constituent enzymes, whose synergistic correlation is responsible for the efficiency of
the cellulosic material bioconversion process and, consequently, for changes in structure
of the tested material. Moreover, Houfani et al. [91], Pirich et al. [92], Arantes et al. [33]
and Albornoz-Palma et al. [32] also emphasized in their work that the effectiveness of
enzymatic cellulose hydrolysis is influenced by properly selected cellulases, which should
synergistically correlate with each other.

However, in the case of Cel_B cellulose hydrolysis in the presence of the Aspergillus sp.
enzyme, a slight increase in crystallinity can be observed, which may indicate a greater
interference of this enzyme during the interaction with cellulose with a higher amorphous
fraction content.

The obtained results correlate perfectly with the chromatographic results, in which
it was also noticed that the use of Trichoderma reesei enzymes is the most effective in the
context of the cellulose hydrolysis process, which is confirmed by the largest amount of
glucose obtained.

3.1.3. Determination of Particle Sizes for Treated Celluloses

The laser diffraction technique was used to determine the effect of the enzymatic
treatment of two types of native celluloses on the particle size. Figure 3 shows graphs
illustrating the obtained results of particle sizes achieved for cellulose materials subjected
to enzymatic hydrolysis with the use of the enzymes of Trichoderma reesei and Aspergillus sp.
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Figure 3. The particle size distribution of celluloses after enzymatic modification: (A) Cel _A-Tr, (B) Cel_A-Asp, (C) Cel_B-Tr,
(D) Cel_B-Asp.

The unmodified Cel A cellulose material had a particle size of 20 um. By using the
enzymatic treatment of this cellulose with the use of cellulases from the microscopic fungus
of the genus Trichoderma, clear changes in the nanometric structure content of the material
were noticed, obtaining about 99% of the nanometric fraction below 100 nm in size, while
the Z-average is 75 nm (Table 4). In the case of the analyzed cellulose modified with
the Aspergillus sp. enzyme, there was a clear differentiation in the size of the material
particles. For this material, no nanometric particles below the size of 100 nm were found,
while particles were recorded in two fractions, in the range of 106-255 nm (53.3%) and
0.45-1.48 um (46.7%). Additionally, this material has a Z-average value of 505 nm.

Table 4. Dispersive properties of modified celluloses.

Sample Z-Average (nm) PDI
Cel A-Tr 75 0.105
Cel_A-Asp 505 0.277
Cel_B-Tr 76 0.181
Cel_B-Asp 135 0217

The enzymatic treatment of Cel_B cellulose with Trichoderma reesei also resulted in
obtaining cellulose with a nanometric fraction below 100 nm at the level of approx. 84% and
a Z-average equal 76 nm. For the cellulose material, after the enzymatic hydrolysis process
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with the enzyme from Aspergillus sp., a wide size range of the fraction was determined
(91-255 nm). For this system, only a small number of nanometric particles (approx. 11%),
and a Z-average equal 135 nm can be observed, although no micrometric fraction was
detected. An interesting result in the case of the enzymatic process using cellulase from
Aspergillus sp. is obtaining a much larger amount of Cel_B nanometric fractions compared
to Cel_A cellulose. These results confirm that, e.g., the structure of cellulose material has a
key influence on the course and efficiency of cellulose bioconversion reactions. Based on
the literature [82,83], it is known that the crystalline regions in cellulose with an ordered
structure and with lower energy are responsible for the stability of the chains and their
high resistance to enzymatic decomposition, while the amorphous regions characterized
by a disordered structure are more susceptible to enzymatic hydrolysis. Consequently,
cellulose B (Cel_B), with a much larger number of amorphous regions, is more susceptible
to the action of the enzyme agent Aspergillus sp., which therefore led to a smaller particle
size compared to cellulose A, containing a greater number of regions with a crystalline
structure.

It is also worth emphasizing that the enzymatic hydrolysis of all types of cellulose
resulted in obtaining nanocelluloses with polydispersity (PDI) in the range of 0.105-0.217.
According to the literature data [93], these values signal that the considered systems are
moderately polydisperse. It should be noted that nanocelluloses obtained with the use of
the Trichoderma reesei enzyme are characterized by lower polydispersion compared to fillers
obtained with cellulase from Aspergillus sp.

Observing the obtained results of the particle size in our work, it should be emphasized
that in other works, much larger particle sizes were obtained. Ribeiro et al. [94], using the
Carezyme enzyme, obtained cellulose particles larger than 400 nm. Additionally, in the work
of Beltramino et al. [95], nanocellulose, obtained by acid hydrolysis and enzymatically
pretreated with cellulose provided by Fungal Bioproducts, had a Z-average of about 80—
90 nm. In the work of Yarbrough et al. [46], as a result of the use of two types of enzymes
(. reesei and Caldicellulosiruptor bescii), cellulose particles were obtained in the Kraft pulp
enzymatic hydrolysis process in two fractions with a size of approx. 100-200 nm and
500-700 nm. These works did not analyze the polydispersity of the obtained nanocellulose
particles.

The conducted DLS studies perfectly correlate with our earlier chromatographic
analysis, during which a significantly higher concentration of monosaccharide in the post-
reaction material was noted for samples modified with cellulase from the microscopic
fungus Trichoderma reesei, thanks to which it is possible to find a much higher efficiency
of the process than in the case of the Aspergillus sp. Structural studies showed an increase
in the degree of crystallinity of celluloses in the case of enzymatic hydrolysis with the
enzyme of Trichoderma reesei, which confirms the effect of this type of enzyme towards the
degradation of cellulose chains in the amorphous fraction. Moreover, the observations
made prove that the efficiency of the enzymatic hydrolysis process is influenced by the
type of cellulolytic enzyme used and the selection of a material with appropriate initial
structural parameters.

3.1.4. FTIR Spectroscopy

Infrared spectroscopy studies were used to evaluate the structural changes in cellulosic
materials treated with cellulolytic enzymes.

The highest susceptibility to bioconversion for the materials used was observed for
cellulose A (Cel_A-Tr) after enzymatic treatment with the use of a complex of cellulases
obtained from a fungus of the genus Trichoderma. For the vibrations of the hydroxyl group
at about 3350 cm !, a decrease in intensity and a narrowing of the bandwidth were found
as well as a shift towards lower values of the wavenumber (Figure 4). These changes may
result from intermolecular interactions and energy changes within the hydrogen bond
during cellulose bioconversion [96].
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Figure 4. FTIR spectra of cellulose Cel_A after enzymatic reaction in the range 4000-500 em 1 A Cel_A, B Cel_A-Tr, C

Cel_A-Asp.

The effect of enzymatic treatment for Cel_A cellulose is also illustrated by the “fin-
gerprint” range of 1800-500 cm~'. Namely, there is a visible decrease in the intensity
of CH deformation bands at 1370 cm ™!, CH2 bands at C-6 at 1316 cm™! and vibrations
of § COH in the plane at C-6 at 1199 cm~!. The reduction of the relative absorbance of
the bands also applies to the deformation vibrations & for the CH2 groups at C-6, at C6
5 OCH at 1429 cm L. Tts position is also attributed to changes in the rotation energy of
hydroxyls at positions 3 and 6 (C3-O3 and C6-06) [97]. This band also provides information
about changes under the influence of enzymes in the crystalline regions of cellulose. The
significant reduction in the intensity of this band is especially evident after the action of
the cellulase complex of Trichoderma reesei Cel_A-Tr compared to the samples treated with
Aspergillus sp. Cel_A-Asp (Figure 4).

Significant activity of cellulolytic enzymes was also found for the bands concerning
amorphous areas of cellulose at 898 cm™!. An increase in the relative intensity of the
898 cm ™! band and a decrease at 1428 cm ™! for the Cel_A-Asp sample after treatment with
Aspergillus sp. cellulases indicate a decrease in the crystallinity of this material. On the
other hand, the different relationships observed of these bands for Cel_A-Tr cellulose with
Trichoderma reesei show an increase in cellulose crystallinity after bioconversion. This is
explained by the fact that the amorphous regions that are more susceptible to enzymes are
destroyed first and then the crystalline regions are degraded. The results of the spectral
analysis for cellulose A correlate with the results of the X-ray analysis (Table 3) and confirm
the more effective action of cellulases obtained from Trichoderma reesei.

The influence of enzymes on structural changes is also reflected in vibrations of
other bands, including those originating from the glycosidic bond. For Cel_A cellulose,
a decrease in the intensity of the asymmetric stretching vibrations (antisymmetric bridge
stretching) of the C-O-C glycosidic bond, as well as the stretching of C-O and deformation
of OH in C-OH for the band at 1165 cm !, was found. This indicates that the cellulose
chain may be depolymerized under the influence of enzymes. It is also evidenced by the
reduction of the relative absorbance of the C-O stretching vibrations of the ring in the
plane at about 1098 cm .

The obtained results indicate that the use of cellulases from the fungus Trichoderma
reesei effectively affects both amorphous and crystalline regions and the glycosidic bonding
of cellulose, increasing the bioconversion effect of this material.

Structural changes and depolymerization of the cellulose chain after the action of
enzyme complexes were also found for Cel_B cellulose. The spectral analysis presented in
Figure 5 shows a decrease in the relative intensity of the OH hydroxyl stretching groups
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at about 3350 cm ! and the CH vibration of the methyl and methylene groups at about
2897 cm~!. On the other hand, in the field of the “fingerprint”, the differences concern
mainly the reduction of the intensity of the glycosidic bond at 1160 em 1, and also the
vibrations of the COC, CCO, CCH stretching bands at C-5 and C-6 at 898 cm~!. For
Cel_B cellulose, these changes are also visible in the action of the enzyme complex from
Aspergillus sp., mainly due to the interaction of cellulases with a material characterized
by a large proportion of amorphous areas. It should be emphasized that, unexpectedly,
no differences were found in the intensity of the peaks for Cel_B-Tr and Cel_B-Asp. This
may have been caused by a completely different supermolecular structure of this type of
cellulose, which due to the large number of amorphous areas will be characterized by a
significantly different accessibility to the enzymes used. This is confirmed by DLS research.
In the case of celluloses B (Cel_B-Tr and Cel_B-Asp), nanometric particles were obtained in
a similar range of approx. 255 nm, without the participation of the micrometric fraction,
and this can explain the obtaining of similar peak intensities on FTIR spectra. In the case of
systems with cellulose A, a completely different behavior can be observed. Cel _A-Tr was
characterized only by the nanometric size, and in the case of the Cel _A-Asp system, two
fractions of cellulose particles—nanometric and micrometric—were found. The performed
FTIR spectral analysis confirms and complements the X-ray and chromatographic analysis
as well as DLS tests.
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Figure 5. FTIR spectra of cellulose Cel_B after enzymatic reaction in the range 4000-500 em~!: A Cel_B, B Cel_B-Tr, C

Cel_B-Asp.

3.2. Characteristics of Composite Malerials
3.2.1. Structural Studies of Polymer Composites

Structural studies of polymer composites were performed in order to determine the
effect of controlled enzymatic modification of cellulose filler on their crystal structure.
Figure 6 shows the XRD pattern of the polypropylene matrix and composites with cellulose
filler before and after enzymatic treatment.

The presented diffractograms show the presence of two polymorphs—a and —
which are characteristic of the polypropylene matrix. This is evidenced by the occurrence
of diffraction maxima for the «-PP form at the 2 0 angle equal to 14, 17, 18.5, 21 and 22° and
for B-PP equal to 16.2°. Moreover, the illustrated changes in the intensity of the maximum
corresponding to the B form of the polypropylene matrix on the XRD pattern indicate
structural changes in the analyzed composite materials, which may consequently affect
their strength properties. Table 5 shows the content of the  form for each of the tested
systems.
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Figure 6. Diffractograms of polypropylene matrix and composite materials.

Table 5. The content of the B-PP form in composite systems and polypropylene matrix.

Sample Content of the B-PP Form (%)
PP 10
PP+ Cel_A 20
PP+ Cel_A-Tr 41
PP + Cel_A-Asp 22
PP + Cel B 17
PP + Cel_B-Tr 40
PP + Cel_B-Asp 29

The conducted diffractometric studies allowed us to determine the amount of the f
form for each of the analyzed materials using the Turner-Jones formula [80]. For unfilled
polymer, the content of 3-PP was 10%, the value of which is characteristic for injection
processes of semicrystalline materials in which shear forces occur. The systems with
unmodified microcrystalline filler had similar values of this form, at the level of approx.
17-20%. The marked intensification of the 3-PP variety for composites whose filler has
been subjected to controlled enzymatic hydrolysis using cellulase from the microscopic
fungus Trichoderma reesei, where the volume of this polymorphic variety fluctuates around
40%, is noteworthy. Moreover, the composite material with the filler after the treatment
with the Aspergillus sp. enzyme was also characterized by an increase in the content of
B-PP, amounting to approx. 22-29%, although its amount was definitely lower than in the
case of other tested samples.

Structural investigations of composites perfectly correlate with the previously dis-
cussed results of laser diffraction. Polypropylene composites containing fillers subjected to
enzymatic modification with the fungus of the genus Trichodernia, which were characterized
by a higher content of the nanometric fraction, are characterized by a clearly greater content
of the 3 polymorph in comparison to other tested systems. It can be concluded that the
greater the number of nanometric particles in the analyzed material, the more likely it is
to obtain higher shear forces during processing. Consequently, these composite systems
have a larger amount of p-PP. A large number of studies can be found in the literature to
present the effect of the particle size of the filler on the shear stress value or rheological
properties [98-100]. In these works, the authors proved that the smaller the size of the filler
particles in the form of wood flour in the polymer matrix, the greater the shear stresses and
the apparent viscosity of the tested materials that can be obtained. Similar conclusions were
reached by Bose and Mahanwar [101], who observed an improvement in the rheological
properties of polymer systems with the addition of a filler, which was characterized by a
smaller particle size than other tested materials.
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3.2.2. Investigation of the Nucleation Activity of Composite Materials by Differential
Scanning Calorimetry

Differential scanning calorimetry studies were carried out in order to determine the
phase transformations taking place in composite materials containing microcrystalline
cellulose and nanometric cellulose. Figure 7 shows the calorimetric curves of exothermic
changes for a polypropylene matrix and composites containing Cel_A and Cel_B cellulose.

— PP 25

—PP+Cel_A
PP+Cel_B-Tr

PP+Cel_A-Tr
—— PPeCel_B-Asp

—— PP+Cel_A-Asp

110 160 60 110 160

Temperature [*C] Temparature [*C}

(A) (B)

Figure 7. Thermograms of the crystallization process for polypropylene matrix and composite materials with cellulose
Cel_A (A) and cellulose Cel_B (B) before and after modification.

The presented calorimetric curves show the course of the crystallization process of
the polypropylene matrix in the presence of cellulose fillers. For composite materials with
an unmodified cellulose filler, the crystallization temperature values were 122.5 °C for
the PP + Cel_A system and 122.1 °C for PP + Cel_B. It has been found that carrying out
the enzymatic treatment of the cellulosic material is responsible for significant differences
in the values of crystallization temperatures. The highest crystallization temperature
was found for the systems modified with the enzyme of the genus Trichoderma. In both
cases of the celluloses used, a significant increase in the T. value by approx. 6-7 °C was
observed, which oscillated at the level of 128.2 °C for PP + Cel_A-Tr and 129.2 °C for PP +
Cel_B-Tr. A significant increase in the crystallinity temperature in the case of systems with
modified cellulose with the Trichoderma enzyme can be explained by the nucleating effect of
nanoparticles of this type of filler. According to Zanjanijam et al. [102], the increase in the
crystallization temperature in composite systems may be caused by a reduction in the size
of the filler particles and obtaining a homogeneous dispersion in the polypropylene matrix,
which ultimately leads to an improvement in interfacial adhesion between the components.
Moreover, Shabani et al. [103] proved that nanoparticles can affect the crystallinity of a
polymeric material by changing the speed of growth and nucleation processes, which is
explained by the effect of heterogeneous nucleation. For composites with a filler modified
with cellulase from Aspergillus sp., an increase in the temperature value by approx. 5 °C
was noted for PP + Cel_B-Asp, while for the material PP + Cel_A-Asp, a slight decrease
in this T value by approx. 2 °C was observed when compared to composites containing
native cellulose.

The tests of differential scanning calorimetry showed comparable values of the melting
point for all composite systems, which are from approx. 162-166 °C.

The next stage of calorimetric tests was the determination of phase conversion curves
for composites (Figure 8), on the basis of which the half-times for the crystallization process
of composite systems were determined (Table 6).
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Figure 8. The crystal conversion of composites with PP matrix and unmodified and modified cellulose Cel_A (A) and
unmedified and modified cellulose Cel_B (B).

Table 6. The results of the differential scanning calorimetry and the polarizing interference microscopy for materials with
PP matrix and cellulose fillers (n.d.—not determined).

Half-Time of Temperature of D . . Transcrystalline
5 R egree of Induction Time

Sample Crystallization Crystallization Crystallinity (%) (min) Layer Growth

(min) (@] Rate (pm/min)
PP 2.7 1133 39 nd. n.d.
PP+ Cel_A 22 1225 20 5 22
PP + Cel_A-Tr 14 1282 20 3 28
PP + Cel_A-Asp 21 120.3 21 11 1.2
PP + Cel_B 20 1221 22 13 L5
PP + Cel_B-Tr 14 1292 25 3 3.2
PP + Cel_B-Asp 1.8 127.6 20 3 24

The analysis of the obtained results showed that the action of specific cellulases on
cellulose material, and consequently obtaining a filler with appropriate dispersion and
morphological properties, have a significant impact on changes in the course of phase
conversion curves of composite systems. The enzymatic treatment of the filler resulted in
higher values of the degree of phase conversion and lower values of the half-times of the
polypropylene matrix crystallization process in the presence of enzymatically modified
fillers than in the case of composites with native cellulose. The most significant effect of
enzymatic hydrolysis on cellulose material was observed with the use of cellulases from
the microorganism Trichoderma in both systems, in which a clear reduction of crystallization
half-times to the level of approx. 1.4 min was found. In the case of composite systems
with a filler obtained after modification with cellulolytic enzyme from Aspergillus sp., a
slight decrease in the value of crystallization half-times was noted compared to composite
systems with native cellulose. However, in the case of celluloses modified with this type
of enzyme, a shorter half-time of crystallization for Cel_B-Asp cellulose can be noticed.
Moreover, the performed calorimetric tests allowed us to determine the value of the degree
of crystallization of the polypropylene matrix and composites with native celluloses and
with an enzymatically modified filler. The pure polymer matrix was characterized by a
crystallinity degree value equal to 39%. The addition of cellulose fillers not subjected to
enzymatic modification reactions and after the bioconversion process caused a significant
decrease in the value of the degree of crystallization, obtaining comparable values for each
of the systems, ranging from 20 to 25%.

On the basis of the obtained results, it can be concluded that the enzymatic treatment
of the cellulose material is responsible for increasing the nucleic activity of the filler surface
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in the polypropylene matrix. However, it was shown that only in the case of enzymatic
hydrolysis with the use of cellulolytic enzymes from the microorganism of the genus
Trichoderma was a significant increase in nucleating activity obtained, which is manifested
by an increase in the value of the degree of crystallinity, degree of phase conversion and
reduction of half-times of crystallization. This can be explained by the fact that the action
of the Trichoderma enzyme resulted in the production of a cellulose filler with a nanometric
particle size, which is characterized by a much larger specific surface, which in turn causes
a greater interaction at the interface with the polymer matrix. In the works [104,105], it can
also be noticed that nanofillers are characterized by higher nucleating activity compared to
micrometric fillers.

3.2.3. Examination of the Morphology of Composite Materials by Microscopy with a
Heating Attachment

Microscopic tests with a heating attachment were carried out in order to observe the
phenomena at the interface in composite systems containing various types of cellulose
fillers. The main goal was to analyze the influence of the enzymatic hydrolysis reactions on
the process of shaping the crystal structure of the polymer matrix.

Figures 9 and 10 illustrate the isothermal crystallization process of cellulose composites.

(A) (B) (€

Figure 9. Microscopic images of the stages of nucleation processes and the increase in the crystal
structure of isotactic polypropylene matrix (136 °C) in the presence of cellulose fillers: (A) PP + Cel_A,
(B) PP + Cel_A-Tr, (C) PP + Cel_A-Asp.
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(A) (B) ©

Figure 10. Microscopic images of the stages of nucleation processes and the increase in the crystal
structure of isotactic polypropylene matrix (136 °C) in the presence of cellulose fillers: (A) PP + Cel_B,
(B) PP + Cel_B-Tr, (C) PP + Cel_B-Asp.

All microscopic photos show composite systems that are characterized by the ability to
form transcrystalline structures at the polymer—cellulose filler interface, albeit with different
effectiveness of their formation. The nucleation ability of certain fillers is extremely high so
that subsequent crystal growth is normal to the filler until the growing front is impeded
by the growth of spherulites nucleated in the bulk. Thus, a columnar crystalline layer is
known as a transcrystalline structure. It can be concluded that the effectiveness of the
process of the formation of transcrystalline structures is influenced by the type of cellulose
filler used.

In order to determine the nucleation capacity, kinetic parameters were determined:
the time of induction of crystallization and the growth rate of TCL structures, which are
presented in Table 6. In the case of composite materials containing nanocellulose after
treatment with cellulase from the microorganism of the genus Trichoderma characterized by
the shortest induction times (3 min), significantly higher values were found in the growth
rate of the spherulitic structure both for the PP + Cel_A-Tr sample (2.8 um/min) and for
the PP + Cel_B-Tr material (3.2 um/min). Moreover, when cellulose treatment with the
cellulolytic enzyme from Aspergillus sp. was used, a significant deterioration in the ability to
form transcrystalline structures on the filler surface for PP + Cel_A-Asp (1.2 um/min) and
an increase in induction time (11 min) were noted. For the Cel_B-Asp material, comparable
values of the induction time (3 min) for composites with nanofillers after modification with
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the cellulolytic enzyme of Trichoderma reesei and an increase in the rate of formation of
TCL structures (2.4 um/min) were found. Obtaining a much lower crystallization growth
rate and increasing the induction time in the case of the PP + Cel_A-Asp system may be
correlated with the size of the filler particles. In the case of the Cel_A-Asp filler (as the
only one), the presence of a significant number of micrometric particles (almost 50%) was
found, which may significantly affect the nucleating effect in the polypropylene matrix.
We also noted in our earlier work [106] that the increase in the micrometric particle content
in the hybrid lignin filler is responsible for the deterioration of the nucleation capacity in
the polypropylene matrix. This can be explained by the smaller specific surface, which in
turn reduces the nucleation activity.

The formation of transcrystalline structures proves that there are large interactions
between the polymer matrix and the filler. Based on the literature, it can be seen that
carrying out chemical modifications is often responsible for reducing the ability to create
TCL structures [81,107-109]. However, carrying out the enzymatic hydrolysis reaction
resulted in a significant increase in nucleating activity, albeit mainly when using the
enzymes of Trichoderma reesei. Moreover, the obtained results of microscopic examinations
perfectly correlate with calorimetric studies, which also confirmed the highest nucleation
abilities for this type of system. Obtaining high nucleation activity of the obtained cellulose
fillers as a result of enzymatic treatment is extremely important from the point of view of
processing processes, because it shortens the technological cycle times. In addition, the
presence of transcrystalline structures, and thus high nucleation activity, also improves the
strength characteristics [109,110].

3.2.4. Tests of the Strength Properties of Composite Materials

Tests of the strength properties of polypropylene composites with cellulose fillers
were carried out in order to determine the influence of controlled enzymatic modification
of cellulose on the strength properties of these materials. Table 7 presents the results of
mechanical tests, such as: tensile strength, Young’s modulus, elongation at break and
impact strength for the polymer matrix and all composite systems.

Table 7. Mechanical tests for composite materials and polypropylene matrix.

Tensile Elongation at Impact Strength
Sample Strength (MPa) Modulus)(GEa) Brfak (%) p(k]lmz) 8

PP 30.2 (0.18) 1.31 (0.08) 342 (21.1) 51.8 (0.89)
PP+ Cel_A 31.5(0.37) 1.75 (0.20) 18.2 (3.8) 18.4 (2.31)
PP + Cel_A-Tr 35.8 (0.20) 1.43 (0.13) 72.5(5.6) 37.6 (1.24)
PP + Cel_A-Asp 32.4(0.33) 1.70 (0.21) 21.6 (3.1) 20.4 (2.04)
PP + Cel_B 31.1(0.41) 1.77 (0.19) 15.7 (3.9) 16.9 (2.75)
PP + Cel_B-Tr 36.1 (0.26) 1.46 (0.11) 69.8 (4.3) 38.1 (1.56)
PP + Cel_B-Asp 34.4 (0.23) 1.52(0.14) 34.7 (3.6) 27.3 (1.94)

Analyzing the results obtained for the tested systems, it was found that the composite
systems after the enzymatic treatment had higher values of stress at break than in the case
of the polymer matrix (30.2 MPa), as well as composite materials with microcrystalline
cellulose (31 MPa). Attention should be paid to obtaining higher tensile strength for
systems with cellulose treated with cellulose enzymes from the microscopic fungus of
the genus Trichoderma (approx. 36 MPa) compared to composites with filler treated with
cellulase from Aspergillus sp. (32-34 MPa). An improvement in strength as a result of
adding nanocellulose was also observed in the case of other polymer matrices, e.g,, gelatin—
starch [111], polyester [112], poly(butylene adipate-co-terephthalate) [113] or chitosan [114].
Moreover, improved mechanical parameters were obtained for composites containing
maleated polypropylene reinforced with crystalline nanocellulose [77] and a polypropylene
matrix with the addition of cellulose nanofibers in the form of a suspension with 10 wt.
percentage [74].
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The lowest values of Young’s modulus of elasticity were characteristic for nanocom-
posites whose filler was modified with cellulase from Trichoderma reesei, at the level of
approx. 1.4 GPa and slightly higher than the unfilled polymer matrix (1.3 GPa). Higher
values of the modulus of elasticity were recorded for composite materials with native
cellulose and with a filler after enzymatic hydrolysis with cellulase from Aspergillus sp.
(1.52-1.77 GPa), which may be due to a higher content of the a-PP variety. Additionally, Lee
etal. [115] observed that the composite of polyamide 6 with the addition of nanocellulose
was characterized by a significant increase in the modulus of elasticity compared to a
polyamide matrix.

The work of Liu et al. [61] showed that the tensile strength after the introduction
of cellulose nanoparticles increased by almost 15% compared to a pure polypropylene
matrix (approx. 28 to 33 MPa) and a reduction in impact strength (approx. 24 to 18 J/m)
was found. Liungberg et al. [73] noted that chemically obtained nanocellulose, which
was additionally modified by the addition of surfactants, was responsible for obtaining
an increase in tensile strength (approx. 19 to 27 MPa). Moreover, in another work [77],
it was noted that CNC/ polypropylene composites with the addition of a compatibilizer,
were characterized by greater tensile strength by 16% (approx. 37 to 41 MPa) and a greater
Young's modulus by 30% (approx. 1180 to 1580 MPa) compared to the unfilled matrix.
Comparing the results of mechanical tests achieved in other studies, it can be seen that the
obtained polymer composites in our tests are characterized by significantly higher values of
stress at break as well as modulus of elasticity. It is also worth noting that the composites in
this study did not contain any compatibilizing agents, as in other studies, which confirms
the high application potential. The explanation for this is that, as a result of enzymatic
processes, a cellulose filler of nanometric dimensions was obtained, without micrometric
particles. In addition, fillers with such dispersion characteristics of particles are responsible
for the possibility of selectively shaping individual polymorphs of the polypropylene
matrix, which in turn determines the final strength properties of the obtained composite
systems.

An interesting aspect is that nanocomposites with cellulose nanofiller obtained as
a result of an enzymatic reaction with the use of the enzyme of Trichoderma reesei are
characterized by much higher elongation at break values (approx. 70%) than other analyzed
composites (approx. 18-34%). Additionally, studies undertaken by El-Hadi [116] showed
that the addition of nanometric cellulose to poly(lactic acid) resulted in a significant
improvement in elongation, even up to 205%. However, Srivastava et al. [117] found that
the addition of 3 wt. percentage nano-sized cellulose to polyvinyl alcohol resulted in an
improvement in tensile strength, while the elongation at break was reduced. Moreover,
obtaining these results may be caused by the presence of a much larger amount of the 3-PP
variant, the presence of which causes lower elasticity and greater deformability [118] than
the polypropylene matrix, in which there is only the «-PP variant or the content of the
B-PP is negligible.

Obtaining greater flexibility by composites with nanocellulose obtained by treatment
with enzymes from Trichoderma reesei was also confirmed by impact tests. For this type of
composite material, significantly higher impact toughness values were obtained, which
amounted to approx. 38 kJ/m?. The remaining composite materials containing micro-
metric as well as nanometric cellulose obtained as a result of the enzymatic reaction with
Aspergillus sp. were characterized by a much lower impact strength at the level of approx.
1727 kJ/ m?. Greater resistance to cracking under load for composite materials with filler
of Cel_A-Tr and Cel_B-Tr can be explained by a higher content of nanometric particles as
well as a higher content of the p-PP variety.

The conducted mechanical tests have shown that obtaining nanometric cellulose as a
result of enzymatic reactions may affect the strength properties of the obtained polymer
composites. However, it should be noted that only composites with the filler obtained
with the use of the Trichodernia reesei enzyme are characterized by greater strength at break,
impact strength and flexibility.
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4. Conclusions

The use of a complex of cellulases obtained from a fungus of the genus Trichoderma
turned out to be an effective method of obtaining cellulose of nanometric particles with a
very low polydispersity. It should also be emphasized that for the first time, nanocellulose
obtained as a result of controlled enzymatic hydrolysis of micrometric cellulose was used
to produce polypropylene composites with a defined supermolecular structure, nucleation
activity and strength characteristics.

The conducted XRD, DLS, FTIR and HPLC tests showed that the efficiency of cellulose
bioconversion depends on the cellulolytic enzyme used. The highest efficiency of the
enzymatic hydrolysis process was observed when using the enzyme complex from the
microscopic fungus Trichoderma reesei, which was confirmed by obtaining more glucose,
higher values of the degree of crystallinity and a greater amount of cellulose nanoparticles
compared to the use of cellulolytic enzyme from Aspergillus sp. It is worth mentioning that
by controlled enzymatic hydrolysis, it is possible to obtain cellulose with an amount of
nanometric particles ranging from about 84% to 99% (depending on the type of micrometric
cellulose used). Moreover, nanocelluloses obtained with the use of the Trichoderma reesei
enzyme are characterized by lower polydispersity compared to materials obtained with
the use of the enzyme from Aspergillus sp. It should be emphasized that a greater amount
of nanometric fraction was obtained compared to the results described in other studies,
which was a direct cause of obtaining higher strength of polypropylene composites than
those described to date. However, it should be noted that obtaining a large amount of
nanometric particles was responsible for obtaining a low recovery of nanocellulose, and a
large amount of simple sugars. The use of enzymes with lower activity in the hydrolysis
process contributed to a significant increase in the recovery of nanocellulose, although
the obtained fraction of nanofillers was characterized by greater polydispersity and the
presence of micrometric particles.

Physicochemical studies of composite materials have shown interesting relationships
between the dispersion-morphological parameters of nanocelluloses and the supermolec-
ular structure and mechanical properties of the obtained composites. Structural tests of
polypropylene composites have shown that the type of cellulose nanofillers used has a
significant impact on the generation of two polymorphs occurring in the polypropylene
matrix—x and (3. It turned out that the filler obtained as a result of the reaction using
cellulase from Trichoderma reesei influenced the formation of a very large amount of the
B-PP variant (about 40%) in composites. In addition, composites containing nanometric
fraction fillers were characterized by a higher content of this polymorph in comparison to
the systems containing micrometric cellulose.

Moreover, obtaining nanometric cellulose as a result of enzymatic hydrolysis with
the use of the Trichoderma reesei enzyme had a significant effect on increasing the nucle-
ation activity of the filler surface. Composites with nanocellulose were characterized by
higher crystallization temperature values, higher phase conversion values and shorter
induction times and crystallization half-times compared to composites containing micro-
metric cellulose and cellulose treated with cellulolytic enzyme from Aspergillus sp. Itis also
worth noting that nanocellulose showed high activity in the formation of transcrystalline
structures at the polymer-filler interface.

The performed mechanical tests clearly prove the influence of the conducted enzy-
matic treatment of cellulose on the strength parameters of polymer composites. Composites
containing cellulose treated with cellulase from Trichoderma were characterized by signifi-
cantly higher tensile strength, lower Young's modulus of elasticity and higher elongation at
break and toughness. The obtained results perfectly correlate with structural studies, which
show that composites with the highest content of the B-PP variety are characterized by
greater flexibility, which is extremely important in the context of increasing the application
potential of the obtained composite materials, e.g., in thermoforming packaging techniques.

To sum up, it should be emphasized that this article describes for the first time that by
selecting appropriate cellulolytic enzymes in the cellulose hydrolysis process, it is possible
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to control the structure and dispersion and morphological parameters of the obtained
cellulose nanofillers. In addition, the obtained cellulose nanofibers with defined parameters
can be used for the production of polymer composites with a strictly defined polymorphic
structure, which in turn may influence future decision making about obtaining materials
with controllable properties, e.g., high flexibility, enabling the thermoforming process of
packaging.
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Abstract: The manuscript discusses the application of dimeric imidazolium ionic liquids with an
aliphatic linker of different lengths, constituting a new class of compounds called gemini, for the
modification of renewable materials. This innovative functionalization with the use of ionic liquids
made it possible to obtain polymer composite nanomaterials with renewable fillers, which will reduce
the consumption of petroleum-based raw materials and also be directly related to the reduction
of energy intensity. Renewable filler in the form of nanocellulose modified with ionic liquids, as
well as polymer composites with such filler obtained by extrusion and injection molding techniques,
were subjected to detailed characterization using techniques like: X-ray diffraction (XRD), Fourier
transform spectroscopy (FTIR), dispersion studies (DLS), morphological analysis (SEM), differential
scanning calorimetry (DSC), hot-stage polarized light microscopy and characterization of mechanical
properties. The use of innovative dimeric ionic liquids proved to be an effective method to carry out
efficient functionalization of cellulose. This provided a stable space structure between polysaccharide
particles, limiting aggregate formation. It was shown that chemical modification with ionic liquids
has a significant effect on the nucleation activity of cellulose fillers and the formation of the super-
molecular structure of the polymer matrix, which consequently allowed to obtain polymer composites
with excellent strength characteristics and increased flexibility, which will allow to increase their
application potential. Innovative ionic liquids have contributed to obtaining green nanomaterials
with excellent functional properties, which have not been described in the literature so far.

Keywords: nanocellulose; polysaccharide; cellulolytic enzymes; synthesis; gemini; dimeric imida-
zolium ionic liquids; functionalization; nanocomposites; structure; mechanical properties

1. Introduction

Polymer composites containing renewable lignocellulosic fillers are becoming in-
creasingly popular due to their very good mechanical properties [1,2], low density or
biodegradability [3]. The presented advantages make this type of material an alternative to
commonly used engineering composites obtained from petroleum-based raw materials in
many fields, such as the automotive, construction and packaging industries. Today, the
requirement for environmentally friendly products is not only a consequence of numerous
legal regulations but also increasingly driven by the need to develop technologies for
the manufacture of the most environmentally friendly products, as well as in the context
of the diversification of fossil resources towards renewable raw materials. Wood [4-6],
cellulose [7,8] and its nanometric counterpart, nanocellulose [9-12], are used as lignocellu-
losic fillers in polymer matrix. Unfortunately, due to numerous problems with the proper
distribution of cellulose particles in the polymer and the formation of agglomerates and, as
a consequence, poor interfacial adhesion to hydrophobic polymers as well as the tendency
of cellulose fibers to absorb water, the scientific world is looking for new solutions towards
the creation of innovative plastic fillers [13].
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Various methods of filler modification ranging from acetylation [14-17], esterifica-
tion [18-21], etherification [22] or reaction with isocyanates [23-25], sulfates [26], amines [27],
hemiacetals [28] and silanes [29-31] are used to improve adhesion between the renewable
cellulose filler and the polymer matrix. However, it is worth noting that these techniques
have a number of drawbacks. The solvents used to carry out the presented chemical modi-
fication reactions are toxic and expensive [32,33], and their effectiveness is limited [34].

In view of the numerous drawbacks associated with the presented modifications,
which involve the use of organic solvents, the scientific world is seeking new ways to replace
toxic chemicals with their more environmentally friendly and efficient replacements. A first
report in the literature [35], dating to the early 21st century, proposes that an alternative to
the above problem of chemical modification of cellulose could be the use of ionic liquids
(ILs) which are organic salts with a melting point below 100 °C and the ability to dissolve
both organic and inorganic materials [36,37]. In addition, ionic liquids are characterized by
high thermal and chemical stability [22,38] and recyclability [39,40].

Heretofore, ionic liquids with various types of cations, including imidazolium, pyri-
dine, ammonium and phosphonium in correlation with an alkaline anion [41,42], have
been used to dissolve cellulose in order to produce monosaccharides from lignocellu-
losic biomass [43—-45]. Swatolski et al. [35] used imidazolium 1-butyl-3-methyl cation
ionic liquids with different anions and found that chloride, which acted as a hydrogen
bond acceptor, was the most effective anion for dissolving polysaccharides than its non-
coordinating equivalents. Moreover, in another study, the researchers investigated the
effect of structure on the efficiency of cellulose dissolution through ionic liquids and proved
that 1-ethyl-3-methylimidazolium diethyl phosphate was the most effective substance
among other tested organic salts against cellulose dissolution reactions. In addition, they
justified the very good effect of this compound by its low melting temperature, which has a
direct impact on the efficiency of the reaction [46]. On the other hand, FitzPatrick et al. [47]
found that their proposed ionic liquid (1-ethyl-3-methylimidazolium acetate) dissolves
cellulose with high efficiency, although the viscosity of the used organic salt has a key
effect on the overall process. In addition, Sayyed et al. [48] claim that the anions included
in ionic liquids, which are strong hydrogen acceptors, are most effective in dissolving
lignocellulosic substances. Another of the interesting applications of ionic liquids is their
use as biocides or impregnating agents for lignocellulosic materials. One example of the use
of liquid organic salts is the work of Sarvaramini et al. [49], where the authors impregnated
lignocellulosic materials to obtain a highly hydrophobic renewable substance. On the other
hand, Pernak et al. [50] using 3-alkoxymethyll-methylim-idazolium tetrafluoroborates and
hexafluoro-phosphates obtained a polysaccharide with very efficient biocidal properties.

It is worth noting that ionic liquids can also be applied as solvents in functionaliza-
tion reactions of cellulosic materials to improve their physicochemical properties. An
example of the application of the reactants is the use of diallyl carbonate with 1-butyl-3-
methylimidazolium chloride as a solvent in the alkoxycarbonylation of cellulose, thereby
obtaining a material with improved thermal properties. In addition, the researchers state
that the reactants used in the functionalization of the polysaccharides with full efficiency
can be reused by recycling [51]. Ma et al. [52] used 1,4-dibutyl-3-methyl-1,2,3-triazolium
acetate to carry out chemical modifications of cellulose. Heinze et al. [53] also successfully
used 1-N-butyl-3-methylimidazolium chloride in the synthesis of cellulose acetate with a
high degree of polymerization.

The use of ionic liquids as non-direct modifiers of lignocellulosic materials without
the use of solvents seems extremely interesting. One of the works that focuses on the
use of organic salts without the use of additive solvents is the study of Borysiak et al. [4],
whose lignocellulosic filler (Pinus sylvestris L.) modified with didecyldimethylammonium
bis(trifluoromethylsulfonyl)imide in combination with a polypropylene matrix showed
increased nucleation activity, and the polymer composite had better strength parame-
ters than the pure polymer matrix. Moreover, Odalanowska et al. [54] using ammonium
and imidazolium ionic liquids to functionalize wood proved that a properly carried out
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reaction, taking into account the structure of ionic liquids, is necessary to obtain plas-
tic fillers characterized by better nucleation and strength parameters. In addition, the
researchers noted that the structure of the used organic salts has a direct effect on the
supermolecular structure of polypropylene composites. This is extremely significant in the
processing of the presented materials. In turn, other researchers used N-hexylpyridinium
acetate and N-hexylpyridinium trifluoroacetate as modifiers of microcrystalline cellu-
lose (MCC), thus obtaining effective dispersing solvents for polysaccharides [55], while
the use of 1-n-butyl-3-methylimidazolium chloride at different concentrations to func-
tionalize MCC resulted in improved thermal stability of the filler without degrading its
structure [56]. Subsequently, Croitoru et al. [57] functionalized wood methyltrioctylam-
monium bis(trifluoromethylsulfonyl)imide and trihexyltetradecylphosphonium bis(2,4,4-
trimethylpentyl) phosphinate to produce an interesting thermoplastic matrix filler. The
obtained polyethylene composites were characterized by better mechanical properties and
increased stability of the composite material to water.

The present study attempts to synthesize dimeric imidazolium ionic liquids with an
aliphatic linker of different lengths, constituting a new class of compounds called “gemini”,
which have been used as innovative modifiers of nanocellulose obtained by controlled
bioconversion of cellulose with a cellulolytic enzyme derived from a microorganism of the
genus Trichoderma. Therefore, designed organic salts will effectively functionalize cellulose
nanofiller by forming a stable space structure between polysaccharide particles, ensuring
at the same time a reduction or elimination of the formation of non-cohesive aggregates.
To our knowledge, the design and application of this type of ionic liquid, gemini, for
cellulose functionalization have not been reported before. This will be the first literature
report in this research area. According to our assumptions, this novel method of cellulose
functionalization will directly affect the formation of the supermolecular structure of the
polymer matrix, as well as the mechanical properties of the obtained polymer composites,
which will allow for increased application potential.

2. Results and Discussion
2.1. Characterization of Nanofillers
2.1.1. Supermolecular Structure of Obtained Nanocellulosic Fillers

XRD studies were used to characterize the supermolecular structure of cellulose
nanofillers obtained by enzyme hydrolysis reactions (C) and fillers functionalized with
imidazolium ionic liquids (C-IL1; C-IL2). Figure 1 illustrates the diffractograms of the
analyzed materials.
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Figure 1. X-ray diffractograms for nanocellulose (C) and after functionalization with dimeric ionic
liquids with shorter (C-IL1) and longer (C-IL2) alkyl linkers.
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Diffractometric analyses confirmed the existence of a polymorphic variety of cellulose
I. The existence of diffraction maxima at 26 angles of 15°, 17°, 22.5° and 35° originating
from lattice planes (110), (110), (200) and (004) is characteristic for polymorph I [58].

Structural studies showed that carrying out chemical modification with imidazolium
ionic liquids did not cause changes in both crystalline and amorphous structures. In
addition, all samples exhibit comparable intensities of diffraction maxima.

In the literature, ionic liquids have most often been used to hydrolyze cellulose to ob-
tain glucose as a degradation product of the polysaccharide [59-61] or to obtain a cellulose
filler with nanometric particle size [62—-64]. The researchers proved that this modification
caused pronounced changes in the degree of crystallinity of the analyzed materials by
“attacking” the ionic liquids on the amorphous regions of cellulose. It is noteworthy that
in the present study similar action of ionic liquids was not found as described by other
researchers, it means that no visible changes in the supermolecular structure of the func-
tionalized cellulose materials were obtained, and consequently no differences in the degree
of crystallinity of the analyzed samples were found. The explanation for this effect of
imidazolium ionic liquids may be that there was an effective reaction between the carboxyl
groups of gemini ionic liquids and the hydroxyl groups (-OH) of cellulose, without the
interference of ILs with the glycosidic bonds of the polysaccharide. In order to confirm
the validity of the presented thesis, Fourier transform infrared spectroscopy analyses were
carried out in a further stage of the study (Section 2.1.2).

2.1.2. FTIR of Fillers

Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) was used to determine the effectiveness
of chemical modification of the cellulosic material with imidaziolium ionic liquids. Figure 2
shows FTIR spectra before and after chemical modification of the polysaccharide.

4000

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber [cm™]

Figure 2. FTIR spectra for cellulose nanofiller before the chemical modification reaction (C) and
after treatment with imidazolium ionic liquids with a shorter alkyl linker (C-IL1) and a longer linker

(C-IL2).

The FTIR spectra obtained for cellulose nanofillers allowed confirmation of the ef-
ficiency of chemical hydrolysis using imidazolium ionic liquids and proved changes in
the chemical structure of the tested nanocelluloses. The studies were conducted in the
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range of 4000 to 500 em™!. Significant changes in the chemical structure were observed
for nanocellulose modified with ionic liquids, both with a longer alkyl linker (C-IL2) and
with a shorter alkyl linker (C-IL1). A decrease in intensity and narrowing of the band, as
well as a shift toward lower values of the wave number, were found for the vibration of the
hydroxyl group (-OH) at around 3350 cm™!. Bands at a wave number of 3350 cm ™! can
also be attributed to bending vibrations for internal and intermolecular hydrogen bonds.
Differences in the intensity of the bands characteristic of both hydroxyl group vibrations
and bending vibrations can be related to changes in the number and strength of the hydro-
gen bonds [65]. In addition, these changes in the intensity of the wave band at 3350 cm
can be attributed to the reaction of the hydroxyl groups present in the cellulose material
with the carboxyl groups existing in the used ionic liquids. Small changes in the intensity
of the bands at 2900 em !, corresponding to C-H stretching vibrations, were also found for
celluloses hydrolyzed with ionic liquids [66]. Pronounced changes were observed ata wave
number of 1740 cm ™" a band derived from stretching vibrations for the carbonyl group
(C=0), which is undeniable evidence of the efficiency of the modification reaction carried
out between the carboxyl groups present in the ionic liquids and the hydroxyl groups in
the cellulosic material. It is worth noting that a slightly higher intensity of this band was
characterized for the C-IL1 system. A decrease in the intensity of CH deformation bands
at 1370 em 1, CH2 bands at C-6 for 1316 em ! and COH oscillations at C-6 for 1199 cm !
for nanocelluloses treated with ionic liquids was also observed. A decrease in the relative
absorbance of the bands (radiation absorption) is also noticeable for the deformation vi-
brations of the CH2 groups at C-6, as well as for OCH at 1429 cm 1. The deformations,
dislocations and twists of the vibrations characteristic of anhydroglucopyranose in the band
from 1800 em ! to 600 cm !, which relate to B-glucosidic bonds, testify to the occurrence
of the first polymorphic variety—cellulose I [66,67].

The presented changes in the chemical structure of cellulose nanofillers confirm the
effectiveness of the performed chemical modification with imidazolium ionic liquids, as
evidenced by the acquisition of additional bands derived from carbonyl bonds (C=0) and
a reduction in the intensity of bands derived from hydroxyl groups.

2.1.3. Dispersive Properties of Obtained Fillers

The particle size of the obtained cellulose nanofillers was analyzed based on the
implementation of the dynamic light scattering technique. Figure 3 summarizes the results
of the DLS analysis for the tested nanomaterials.
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Figure 3. The particle size distribution of nanocellulose treated by enzymatic hydrolysis (C) and after
functionalization with ionic liquids.
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ENZYMATIC HYDROLYSIS

Unmodified nanocellulose obtained by enzymatic hydrolysis with cellulase from the
microscopic fungus Trichodernia reesei was characterized by the presence of two types of
particles in the range from 59 to 106 nm for the nanometric fraction (in the amount of 71%)
and in the range from 1.72 to 3.06 um for micrometric particles (in the amount of 29%). In
the nanometric fraction, the largest percentage of nanoparticles was characterized by grains
with a diameter of 79 nm (27.0%), while on the micrometric scale the largest percentage of
these segments could be observed at 2.30 um (11.9%).

The results of the dispersion analysis are different with respect to the analyzed nano-
celluloses treated with dimeric imidazolium ionic liquids, in which only one type of particle
is present—the nanometer fractions in the range from 51 to 106 nm. It was found that the
nanofiller, which was obtained using an ionic liquid characterized by a shorter alkyl linker
(C-IL1) was characterized by a dominant contribution of nanoparticles with a diameter of
79 nm at 37.5%, while for the filler modified with an ionic liquid with a longer alkyl linker—
C-IL2, particles with a diameter of 69 nm provided a maximum volume contribution
of 35.1%.

Dispersion studies confirmed that performing chemical modification with ionic liquids
has a significant effect on the dispersion properties of the resulting cellulose nanoparticles.
It was found that the application of the chemical functionalization method resulted in
a polysaccharide characterized only by nanometric particle size, while its unmodified
counterpart was characterized by the presence of both nano- and micrometric particles. The
explanation for obtaining a material with two types of particles in an unmodified polysac-
charide, sample (C), may be the presence of a large number of hydroxyl groups (-OH),
which are capable of forming agglomerates due to intermolecular interactions, such as
through hydrogen bonds [68,69]. As stated earlier, cellulosic materials treated with dimeric
imidazolium ionic liquids were characterized by the occurrence of only the nanometer
fraction, which may be due to the formation of permanent covalent bonds between cellulose
molecules as a result of the functionalization reaction carried out with ionic liquids. Such a
reaction mechanism simultaneously minimizes or eliminates the unfavorable intermolecu-
lar bonds responsible for the aggregation of polysaccharide nanoparticles and the formation
of a stable space structure, similar to cross-linked structures. The likely mechanism of
action of the used ionic liquids is illustrated in Figure 4.
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Figure 4. Mechanism of action of dimeric imidazolium ionic liquids against the applied cellulosic
material.
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2.1.4. Morphological Characteristics of Analyzed Nanomaterials

Scanning electron microscopy (SEM) was used to define the surface morphology of
the obtained nanofillers as well as to determine the shape of the polysaccharide particles.
Figure 5 illustrates the microscopic images of the analyzed cellulosic materials.

(b)

Figure 5. Scanning electron microscope images (C—(a)) nanocellulose obtained by enzymatic hy-
drolysis and nanocelluloses functionalized with ionic liquids with shorter (C-IL1—(b)) and longer
(C-IL2—(c)) alkyl linkers.

Microscopic analyses ideally indicate that the tested cellulosic material is characterized
by the spherical shape of the nanoparticles. It is noteworthy that the obtained nanomate-
rials are typified by the presence of particles whose size is less than 100 nm, which was
also confirmed in earlier DLS studies (Section 2.1.3). It was found that the particle size
for nanocellulose obtained by enzymatic hydrolysis reaction (C—(a)) is about 40-56 nm,
while the sizes for the materials additionally modified with imidazolium ionic liquids are
comparable and rank between 25 and 53 nm.

It is well known that obtaining ideal spherical nanofiller particles is an extremely
difficult challenge. Scientists emphasize that in order to produce spherical CNC particles,
advanced chemical techniques involving the use of concentrated acids are required, which
are preceded by supporting processes that include, for example, a method using ultra-
sound [70]. It is also worth signaling that the application of ionic liquids, although lacking
functional groups capable of reacting with the hydroxyl groups of cellulose, contributes
to the formation of fibrillar cellulose nanoparticles [71]. In our work, functionalization
of cellulose with gemini ionic liquids did not result in changes in the shape and size of
the nanoparticles. This proves that the ionic liquids used do not affect the course of the
hydrolysis reaction of polysaccharide chains and, consequently, change the nanometric
form of cellulose, as confirmed by the lack of changes in the oscillatory spectrum derived
from the glycosidic bond. The applied technique of functionalizing cellulose with dimeric
imidazolium ionic liquids is selective and concerns only the course of the esterification
reaction between the hydroxyl groups of cellulose and the carbonyl groups present in the
ionic liquids, as confirmed by FTIR studies (Figure 2). In summary, the results presented
are compatible with the previously discussed structural studies, FTIR spectroscopy and
particle size analyses.

2.2, Characterization of Nanocontposites
2.2.1. Analysis of Phase Transition

Differential scanning calorimetry (DSC) studies were used to determine the phase
transitions occurring in the tested nanocomposite materials. Figure 6 shows thermograms
derived for the crystallization process of pure polypropylene matrix in the presence of
cellulose nanofillers. In addition, Table | summarizes the determined characteristic param-
eters for the analyzed polypropylene nanocomposites—crystallization temperature (Tc),
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melting temperature (Tr,) and half-time of crystallization (t5) calculated from the phase
conversion rate ().
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Figure 6. DSC thermograms of crystallization processes for polypropylene matrix and nanocomposites.
Table 1. The determined kinetic parameters (crystallization temperature (T¢), melting temperature

(Trm) and half-time of crystallization (tg5) and PLM analysis data (induction time and the growth rate
of TCL) for the analyzed materials.

Temperature Temperature Half-Time Induction Time The Growth Rate
Material of Crystallization of Melting of Crystallization u (nllin) ! of TCL
Q) Q) (min) (um/min)
PP 114.6 165.1 26 a 1.0
FP+C 123.8 165.2 14 1 2.7
PP+ C-IL1 1183 164.6 L6 25 1.7
PP + C-IL2 121.3 165.1 18 4 1.3

The crystallization temperature for the pure polypropylene matrix is located at 114.6 °C.
It was observed that the addition of cellulose nanofillers to the polymer matrix significantly
changes the position of the exothermic peaks, towards higher crystallization temperatures.
The highest increase in T, values by 12 °C was observed for the nanocomposite material
with cellulose filler obtained by an enzymatic reaction with cellulase from a microorganism
of the genus Trichoderma (PP + C). Slightly lower values of crystallization temperature
(121.3 °C) were obtained for the nanocomposite system with cellulose chemically modified
using an ionic liquid with a longer alkyl linker (PP + C-IL2), while the lowest increase in
crystallization temperature of 118.3 °C was observed for the nanocomposite with a filler
obtained by reaction with the second of the used chemical modifiers (PP + C-IL1).

Similar conclusions regarding calorimetric studies were reached by researchers [4],
who also used ionic liquids as modifiers of the lignocellulosic filler, where after adding
the obtained filler to the polypropylene matrix, they achieved systems characterized by an
increase in the crystallization temperature relative to the pure polymer matrix.

Analyzing the results of endothermic transitions, it was found that the type of nanocel-
lulose used as a plastic filler did not affect the obtained values of melting temperatures.
Moreover, the T,,, were comparable and ranked at around 165 °C.

Figure 7 shows the curves of the degree of phase conversion (e), from which the half-
times of the crystallization process (t 5) summarized in Table 1 were determined sequentially.
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Figure 7. Phase conversion rate of unfilled polypropylene matrix and nanocomposite materials.

The unfilled polypropylene (PP) matrix had the highest half time of 2.6 min, which is
consistent with other literature reports [72]. It was found that for all the analyzed nano-
composite systems, higher values of the phase conversion rate and, consequently, lower
parameters of half-times were obtained than for the pure PP matrix. The shortest tg5
(1.4 min) was observed for composites with cellulose filler after hydrolysis with cellulolytic
enzyme from the microorganism Trichodernia reesei (PP + C). Similar values of this parameter
were obtained for nanocomposites whose filler was modified with imidazolium ionic
liquids. The composite system (PP + C-IL1) with the filler given a chemical reaction with
an ionic liquid with a shorter alkyl linker had a half-time of crystallization equal to 1.6 min,
while an increase in this parameter to 1.8 min was recorded for the competing material
(PP + C-IL2).

Odalanowska et al. [54] attempted to modify pine wood using imidazolium ionic
liquids and proved that the length of the alkyl substituent of the used modifiers has a
significant effect on the crystallization processes of the polypropylene matrix against the
lignocellulosic fillers and on the obtained half-time of crystallization of the tested materials.

Analyzing the presented results, it can be concluded that the chemical modification of
the cellulose filler with dimeric imidazolium ionic liquids affects the nucleation activity of
the produced nanocomposite systems. To confirm the above considerations, the following
part of the study was undertaken to determine the effect of the type of nanofiller on
the nucleation ability of the polypropylene matrix by defining the induction times, the
density of spherulitic structures and the growth rate of the transcrystalline structure in the
analyzed samples.

2.2.2. Analysis of Crystallization Process

Nucleation of an isotactic polypropylene matrix in the presence of natural cellulose
nanofillers was carried out by polarized light microscopy (PLM). Figure 8 shows the nucle-
ation process at 136 °C of polymer nanocomposites in the presence of nanocellulose fillers.

Microscopic images illustrate the formation of spherulitic structures in the presence of
nanocellulose fillers. It is worth noting that all nanocomposite materials are characterized
by the formation of transcrystalline structures at the polymer-filler interface, but with
different efficiencies. The first of the analyzed systems with unmodified cellulose filler
(PP + C) is characterized by a very high nucleation capacity. In addition, this material had
a significantly higher nucleation density than the other analyzed materials. Microscopic
analyses showed that chemical modification of cellulose with an ionic liquid with a shorter
alkyl linker (PP + C-IL1), as well as with a longer linker (PP + C-IL2), resulted in a marked
reduction in the nucleation ability of the filler in the polypropylene matrix.
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Figure 8. Optical microscope images of polymer nanocomposites (a) PP + C, (b) PP + C-IL1,
(c) PP + C-IL2.

As is known, the formation of transcrystalline structures is associated with the oc-
currence of interactions between the filler and the polymer matrix. Scientists note that
because of the chemical modifications carried out, very often the filler is characterized by a
reduced ability to nucleate in the polymer matrix [73-75], which they justify by removing,
for example, impurities during filler processing. An interesting conclusion was reached
by Borysiak et al. [4], who treated wood chemically with ammonium ionic liquids and
obtained a plastic filler characterized by a significantly lower density of the transcrystalline
layer in the tested composite systems than polymers with unmodified wood. On the other
hand, Odalanowska et al. [54] showed higher nucleation activity of fillers functionalized
with imidazolium ionic liquids than their native counterparts.

Microscopic analysis was also used to determine the kinetic parameters of the crys-
tallization process of the tested samples. Table 1 summarizes the induction times and the
calculated growth rate of the transcrystalline structure (TCL). The pure polypropylene (PP)
matrix was characterized by the longest induction time of 5 min. In addition, this system
was characterized by a significantly prolonged growth rate of the transcrystalline structure.
The shortest induction time (1 min) and fastest growth of spherulites (2.7 pm /min) were
observed for the nanocomposite with cellulose filler obtained by an enzymatic reaction with
cellulase of the microorganism Trichoderma (PP + C). In contrast, for systems with cellulose
nanofiller modified with imidazolium ionic liquids, the growth rate of the transcrystalline
structure was significantly reduced and was 1.7 um/min for PP + C-IL1 and 1.3 pm/min
for PP + C-1L2, respectively. In addition, using chemical modification with an ionic liquid
with a longer substituent, a plastic filler characterized by an extended induction time
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(PP + C-TL2) to the level of 4 min was obtained. It is worth mentioning that the formation
of TCL structures is influenced by various factors, ranging from the temperature at which
the crystallization process is carried out to the cooling rate or the type of filler that is
used [75-78].

The microscopic results are consistent with the previously discussed calorimetric tests,
in which it was shown that nanocomposites with cellulose filler modified with imidazolium
ionic liquid with a shorter alkyl linker (PP + C-IL1) and with a longer linker (PP + C-IL2)
showed lower nucleation activity than the system with enzymatically hydrolyzed nanofiller
(PP + C), which is confirmed by the determined kinetic parameters of the nucleation
and crystallization processes of the isotactic polypropylene matrix relative to the used
renewable fillers. As is well known, matching the crystal structure between cellulose
and polypropylene can initiate epitaxial growth of polypropylene, which consequently
determines the heterogeneous nucleation and the growth of the transcrystalline structure in
the polypropylene matrix. Carrying out chemical modification with ionic liquids probably
disrupted the crystallographic fit between the filler and the polypropylene matrix, resulting
in reduced nucleation activity. In addition, chemical functionalization of nanocellulose
caused space binding of nanocellulose particles, which is a consequence of the location
of covalent bonds between polysaccharides. The space-modified cellulose material can
be expected to be a rigid system, the presence of which may impede the mobility of
polypropylene chains between nanocellulose particles and, as a result, reduce nucleation
activity. The mechanism explaining the action of gemini jonic liquids against polysaccharide
modification is shown in Figure 4 in Section 2.1.3.

2.2.3. Supermolecular Structure of Nanocomposite Materials

Structural changes in the pure polypropylene matrix and the tested nanocomposite
materials were analyzed using X-ray diffraction (XRD). Figure 9 illustrates X-ray diffrac-
tograms for the polymer matrix and polypropylene nanocomposites.
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Figure 9. XRD patterns for polypropylene matrix and nanocomposite materials.

The summarized diffractometric curves illustrate the occurrence of two polymorphic
varieties in the polypropylene material—the unilinear « form (28 = 14°, 17, 18.5%, 21" and
22°) as well as the pseudohexagonal 3 variety (20 = 16.2°). In Figure 9, at the diffraction
maximum originating from the (300) plane, are the noticeable significant differences in the
content of the B-PP form. The content values of the 3-PP form are summarized in Table 2.
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Table 2. The content of the 3-PP form and strength properties for polypropylene matrix and tested
nanocomposites.

Content of the

: g Tensile Strength Young’s Modulus Elongation at Impact Strength
Matertal R (MPa) (GPa) Break (%) ()fm?)
PP 9 29.0 (£0.12) 1.07 (+£0.06) 303.3 (£27.3) 483 (+£1.2)
PP+C 27 33.5 (£0.25) 1.39 (+0.11) 286.4 (+24.0) 29.3(£2.5)
PP+ C-IL1 4+ 37.3(£0.31) 1.50 (£0.13) 377.6 (£19.4) 344 (+2.2)
PP + C-IL2 49 38.5 (£0.28) 1.66 (£0.10) 483.7 (+16.5) 37.8 (+1.8)

It was found that for the pure polypropylene matrix, the content of the 3-form was at
the level of 9%, while the introduction of cellulose nanofillers increased the value of this
pseudohexagonal variety in all analyzed nanocomposites. In the case of using nanocellulose
obtained by enzymatic hydrolysis (PP + C), the nanocomposite material was characterized
by a 3-PP equal to 27%. In contrast, for the PP + C-IL1 and PP + C-IL2 systems, the content
of the p-PP form ranged from 44 to 49%, respectively.

According to the literature, the formation of B-PP variety can be caused, for exam-
ple, by the application of shear forces during the processing of isotactic polypropylene
matrix [79]. The introduction of fillers into the polymer increases the shear stress at the
polymer-filler interface, which affects the formation of significant amounts of 3-PP variety.
On the other hand, one factor for this large variation in structural studies in polymer
composites may be the dispersion-morphological parameters of the filler. Dynamic light
scattering studies are discussed in Section 2.1.3. indicate the presence of only nanometer-
sized particles, not exceeding the size of 106 nm for fillers treated with gemini ionic liquids.
Although in the case of unmodified nanocellulose, two types of filler particles were found—
nano and micrometric. It can be concluded that the occurrence of a greater number of
nanometric cellulose particles in the tested nanocomposites (PP + C-IL1 and PP + C-IL2)
certainly contributes to the generation of significantly higher shear forces in the processing,
as well as increased interfacial interactions between the filler and the polymer, resulting in
a higher content of the 3-PP variety in the analyzed samples. The rationale for this may be
the carried out effective functionalization of the nanofiller through the formation of a stable
space structure between the polysaccharide particles (Figure 4), which, when flowing in
the molten polymer matrix during processing processes, will affect the intensification of
interactions at the polymer-filler interface and, consequently, lead to the generation of the
B-PP polymorphic variety.

2.2.4. Mechanical Properties

Mechanical tests of the polypropylene matrix and the obtained nanocomposite systems
were carried out to determine the effect of the type of filler additive on the strength
parameters of the analyzed materials. The results obtained for the mechanical properties of
the tested samples are presented in Table 2 in Section 2.2.3.

The obtained findings from the mechanical tests proved that the introduction of nano-
metric cellulose fillers into the isotactic polypropylene matrix caused pronounced changes
in the strength properties of the analyzed materials. It was noted that the addition of
cellulose obtained by enzyme reactions, as well as functionalization with ionic liquids,
contributed to an increase in the value of the tensile strength of the nanocomposites. The
lowest value of this parameter, at about 29 MPa, was reached for the pure polypropylene
(PP) matrix, while an increase in this value was observed for each of the analyzed nanocom-
posites. For the polymer material with the addition of unmodified nanocellulose (PP + C),
the value of this parameter increased by about 10% and was at a level of about 33 MPa.
Noteworthy is the increase of this parameter by about 8-10 MPa for the other analyzed
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nanocomposites with functionalized nanofiller (PP + C-IL1 and PP + C-IL2) relative to the
pure polypropylene matrix.

A similar relationship was observed for another of the studied parameters, Young's
modulus. It was proven that the introduction of innovative fillers also resulted in an
increase in the value of this parameter for each of the analyzed nanocomposites. The
highest Young's modulus of about 1.70 GPa was characterized by the composite material,
the filler of which was obtained by functionalization using ionic liquid with a longer alkyl
linker (PP + C-IL2). The effect of treating lignocellulosic fillers with ionic liquids was also
analyzed by Odalanowska et al. [54], who obtained polymer composites characterized by
improved strength parameters such as tensile strength and Young's modulus.

Similar results were obtained for each of the analyzed samples for the parameter of
elongation at break. The value of this parameter for the pure polypropylene (PP) matrix
was at a level of about 300%, while the addition of nanocellulose obtained by an enzymatic
reaction (PP + C) did not cause significant changes in the analyzed parameter. For systems
with nanofiller functionalized with dimeric imidazolium ionic liquids, it was found that the
presence of a polysaccharide obtained by chemical modification with an ionic liquid with a
shorter as well as a longer alkyl linker was characterized by an increase in this parameter
of about 90% for PP + C-IL1 and about 197% for PP + C-IL2 with respect to the polymer
system with the addition of cellulose after enzymatic treatment (PP + C).

Tensile tests proved that all composite materials had a lower impact strength of about
11-19 kJ/m? compared to the unfilled polymer matrix. The lowest value of this parameter,
29 kJ/m?, was reached for the system with unmodified nanocellulose (PP + C); however,
for composites containing nanometric cellulose subjected to chemical modification with
gemini ionic liquids—PP + C-IL1 and PP + C-IL2, higher impact strength values were
recorded at the levels of 34 k] /m? and 38 kJ/m?, respectively, compared to the material
with unmodified filler.

It is worth noting that chemical modification with gemini ionic liquids ensured the
introduction of rather large imidazole rings into the polysaccharide particles, whose use
as fillers in the polypropylene matrix resulted in a certain “plasticizing effect”. However,
it should be emphasized that the explanation for the high flexibility of such composite
materials should also be interpreted by taking into account other factors, such as proper
dispersion of the cellulose nanofiller in polymer matrix, minimizing the formation of
defects, as well as obtaining a very large amount of the polymorphic B-PP variety, which is
characterized by high flexibility compared to the «-PP variety.

The mechanical tests closely correlate with the structural analyses of the composite
materials that were carried out earlier. It was shown that the addition of polysaccha-
ride nanofillers subjected to chemical modification with ionic liquids caused a marked
increase in the content of the polymorphic 3-PP variety, which is reflected in the dispersion-
morphological parameters of the analyzed nanofillers. In addition, the increase in the
content of the pseudohexagonal variety in the polymer composites is responsible for grow-
ing the value of elongation at break, as well as improving impact resistance [80,81].

3. Materials and Methods

Micrometric cellulose material with trade name Sigmacell Type 20 with an average
particle size of 20 um, cellulolytic enzymes from the microscopic fungus Trichoderma reesei
with activity > 700 U/g (ATCC 26921), and all reagents used for the synthesis of designed
ionic liquids were purchased from Sigma-Aldrich (Poznan, Poland). Isotactic polypropy-
lene PP (MFR230 °C/2.16 kg—3 g/10 min) with the trade name TATREN HT 3 06 from
Slovnaft (Bratislava, Slovakia) was used as a polymer matrix.

3.1, Controlled Enzymatic Bioconversion of Cellulose

The process of controlled enzymatic hydrolysis of cellulose was carried out in two
steps. The first was a 30-min preincubation of cellulose material in citrate buffer at 50 °C.
Subsequently, using cellulolytic enzymes obtained from the microscopic fungus Trichoderma
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reesei, the material after pre-incubation was subjected to the actual enzymatic reaction for 24
h under the same temperature conditions. The obtained nanometric cellulosic material was
washed ten times with deionized water and dried in a laboratory dryer (BINDER GmbH,
Tuttlingen, Germany) at 100 °C for 12 h.

3.2. Synthesis of lonic Liquids

The first step of the synthesis, carboxymethyl-imidazolium chloride, was prepared ac-
cording to the methodology described by Yahya [82]. In the next step, based on the synthesis
method developed by Kaczmarek [83], 3,3-[1,4-butane]-bis(1-carboxymethylimidazolium)
dichloride was obtained by reacting carboxymethyl-imidazolium chloride (0.2 mol) with
the corresponding dichloroalkanes (0.1 mol). The reaction was carried out for 24 h at 60 °C,
and acetonitrile was used as a solvent. After the reaction, the solvent was evaporated.
Then, hexane was added to the synthesized salt to remove impurities. The precipitated
reaction product was isolated using a filtration process. Then, 3,3"-[1,4-butane]-bis(1-
carboxymethylimidazolium) dichloride was dried under reduced pressure (70 °C) for
a period of 24 h. Subsequently, a saturated aqueous solution of 3,3"-[1,4-butane]-bis(1-
carboxymethylimidazolium) dichloride was added to a saturated aqueous solution of an
inorganic salt (lithium bis(trifluoromethanesulfonyl)imide (Li[NTF,]) at a molar ratio of
inorganic salt to organic salt of 2:1. After the metathesis reaction, the solution was decanted,
and the final product was washed with distilled water and dried under vacuum Memmert
UF450 (Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach, Germany) at 50 °C for 48 h [84].

The second imidazolium ionic liquid with a 3,3'-[1,8-octane]-bis(1-carboxymethylimid-
azolium) cation was prepared analogously to the synthesis of the ionic liquid presented above.

The synthesized dimeric imidazolium ionic liquids are illustrated in Table 3, along
with the designations used and their chemical formulas.

Table 3. Synthesized dimeric imidazolium ionic liquids.

Tonic Liquid Chemical Name Chemical Formula

IL1

CH,COOH
+

s
D
3,3'-[1,4-butane]-bis |

(1-carboxymethylimidazolium) C4Hg NTF,

di(bis(trifluoromethylsulfonyljimide) 'L
& N'

AN
CH,COOH

CH,COOH

N
3
N
3,3'-[1,8-octane]-bis |

(1-carboxymethylimidazolium) CgHig  NTF,

di(bis(trifluoromethylsulfonyl)imide) ’L
L2
N

\
CH,COOH
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3.3. Functionalization of Cellulose Using Ionic Liquids (Chemical Modification)

The nanocellulose obtained by the enzymatic process (Section 3.1.) was functionalized
using previously designed and synthesized dimeric imidazolium ionic liquids. Figure 10
illustrates the scheme of chemical modification with gemini ionic liquids.

FUNCTIONALIZATION

125°C
2h

]

=~ WASHING USING

. ACETONITRILE . FILTRATION L DRYING "L
2 : y @ =
/ y y NANOCELLULOSE AFTER
= > CHEMICAL MODIFICATION

Figure 10. Scheme of chemical modification of nanocellulose using IL's.

The first step was to dissolve the ionic liquid in a binary flask at 125 °C. Subsequently,
nanocellulose was added to the solution at a mass ratio of 1:8. The reaction of chemical
modification of nanometric cellulose was carried out for 2 h at the set temperature condi-
tions (125 “C) with simultaneous stirring of the solution at 150 rpm/min. After the reaction,
the resulting suspension was washed with acetonitrile to remove unreacted ionic liquid.
The modified nanocellulose material was dried in a laboratory dryer (BINDER GmbH,
Tuttlingen, Germany) at 110 °C for 30 min. The process of chemical modification of the
polysaccharide for the second liquid was carried out equally. In addition, solvent (acetoni-
trile) recovery was carried out in a pressure evaporator (BUCHI AG, Flawil, Switzerland).
The inventory of the obtained cellulosic nanomaterials is shown in Table 4.

Table 4. A list of obtained nanofillers.

Sample Material
C Nanocellulose
C-IL1 Nanocellulose modified with IL1
C-IL2 Nanocellulose modified with IL2

3.4. Characterization of Synthesized Nanofillers

To characterize the supermolecular structure of the modified nanofillers, an X-ray
diffraction (XRD) method was applied using a SmartLab SE diffractometer (Rigaku, Tokyo,
Japan). An X-ray equipped with a copper anode with a wavelength (Cu Ke) of 1.5418 A
(40 kV; 30 mA) was used as the X-ray source. Measurements were carried out in the 20
angle range from 5° to 40° with a counting step of 0.04°(20).

Structural changes of the nanometric nanofillers were determined based on the Fourier
transform infrared (FTIR) spectroscopy technique using a Nicolet iS5 FTIR spectrometer
(Thermo Fisher Scientific, Madison, Waltham, MA, USA). In view of the used technique, a
sample was prepared in lozenge form by mixing 1 mg of cellulose with 200 mg of potassium
bromide (KBr, Sigma Aldrich, Darmstadt, Germany). The measurement (16 scans) was
carried out in the range of 4000 to 500 cm ™! with a resolution of 4 cm ™.

The surface morphology of the nanocelluloses was characterized using scanning
electron microscopy (SEM) with a JEM-7001F TTLS microscope (JEOL Ltd., Tokyo, Japan).
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Particle size and dispersion characteristics of the cellulose nanofiller were carried out
based on the application of the dynamic light scattering (DLS) technique based on non-
invasive backscattering (NIBS) using a Zetasizer Nano Z5-90 device (Malvern Instruments
Ltd., Malvern, UK). A 1 mg sample was prepared and dispersed in propanol (25 cm®). The
material was then homogenized using ultrasound for 20 min.

3.5. Production of Polypropylene Nanocomposites

The production of polypropylene nanocomposites with functionalized nanocellulose
fillers was carried out in two processing steps—extrusion (I) and injection molding (II). In
the first stage (I), nanocellulose and isotactic polypropylene were mixed using a twin-screw
extruder Zamak 16/40 EHD (Zamak Mercator, Skawina, Poland) with a plasticization
temperature ranging from 160 °C to 200 °C, the temperature of which depended on the
zones of the device, and a screw speed of 150 rpm. In the second stage (II), the granules
were injection molded using an ENGEL 80/25 HLS machine (ENGEL Austria GmbH,
Schwertberg, Austria) with a mold temperature of 30 °C and an injection speed of 90 mm//s.
The final products were moldings with 1 wt. % nanofiller.

3.6. Characterization of Nanocomposites with Functionalized Nanofillers

Phase transitions in polypropylene nanocomposites were defined using the differ-
ential scanning calorimetry (DSC) technique with a DSC 200 calorimeter (Netzsch, Selb,
Germany). Duplicate measurements of each sample were carried out in an inert gas
environment—nitrogen. The analysis was carried out in two temperature cycles: heating
at a rate of 10 °C/min in the temperature range from 40 “C to 200 °C and cooling at a
rate of 5 “C/min from 200 °C to 40 °C. Analyzing the obtained thermograms, the neces-
sary kinetic parameters, such as the crystallization temperature (T), melting temperature
(Tm), enthalpy of the melting process (AHp), as well as the half-time of crystallization
(to.5), were determined.

The isothermal process of the polypropylene matrix in the presence of the modified
cellulose nanofillers was observed using the polarized light microscopy (PLM) technique
with a Labophot-2 polarized optical microscope (Nikon, Tokyo, Japan) equipped with a
Linkam TP93 heating attachment (Linkam, Red Hill, UK). The test was conducted in two
stages—heating at a rate of 40 “C/min to 200 °C and cooling at a rate of 20 °C/min to 136 “C.
Microscopic images were taken with a Panasonic CCD vision camera (Panasonic, Japan)
every 30 s after the sample reached 136 °C. Microscopic analyses allowed defining the
following kinetic parameters—induction time and growth rate of transcrystalline structure
on the surface of nanofillers.

The supermolecular structure of the composite materials was defined using X-ray
diffraction (XRD). The same measurement conditions were used as for the analysis per-
formed against the obtained nanofillers (Section 3.4) in the 20 angle range from 10° to 30°.
After the preparation of the diffractograms (separation of the curves and determination of
the amorphous part and baseline), the content of polymorphic varieties of the polymer—ax
and  forms—was determined using the Turner-Jones Formula (1) [85], where k is the
proportion of the p-PP variety in the polymer matrix.

Ig:
¢ Ig1+ (Tax + Tz + Ius) m

In the above formula, the designations Iy1+l42+143 correspond to the peak intensities
from the polymorphic form, «-PP, while I is the intensity of the peak coming from the
{3-PP variety.

Mechanical testing (tensile strength, Young’s modulus and elongation at break) of the
obtained polypropylene nanocomposites in the form of moldings was carried out according
to PN-EN ISO 527-3:2019-01 using a Zwick Z020 testing machine (Zwick/Roell, Ulm,
Germany). The impact strength test was provided as stated in PN-EN ISO 179-2:2020-12
using Charpy’s hammer CEAST 9050 (Instron, Norwood, MA, USA) in the same sample
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form. The composite specimens in the number of ten repetitions were statically stretched
at a speed equal to 5 mm/min and with a preset initial force of 20 kN. Measurement
parameters such as the temperature of 23 “C and the relative humidity of 50% were taken
into account. Tensile strength, Young’s modulus, elongation at break and impact strength
were determined from the tests.

4. Conclusions

The use of dimeric imidazolium ionic liquids with aliphatic linkers of different lengths,
constituting a new class of compounds known as gemini, proved to be an effective method
for carrying out efficient functionalization of the cellulose nanofiller obtained by enzymatic
hydrolysis with cellulase from the microscopic fungus Trichoderma reesei. The functional-
ization of the cellulose filler with innovative modifiers ensured the formation of a stable
space structure between polysaccharide nanoparticles, limiting the creation of aggregates.
It should also be noted that the synthesis of this type of gemini ionic liquids and their
application to the functionalization of cellulose nanomaterials with their potential use as
fillers in polymer matrices have not been described before.

Structural analyses (XRD) showed the presence of the first polymorphic variety in the
tested materials—cellulose I, and the use of chemical modification using imidazolium ionic
liquids did not result in changes in both the crystalline and amorphous structures of the
polysaccharide. The effectiveness of the carried out functionalization of nanocellulose was
confirmed by Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy, which proved changes in the
chemical structure of the analyzed material by obtaining extra bands derived from carbonyl
bonds (C=0), and in addition, the organic salts were bound to the hydroxyl groups (-OH) of
cellulose and do not interfere with the glycosidic bonds of the polysaccharide. Dispersion
research proved the spherical shape of cellulose particles for both the material before
and after treatment with dimeric ionic liquids. In addition, nanocellulose after chemical
modification was characterized by the presence of only a nanometric fraction. This is due
to the acquisition of permanent covalent bonds between cellulose molecules because of the
functionalization process.

Physicochemical studies of composite materials have shown interesting relationships
between dispersion and morphological parameters of nanocelluloses obtained by cellulose
functionalization and the formation of a supermolecular structure in the polypropylene ma-
trix and the mechanical properties of nanocomposites. The study of phase transition proved
that the chemical modification of the cellulose filler with imidazolium ionic liquids affects
the nucleation activity of the produced nanocomposite systems. In turn, structural analysis
of polymer composites showed that the type of cellulose nanofillers used had a significant
effect on the generation of two polymorphic varieties of the polymer matrix. It was proven
that the composite materials containing fillers of nanometric fraction were characterized
by a significantly higher content of pseudohexagonal variety (3-PP), amounting to about
49%, than other analyzed systems. The obtained structural results correlate perfectly with
the outcomes of mechanical properties by obtaining higher values of elongation at break,
Young's modulus and improved impact resistance of polysaccharide polymer composites
after modification with dimeric imidazolium ionic liquids.

In conclusion, this article describes for the first time the synthesis as well as the func-
tionalization of a nanocellulose polysaccharide with dimeric imidazolium ionic liquids
with an alkyl linker of different lengths, constituting a new class of ionic liquids called
gemini. In addition, this method has proven to be an effective technique for the efficient
functionalization of cellulose through the formation of a stable space structure between
polysaccharide molecules. It is noteworthy that this novel method of cellulose modification
without the use of toxic organic solvents will directly affect the formation of the super-
molecular structure of the polymer matrix and, consequently, the mechanical properties of
the obtained polymer composites, which to increase their application potential.
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w przygotowaniu czesci publikacji zwigzane] z synteza napelniacza nieorganicznego.

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie niniejszej publikacji w rozprawie

doktorskiej Pani mgr inz. Darii Zielinskiej.

& Sewiuwska - (e ej\a‘j'lc

podpis

Niniejszy dokument zostal sporzadzony w dwoch egzemplarzach w jezyku polskim i jest
tozsamy co do tresci.
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Poznan, 2025-05-05

dr Kinga Szentner

Katedra Chemii

Wydzial Lesny i Technologii Drewna
Uniwersytet Przyrodniczy

ul. Wojska Polskiego 28

60-637 Poznan

OSWIADCZENIE

Potwierdzam swdj udziat w ponizszej publikacji naukowej:

1. Zielinska Daria, Szentner Kinga, Waskiewicz Agnieszka, Borysiak Stawomir.
Production of nanocellulose by enzymatic treatment for application in polymer
composites, Materials, 2021, 14(9), 2124-1 — 2124-26. DOI: 10.3390/ma14092124.

Oswiadczam, ze w wymienionej publikacji méj udziat polegal na przeprowadzeniu
analizy spektroskopii w podczerwieni (FTIR) wraz z interpretacja widm i opracowaniem
uzyskanych wynikow badan FTIR oraz na napisaniu czgséci metodycznej w tym zakresie.

Jednoczesnie wyrazam zgodg¢ na wykorzystanie niniejszej publikacji w rozprawie

doktorskiej Pani mgr inz. Darii Zielinskie;j.

Mﬁu%ch ,A\ emhe
podpis

Niniejszy dokument zostal sporzadzony w dwoch egzemplarzach w jezyku polskim i jest
tozsamy co do tresci.
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Dumfties, 2025-04-16

prof. Vijay Kumar Thakur
Scotland's Rural College
Glencaple Road

SRUC Crichton Royal Farm
DG1 4AS Dumfries

United Kingdom

STATEMENT

I confirm the participation in following publication:

1. Zielinska Daria, Rydzkowski Tomasz, Thakur Vijay Kumar, Borysiak Slawomir.
Enzymatic engineering of nanometric cellulose for sustainable polypropylene
nanocomposites, Industrial Crops and Products, 2021, 161, 113188-1 — 113188-11.
DOI: 10.1016/.inderop.2020.113188.

I declare that in the above-mentioned publication, my participation consisted of
scientific consultation and substantive verification of the final version of the article.

At the same time, I consent to the use of this publication in the dissertation of Ms. Daria
Zielinska, M.Sc. Eng.

Vijar Aamart

Signature

This document is written in two copies in the English language and is identical in content.
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Poznan, 2025-05-05

prof. dr hab. Agnieszka Waskiewicz
Katedra Chemii

Wydzial Lesny i Technologii Drewna
Uniwersytet Przyrodniczy

ul. Wojska Polskiego 28

60-637 Poznan

OSWIADCZENIE

Potwierdzam swdj udzial w ponizszej publikacji naukowej:

1. Zielinska Daria, Szentner Kinga, Waékiewicz Agnieszka, Borysiak Stawomir.
Production of nanocellulose by enzymatic treatment for application in polymer
composites, Materials, 2021, 14(9), 2124-1 — 2124-26. DOI: 10.3390/ma14092124.

Oswiadczam, ze w wymienionej publikacji méj udziatl polegat na przeprowadzeniu
badan chromatograficznych (HPLC-RI) roztwordéw po procesie hydrolizy enzymatycznej
celuloz oraz napisaniu metodyki prowadzenia tych badan.

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie niniejszej publikacji w rozprawie

doktorskiej Pani mgr inz. Darii Zielinskiej.

Haleoir

podpis

Niniejszy dokument zostal sporzadzony w dwoch egzemplarzach w jezyku polskim i jest
tozsamy co do tresci.
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POLITECHNIKA POZNANSKA

dr hab. inz. Bogdan Wyrwas, prof. PP
Instytut Chemii i Elektrochemii Technicznej
Wydziat Technologii Chemicznej

ul. Berdychowo 4, 60-965 Poznan

e-mail: bogdan.wyrwas@put.poznan.pl

Poznan, 2025-05-05

OSWIADCZENIE

Potwierdzam swoj udzial w ponizszej publikacji naukowe;j:

1. Zielinska Daria, Wyrwas Bogdan, Lawniczak FEukasz, Borysiak Stawomir.
Nanocellulose-polypropylene composites with novel antimicrobial complex salt,

Polymer Composites, 2025, 46(3), 2447 — 2465. DOI: 10.1002/pc.29116.

Oswiadczam, ze w wymienionej publikacji mdj udzial polegat na przeprowadzeniu
otrzymywania soli cynkowo-amonowej i napisaniu metodyki syntezy.
Jednocze$nie wyrazam zgod¢ na wykorzystanie niniejszej publikacji w rozprawie

doktorskiej Pani mgr inz. Darii Zielifskiej.

Niniejszy dokument zostal sporzadzony w dwoch egzemplarzach w jezyku polskim i jest
tozsamy co do tresci.
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POLITECHNIKA POZNANSKA

mgr inz. Daria Zielinska

Zakiad Polimeréw

Instytut Technologii i Inzynierii Chemicznej
Wydziat Technologii Chemicznej

ul. Berdychowo 4, 60-965 Poznan

e-mail: daria.d.zielinska@doctorate.put.poznan.pl

Poznan, 2025-05-05

OSWIADCZENIE

Potwierdzam swoj udzial w ponizszych publikacjach naukowych:

1. Zielinska Daria, Szentner Kinga, Waskiewicz Agnieszka, Borysiak Slawomir.
Production of nanocellulose by enzymatic treatment for application in polymer
composites, Materials, 2021, 14(9), 2124-1 — 2124-26. DOI: 10.3390/ma14092124.

M¢j udziat polegal na opracowaniu koncepcji badan we wspélpracy z promotorem,
zaplanowaniu metodologii badawczej, przeprowadzeniu prac badawczych zwiazanych
z hydroliza enzymatyczna materialéw celulozowych oraz charakterystyka ich wlasciwosci
strukturalnych (XRD) i fizykochemicznych (analiza wynikow DLS i HPLC-RI),
przeprowadzeniu  procesow  otrzymywania materialow kompozytowych technikami
wytlaczania 1  wiryskiwania oraz  charakterystyce wytworzonych kompozytow
z wykorzystaniem techniki dyfraktometrycznej (XRD). skaningowej kalorymetrii roznicowej
(DSC). mikroskopii interferencyjno-polaryzacyjnej wyposazonej w przystawke grzewcza
(PLM) oraz przeprowadzeniu badan mechanicznych, wspoludziale w dyskusji i interpretacji
wynikéw, redakcji manuskryptu, wykonaniu oprawy graficznej, wspoiredagowaniu

odpowiedzi dla recenzentow.

Strona 1 z 4

254



2. Zielinska Daria, Rydzkowski Tomasz, Thakur Vijay Kumar, Borysiak Sltawomir.
Enzymatic engineering of nanometric cellulose for sustainable polypropylene
nanocomposites, Industrial Crops and Products, 2021, 161, 113188-1 — 113188-11.
DOI: 10.1016/).indecrop.2020.113188.

M¢j udziat polegat na opracowaniu koncepcji badan we wspolpracy z promotorem,
zaplanowaniu metodologii badawczej, przeprowadzeniu prac badawczych zwigzanych
z hydroliza enzymatyczna materialow celulozowych oraz charakterystyka wydajnosci
kontrolowanej biokonwersji (HPLC-RI), wlasciwosci strukturalnych (XRD) i dyspersyjnych
(DLS) nanoceluloz, przeprowadzeniu proceséw otrzymywania materialéw kompozytowych
technika wtryskiwania oraz charakterystyce wytworzonych kompozytow z wykorzystaniem
metody dyfraktometrycznej (XRD), skaningowej kalorymetrii réznicowej (DSC), mikroskopii
interferencyjno-polaryzacyjnej wyposazonej w przystawke grzewcza (PLM) oraz wykonaniu
badan mechanicznych, wspétudziale w dyskusji i interpretacji wynikow, redakcji manuskryptu,

Wykonaniu oprawy graficznej, wspolredagowaniu odpowiedzi dla recenzentow.

3. Zielinska Daria. Siwinska-Ciesielczyk Katarzyna, Bula Karol, Jesionowski Teofil,
Borysiak Slawomir. TiOxnanocellulose hybrids as functional additives for advanced
polypropylene nanocomposites, Industrial Crops and Products, 2022, 176, 114314-1 —
114314-17. DOL: 10.1016/j.indcrop.2021.114314.

M¢j udziat polegal na opracowaniu koncepcji badan we wspolpracy z promotorem,
zaplanowaniu metodologii badawczej, przeprowadzeniu prac badawczych zwiazanych
z hydroliza enzymatyczng materialow celulozowych oraz charakterystyka strukturalna (XRD)
nanoceluloz i napetniaczy hybrydowych, przeprowadzeniu charakterystyki wytworzonych
kompozytow z wykorzystaniem metody termograwimetrycznej (TGA), skaningowej
kalorymetrii réznicowej (DSC), analiz dyfraktometrycznych (XRD), mikroskopii
interferencyjno-polaryzacyjnej wyposazonej w przystawkg grzewcza (PLM) oraz
przeprowadzeniu badan definiujacych wiasciwosei mechaniczne, wspotudziale w dyskusji
i interpretacji wynikoéw, redakcji manuskryptu, wykonaniu oprawy graficznej,

wspolredagowaniu odpowiedzi dla recenzentow.
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4. Zielinska Daria, Skrzypczak’ Andrzej, Peplinska Barbara, Borysiak Stawomir.
Nanocellulose-based polimer composites functionalized with new gemini ionic liguids.,
International Journal of Molecular Sciences, 2022, 23(24), 15807-1 — 15807-21.
DOI: 10.3390/ijms232415807.

Méj udziat polegal na opracowaniu koncepcji badan we wspélpracy z promotorem,
zaplanowaniu metodologii badawczej, przeprowadzeniu prac badawczych zwiazanych
z hydroliza enzymatyczng materiatow celulozowych oraz ich funkcjonalizacji
z wykorzystaniem dimerycznych cieczy jonowych wraz z opisem metodyki, charakterystyka
strukturalna (XRD), dyspersyjna (DLS) oraz FTIR nanoceluloz wraz z opisem otrzymanych
wynikow (w tym analiz morfologicznych (SEM)), przeprowadzeniu procesow otrzymywania
materialéw kompozytowych technikami witryskiwania i wytlaczania oraz charakterystyce
fizykochemicznej wytworzonych kompozytéw z wykorzystaniem metod XRD, DSC, PLM
i mechanicznych, wspétudziale w dyskusji i interpretacji wynikéw, redakcji manuskryptu,

wykonaniu oprawy graficznej, wspolredagowaniu odpowiedzi dla recenzentéw

Jednoczesnie oswiadczam, ze za syntezg¢ dimerycznych cieczy jonowych wykorzystanych

w niniejszym artykule odpowiedzialny byt $p. dr hab. Andrzej Skrzypczak.

5. Zielinska Daria, Siwinska-Ciesielczyk Katarzyna, Bula Karol, Peplifiska Barbara,
Jesionowski Teofil, Borysiak Stawomir. Advanced nanocellulose hybrid fillers for
sustainable polypropylene biomaterials with enhanced oxygen barrier properties,
Applied  Materials  Today, 2023, 34, 101897-1 - 101897-16.
DOI: 10.1016/j.apmt.2023.101897.

Moj udziat polegal na opracowaniu koncepcji badan we wspélpracy z promotorem,
zaplanowaniu metodologii badawczej, przeprowadzeniu prac badawczych zwiazanych
z hydroliza enzymatyczng materialow celulozowych oraz charakterystyka strukturalna (XRD)
nanoceluloz i uktadéw hybrydowych, oprawie graficznej pomiaréw XPS, przeprowadzeniu
badan dyfraktometrycznych (XRD) oraz fizykochemicznych (PLM, DSC) i mechanicznych
kompozytow polimerowych, oméwieniu i opisie badan barierowych oraz SEM, wspétudziale
w dyskusji i interpretacji wynikow, redakcji manuskryptu, wykonaniu oprawy graficznej,

wspolredagowaniu odpowiedzi dla recenzentow.
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6. Zielinska Daria, Wyrwas Bogdan, Lawniczak Fukasz, Borysiak Stawomir.
Nanocellulose-polypropylene composites with novel antimicrobial complex sall,
Polymer Composites, 2025, 46(3), 2447 —2465. DOI: 10.1002/pc.29116.

M¢j udziat polegat na opracowaniu koncepcji badan we wspolpracy z promotorem,
zaplanowaniu metodologii badawczej, przeprowadzeniu prac badawczych zwiazanych
z hydroliza enzymatyczna materiatow celulozowych, charakterystyka strukturalna (XRD)
i dyspersyjna (DLS) nanoceluloz i soli zespolonej, interpretacji wynikow SEM,
przeprowadzeniu procesow otrzymywania materialow kompozytowych technikami
wiryskiwania i wytlaczania, charakterystyka kompozytéw polimerowych z wykorzystaniem
metod XRD, TGA, DSC, PLM oraz SEM, przeprowadzeniu badafn mechanicznych,
wspodtudziale w dyskusji i interpretacji wynikow, redakeji manuskryptu, wykonaniu oprawy
graficznej, wspolredagowaniu odpowiedzi dla recenzentow, pelnieniu roli autora

korespondencyjnego..

Dowicv welndrlec

podpis

Niniejszy dokument zostal sporzadzony w dwoch egzemplarzach w jezyku polskim i jest
tozsamy co do tresci.
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