STRESZCZENIE

Polimery syntetyczne s3 jednym z najwazniejszych wynalazkow cztowieka, majacych
zastosowanie w wielu galgziach przemystu iw zyciu codziennym. Sg podstawowym
materiatlem do otrzymywania tworzyw sztucznych i innych produktéw chemicznych. Jednak
poprzez swoja wszechobecno$¢ stanowig coraz wigksze zagrozenie dla srodowiska
naturalnego, stad konieczne staje si¢ znalezienie dla polimerow syntetycznych bezpiecznych,
naturalnych alternatyw. Jednym z rozwigzan jest zastosowanie polimeréw pochodzenia
naturalnego, tzw. biopolimerow, ktore sg syntetyzowane przez wszystkie organizmy zywe.
Zalicza sig do nich biatka, kwasy nukleinowe i polisacharydy. Zrodtem biopolimeréw o coraz
wigkszym znaczeniu sg mikroorganizmy. Aby zapewni¢ maksymalne bezpieczefstwo
stosowania biopolimeréw pochodzenia mikrobiologicznego, najlepszym rozwigzaniem jest
zastosowanie do ich produkcji organizmoéw nieszkodliwych dla cztowieka oraz Srodowiska

naturalnego.

Bacillus subtilis jest bakterig znang z produkcji r6znorodnych metabolitow, takich jak
witaminy, biosurfaktanty, enzymy czy biopolimery. Co najwazniejsze, jest bakterig posiadajacg
status GRAS, czyli uznang za bezpieczng dla ludzi i zwierzat. Jednym z interesujacych
metabolitow B. subtilis jest lewan, biopolimer sktadajacy si¢ z jednostek D — fruktofuranozy,
potgczonych wigzaniami B-(2,6) — glikozydowymi w tancuchach gtéwnych oraz B-(2,1) —
glikozydowymi w rozgalezieniach. Wtasciwosci biologiczne lewanu zalezg od jego masy
czgsteczkowej 1 stopnia rozgal¢zienia. Obecnie komercyjnie nie ma dostgpnych standardow
lewanu o okreslonej budowie czasteczki oraz masie, ajedyny dostepny standard
mikrobiologiczny pochodzi z Erwinia herbicola. Lewan syntetyzowany przez B. subtilis
powstaje w postaci bimodalnego rozktadu masy czgsteczkowej. Zroéznicowana struktura oraz
wlasciwosci lewanu s3 interesujgce z perspektywy badan naukowych i pézniejszych

zastosowan w roznych interdyscyplinarnych obszarach.

Celem rozprawy doktorskiej bylo otrzymanie lewanu z wykorzystaniem
probiotycznych, bezpiecznych bakterii B. subtilis, zbadanie jego wlasciwosci

fizykochemicznych i biologicznych oraz okreslenie jego mozliwosci aplikacyjnych.

Szczepy wykorzystane w pracy poddano selekcji, ktora obejmowala metode
kolonijnego PCR, umozliwiajaca identyfikacj¢ obecnosci genu lewanosacharazy, selekcje na

ptytkach z podlozem statym z glukozg i sacharoza jako zroédtami wegla oraz eksperymentalne



potwierdzenie obecnosci poszukiwanego polimeru. Scharakteryzowano wlasciwosci
fizykochemiczne otrzymanego biopolimeru, wykorzystujac metody spektroskopowe NMR
1 IR, termograwimetri¢, chromatografi¢ zelowa wykluczania oraz skaningowa mikroskopi¢
elektronowa. Nastgpnie zbadano wtasciwosci biologiczne lewanu okreslajgc parametry takie
jak Water Holding Capacity (WHC), Water Solubility Index (WSI), wiasciwosci
przeciwutleniajace oraz oceniono jego bezpieczenstwo wzglgdem wybranych linii
komorkowych przy zastosowaniu metody MTT. Otrzymano i przebadano wilasciwosci
fizykochemiczne nanoczasteczek lewanu wykorzystujac metody optyczne oraz mikroskopowe.
Zbadano przenikanie przez skor¢ nanoczasteczek w komorze dyfuzyjnej Franza oraz
zobrazowano ich umiejscowienie w skorze metodami mikroskopowymi. Poferment z B. subtilis
natto KBl z lewanem poddano badaniom mikrobiologicznym, oceniajgc jego wplyw na
mikroorganizmy patogenne oraz zbadano konduktometrycznie interakcje pofermentu
z anionowym surfaktantem. Przebadano no$niki tworzone przez lewan oraz wiasciwosci

aplikacyjne otrzymanego pofermentu oraz nanoczgsteczek lewanu.

W pierwszym etapie badan poszukiwano szczepow zdolnych do syntezy lewanu oraz
wytypowano najefektywniejszy szczep B. subtilis natto KBI1. Otrzymany biopolimer
syntetyzowany jest z bimodalnym rozktadem masy czasteczkowej. Wydtuzenie czasu hodowli
oraz stopniowe wytracanie lewanu z pofermentu wzrastajagcym stezeniem etanolu umozliwito
otrzymanie frakcji biopolimeru wysokiej czystosci (99,69%) o mniejszej masy czgsteczkowej
37,62 kDa (LMW). Jego struktura zostala potwierdzona przy zastosowaniu metod
spektroskopowych, a dodatkowo zastosowana termograwimetria ujawnita obecno$¢ niewielkiej

ilo$ci rozgalgzien w czasteczkach.

Analiza za pomocg skaningowego mikroskopu elektronowego pokazata, ze agregaty
lewanu majg rozwinigta powierzchni¢ wlasciwa, w zwiazku z tym moze on absorbowa¢ jony
1 czgsteczki. Wykazano réznice pomigdzy zdolnoscig do zatrzymywania wody pomigdzy
lewanem LMW z B. subtilis natto KB1 (99,34 + 0,37%) a lewanem z E. herbicola (1498,30 +
38,90%). Roznica ta prawdopodobnie wynika ze stopnia rozgal¢zienia polimeru. W przypadku
WSI, wigkszy stopien rozpuszczalnoéci charakteryzuje probke zawierajgcg LMW polimer
(99,30 + 4,30%).

W dalszym toku badan oceniono bezpieczenstwo lewanu w hodowlach in vitro ludzkich
fibroblastow oraz keratynocytow. Nastgpnie badania zostaly uzupelnione o wiasnosci
antyrodnikowe 1 antyutleniajgce lewanu. Nie wykazano toksycznego dziatania lewanu wobec

badanych linii komérkowych w zakresie stezen 0,98 — 1000 pug/ml. Zaobserwowano réznice



w hamowaniu utleniania w emulsji pomigdzy lewanem LMW z B. subtilis natto KBI
a lewanem HMW z E. herbicola. Polimer LMW zmiott ponad 42% rodnika, podczas gdy lewan
z E. herbicola nie wykazal mierzalnej aktywnosci. Nie wykazano toksycznego dzialania
badanych lewanow wzglgdem dwoch linii nowotworowych Hs 294t i A375 w zakresie 0,98 —
1000 pg/ml.

Otrzymano nanoczasteczki lewanu z wykorzystaniem dwoch metod, ktore poddano
ocenie pod katem ich wplywu na srodowisko. W tym celu niezbgdne byto powigkszenie skali
produkcji do bioreaktora o pojemnosci catkowitej 500 L. Oba warianty nanoczgsteczek
charakteryzowaty si¢ zblizonymi parametrami fizycznymi z wielkoscig okoto 220 nm. Analiza
za pomocg transmisyjnego mikroskopu elektronowego pokazata réznice w ich powierzchni,
ktore moga wynikac ze sposobu otrzymywania nanostruktur tworzacych lewan. Wykazano, ze
oba warianty nanoczasteczek umozliwiaja enkapsulacj¢ zwigzkéw hydrofobowych oraz sg
zdolne do przenikania przez warstwg rogowa naskorka i wplywajg pozytywnie na nawilzenie
skory. Poferment z B. subtilis natto KB1 z nanoczasteczkami lewanu poddano badaniom pod
katem aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej i wykazano pozytywne dzialanie bojcze wzgledem
bakterii i grzybow oraz dziatanie przeciwadhezyjne i redukujgce biofilm. Zbadano takze
interakcje pomigdzy anionowym $rodkiem powierzchniowo czynnym a lewanem

w pofermencie.

Poferment z lewanem z B. subtilis natto KBl wykorzystano do przygotowania
prototypowych zeli pod prysznic, a jego dodatek spowodowal znaczne zmniejszenie
negatywnego wpltywu gotowego produktu na skorg. Zaobserwowano spadek liczby zeinowe;j,
ktora jest wskaznikiem draznigcego potencjatu oraz zmniejszenie zdolnosci emulgujacych
substancji hydrofobowych o 40%. Nanoczasteczki otrzymane z wytrgconego polimeru
wprowadzono w matryce kremu, ktorego dziatanie zbadano w warunkach in vivo. Po 28 dniach
stosowania, przebarwienia na skorze zostaty zredukowane o 4,83%, zmarszczki o 5,07% oraz

zwigkszyto si¢ nawilzenie skory w strefie T i U o odpowiednio 0 9,77% i 10,78%.

Otrzymane wyniki wskazuja na duze mozliwosci aplikacyjne zarGwno biopolimeru z B.
subtilis natto KBI, jak i samego pofermentu. Upowszechnienie komercjalizacji lewanu
umozliwi opracowanie wydajnej wielkoskalowej produkcji z obnizeniem kosztow produktu

koncowego.



