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Wstep [H1]

Wiekszo$¢ materii ozywionej zbudowana jest z wielkoczgsteczkowych zwigzkéw zwanych
polimerami. Podstawowymi z nich sg nosniki informacji genetycznej organizméw tj. DNA i RNA oraz
biatka. Niemniej jednak w przyrodzie wystepuje cata gama innych polimeréw o szerokim wachlarzu
wtasciwosci biologicznych, chemicznych i fizycznych, takich jak np. polimery roslinne — skrobia, celuloza
czy lignina oraz zwierzece jak np. kolagen, chityna czy chitozan. Biopolimery réwniez powszechnie
wystepujg u mikroorganizméw — w krdlestwach bakterii i archeondw — a jednymi z ciekawszych
polimerdw przez nie syntetyzowanych sg polihydroksyalkaniany (PHA). Po raz pierwszy zostaty opisane
w 1926 roku przez Lemoigne, ktory wykazat, ze nieznanym materiatem akumulowanym przez Bacillus
magaterium jest homopoliester kwasu (R)-3-hydroksymastowego [P(3HB)]. Jednakze dopiero pod
koniec lat piecdziesigtych wyjasniono role, jaka ten polimer spetnia w metabolizmie komérek
bakteryjnych. Mianowicie, Stanier i Wilkinson dowiedli, ze granulki P(3HB) w bakteriach stuzg jako
wewnatrzkomdrkowa rezerwa Zrédfa wegla oraz energii’. Okre$lono réwniez, ze substancje te
gromadza sie w odpowiedzi na ograniczenie sktadnikéw odzywczych w $rodowisku®. Obecnoé¢ innych
hydroksykwaséw w komdrkach bakteryjnych zostata potwierdzona w 1974 r. gdy Wallen i Rohwedder
zidentyfikowali kopolimer (R)-3-hydroksywalerianu i (R)-3-hydroksymaslanu [P(3HB-co-3HV)] w
ekstraktach aktywowanego osadu $ciekowego®. Doéwiadczenia prowadzone przez De Smet i
wspotpracownikdw na hodowli Pseudomonas oleovorans karmionej n-oktanem otworzyty kolejny
rozdziat w badaniach nad PHA. Dowiedziono, ze utworzony polimer sktada sie gtéwnie z jednostek (R)-
3-hydroksyoktanowych [P(3HO)]°. Byt to pierwszy przypadek, gdy opisano akumulacje innych
jednostek monomerycznych niz kwas (R)-3-hydroksymastowy czy (R)-3-hydroksywalerianowy.

Polihydroksyalkaniany nalezg do grupy biodegradowalnych, aktywnych optycznie poliestréw.
Mogg by¢ gromadzone przez bakterie w niezréwnowazonych warunkach ich wzrostu, tj. gdy
ograniczone zostaja sktadniki odzywcze takie jak zwigzki azotu, fosforu, siarki, tlenu badz magnezu®2.
Materiaty te akumulowane s3 w postaci wewngtrzkomérkowych hydrofobowych granulek
(karbonosméw), ktére zazwyczaj majq srednice od 0,2 do 0,7 um i sktadajg sie w 97,7% z PHA, 1,8% z
biatek oraz 0,5% z lipidéw?®. Dzieki zastosowaniu réznych substratéw weglowych, warunkéw hodowli i
starannej selekcji gatunkow bakterii, zidentyfikowano wiele monomeréw PHA. Wiadomo, ze okoto 150
réznych kwaséw hydroksylowych wystepuje jako sktadniki PHAX!! co czyni je najwieksza grupa
naturalnych poliestréw!!. Co wiecej liczba réznych monomerdw stale ro$nie poprzez modyfikacje ich
struktury wprowadzane na drodze syntezy chemicznej. We wszystkich scharakteryzowanych
dotychczas naturalnych PHA, hydroksylowany atom wegla ma konfiguracje R ze wzgledu na

stereospecyficzno$¢ enzymdw biosyntezujgcych PHA, tj. dehydrogenazy 3-hydroksyacylo-CoA, (R)-



specyficznej hydratazy enoilo-CoA i 3-hydroksyacylo-ACP:CoA transferazy!’. Polimery te mozna
rowniez otrzymywaé metodami tradycyjnej syntezy chemicznej. Dla przyktadu PHB moze by¢
syntezowany na drodze polimeryzacji z otwarciem pierScienia B-butyrolaktonu, katalizowanej przez
sole anionowe, badZ? w obecnosci enzymodw, ktdra skutkuje otrzymaniem materiatu o rdinej
taktycznoscit*4. PHA to gtéwnie liniowe poliestry sktadajace sie z (R)-3-hydroksykwaséw, w ktérych
wigzanie estrowe powstaje pomiedzy grupg karboksylowa jednego monomeru i grupg hydroksylowa
sgsiadujgcego monomeru’. W przewazajacej wiekszosci czasteczek meréw budujgcych taricuch PHA
podstawnik R-OH zlokalizowany jest przy trzecim (B) atomie wegla czgsteczki. Jednakze istniejg
rowniez polimery, ktorych podstawnik R-OH znajduje sie w 4 oraz 5 pozycji tanncucha weglowego, takie
jak np. P(4HB) czy P(5HV)*>16,

Réznorodnos¢ rodziny polimeréw PHA spowodowata, na przestrzeni ostatnich 50 lat, lawinowy
wzrost zainteresowania tymi zwigzkami w kregach naukowych jak i w szeroko rozumianym przemysle.
Wiekszo$¢ przedstawicieli PHA posiada dwie niezmiernie atrakcyjne cechy — polimery te sg biozgodne
oraz biodegradowalne, a to otwiera droge do szerokich mozliwosci ich zastosowan zaréwno w zyciu
codziennym jak i w zastosowaniach medycznych. W opublikowanym przegladzie systematycznym
opisatem trendy jakie istnialy i istniejg w dziedzinie badaA nad polihydroksyalkanianami'’ [H1].
Uzywajgc zaawansowane algorytmy (np. HDBSCAN — Hierarchical Density-Based Spatial Clustering of
Applications with Noise) przebadalismy wraz z naukowcami z Uniwersytetu Ekonomicznego w
Krakowie zbidr 2227 petno tekstowych oryginalnych prac badawczych w tematyce PHA dostepnych w
Web of Science Core Collection. Probka ta umozliwita wytonienie o$miu trendéw definiujgcych

kluczowe kierunki badan w tej dziedzinie (Rysunek 1).

1 Poznanie i manipulacja ganéw odpowiedzialnych za synteze PHA
2 Akumulacja PHA w oczyszczalniach $ciekéw i kulturach mieszanych
3 PHA dla zastosowan medycznych
4 Przetwoérstwo i modyfikacja PHA
5 Zréwnowazona produkcja PHA
6 Granulki PHA
7 Produkcja PHA prze genetycznie zmodyfikowane E. coli

8 Kompozyty PHA

I L) I ) ] 1 1 1 1 I I I 1 1 I | 1 1 | ] 1 1 I I 1
1990 1995 2000 2005 2010 2015 2020

Rysunek 1 Osiem zidentyfikowanych trendéw w badaniach poswieconym polihydroksyalkanianom

Gtéwne nurty badawcze skierowane sg na poznanie mechanizmoéw syntezy biopolimerow PHA.
Ciggle odkrywane sg nowe geny i ich potgczenia w réznych mikroorganizmach, ktére odpowiedzialne
sg za produkcje aparatu biochemicznego umozlwiajgcego synteze PHA (trend 1). W celu ich lepszego

poznania przenoszone sg do organizmow dobrze poznanych, takich jak Escherichia coli (trend 7).
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Skutkuje to konstrukcjg nowych i wydajnych szczepdw genetycznie modyfikowanych uzywanych do
syntezy skrojonych na miare polimerdw PHA. Nie mniej wazny aspekt na pograniczu genetyki,
biochemii i fizjologii mikroorganizméw dotyczy poznawania natury karbonosoméw, czyli granulek w
ktorych odktadane sg PHA, i mozliwosci wykorzystania ich potencjatu w biochemii, immunologii czy
medycynie (trend 6).

Rownie istotnym jawig sie zagadnienia opisywane w literaturze takie jak synteza i zastosowanie
PHA. Z punktu widzenia przedstawianego osiggniecia habilitacyjnego, s to dwa najwazniejsze aspekty.
Ogrom wysitku naukowego ktadziony jest na poznawanie proceséw syntezy PHA w mikroorganizmach.
Istniejg tutaj dwie szkoty. Pierwsza zaktada manipulacje genetyczne wybranych szczepow
produkcyjnych w celu maksymalizacji biomasy jak i zawartosci polimeru, a przyktadem mogg by¢
badania opisywane w trendzie 7. Podejscie takie z pewnoscig zapewnia zwiekszone wydajnosci w
niektérych przypadkach, jednakze zastosowanie tak opracowanych technologii w poszczegdlnych
panstwach jest problematyczne (np. kraje Unii Europejskiej posiadajg ograniczenia w stosowaniu
genetycznie modyfikowanych organizméw). Z drugiej strony opracowywane sg technologie produkgji
PHA, ktdrym przyswiecajg idee zielonej chemii i zrGwnowazonego rozwoju oraz wykorzystujg szczepy
typu dzikiego. Mozna tu wymienic procesy optymalizowane dla syntezy PHA w oczyszczalniach $ciekéw
na kanwie mieszanych kultur bakteryjnych (trend 2) czy takie, ktére wykorzystujgc monokultury,
prowadzone sg na odnawialnych Zrodtach wegla i energii (trend 5). W kolejnej czesci dysertacji
habilitacyjnej zostang przedstawione wiasnie takie procesy fermentacyjne prowadzace do
powstawania polimerdw PHA, ktére wykorzystujg pochodne biomasy — kwasy ttuszczowe i glicerol —
oraz szczepy typu dzikiego izolowane ze S$rodowiska. Omdwiony zostanie rowniez aspekt
Srodowiskowy ich produkcji z naciskiem na analize cyklu zycia przeprowadzong dla produkcji
wybranych polimeréw z odnawialnych zrédet wegla® [H2]. Dalej czytelnik zostanie zapoznany z
potencjatem jaki tkwi w polimerach PHA na przyktadach przeprowadzonych badan wchodzgcych w
sktad osiggniecia habilitacyjnego. W pierwszej kolejnosci zostang opisane podstawowe wtasciwosci
polimeréw PHA' [H3]. Kolejno zostanie opisana synteza hybrydowych materiatéw ceramiczno-
polimerowych, do konstrukcji ktérych wykorzystywane sg polimery PHA?® (badania wpisujace sie w
trend 8 na podstawie pracy H4). Opracowane materiaty na bazie PHA, czy to wytacznie polimerowe czy
hybrydowe, sg obiecujgcymi alternatywami dla zastosowan medycznych (trend 3). W niniejszej
rozprawie zostang przedstawione wyniki badan ukazujgce wtasnie ten potencjat otrzymanych
opatrunkdéw i implantéw kosci?*?? [H4, H5, H6, H12, H13].

Jednakze nie na tym koncza sie mozliwosci aplikacyjne PHA. Polimery te zbudowane s3 z
optycznie aktywnych i chiralnych (R)-3-hydroksykwaséw. Czasteczki te posiadajg dwie tatwo
modyfikowalne grupy chemiczne — karboksylowg i hydroksylowa. Stwarza to potencjat do

wykorzystywania ich w szeroko rozumianej syntezie chemicznej. Dowiedziono na przyktad, iz
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potgczenie (R)-3-hydroksykwasow z krdtkim peptydem antynowotworowym znaczgco zwieksza jego
aktywnos¢ biologiczng?*?*. Wiadomo réwniez, ze zwigzki na bazie (R)-3-hydroksykwaséw wykazuja
dziatanie przeciw mikrobiologiczne, jak zostato to pokazane wzgledem panelu bakterii i drozdzakéw
chorobotwdrczych?®. Podazajac tg drogg opracowatem metody biokatalitycznej syntezy nowej rodziny
zwigzkéw opartych na (R)-3-hydroksykwasach, a mianowicie estrow cukrowych kwaséw
ttuszczowych?®?” [H7, H8]. W niniejszej rozprawie habilitacyjnej zostang omdwione réwniez metody
syntezy organicznej umozliwiajgcej modyfikacje grupy (R)-3-hydroksylowej monomeréw PHA poprzez
eterowe jej podstawienie matoczasteczkowymi zwigzkami zawierajgcymi fluor®® [H9]. Tak
zsyntetyzowane zwigzki wykazujg potencjat do wykorzystania ich w przemystach kosmetycznym,
farmaceutycznym i zywieniowym, nie tylko ze wzgledu na ich wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe czy
antynowotworowe, lecz réwniez czynny powierzchniowo charakter?® [H9]. Ciekawym aspektem, o
duzym potencjale aplikacyjnym w selektywnej ekstrakcji komponentéw biomasy, jawi sie rowniez
wykorzystanie monomeréw PHA do syntezy zielonych rozpuszczalnikédw. Przedstawiona zostanie
synteza gtebokich eutektykéw (DES), w ktdorych donorami wigzan wodorowych s3g (R)-3-
hydroksykwasy. Omdwione zostang wybrane aspekty wtasciwosci fizycznych zsyntetyzowanych DESow
powstatych na bazie monomeréw PHA oraz chlorkéw choliny, 1-etylo-3-metyloimidazolu czy

tributylometyloamonu?®*° [H10, H11].

Synteza polihydroksyalkanianéw z odnawialnych Zrdodet wegla i ich charakterystyka
fizykochemiczna

Projektowanie procesow syntezy biopolimeréw PHA z uwzglednieniem aspektu
srodowiskowego [H2]

Procesy prowadzgce do syntezy polimeréw PHA w dominujgcej liczbie przeprowadzane sg na
drodze fermentacji bakteryjnej. Mikroorganizmy te sg wstanie przyswoi¢ rozmaite organiczne zrédta
wegla w celu proliferacji, co wigze sie z przyrostem biomasy i w niektérych przypadkach syntezg
polimeréw PHA. Obecne trendy dgzg do zrdGwnowazonego wykorzystywania zasobéw naturalnych,
innymi stowy odnawialnych Zzrodet wegla, w produkcji polimeréw PHA. Mozemy wyrdznic tutaj zasoby
pierwotne i wtérne3!. Te pierwsze obejmuja produkcje rolniczg stricte przeznaczong pod synteze PHA
na drodze fermentacji — tzn. uprawe kukurydzy w celu pozyskania glukozy czy uprawe roslin oleistych,
z ktérych uzyskuje sie olej, a nastepnie kwasy ttuszczowe i gliceryne. Nie sg to scenariusze pozadane,
poniewaz bezposrednio konkurujg z tarncuchem pokarmowym cztowieka. Z tego powodu gtéwny nacisk
badawczy potozony jest na wykorzystanie surowcéw wtdrnych, generowanych w duzych ilosciach jako
frakcje odpadowe z innych proceséw?2. Dla przyktadu, mogg to byé cukry pochodzace z odpaddw

sektora rolnego i lesnego, glicerol powstajacy jako produkt uboczny podczas produkcji biodiesla,
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frakcja organiczna odpaddw komunalnych, itp. Opracowana metodologia syntezy polimeréw PHA
omoéwiona w niniejszym osiggnieciu dotyczy przede wszystkim wykorzystania naturalnych substratow
pochodzenia roslinnego — kwaséw ttuszczowych oraz glicerolu — pierwszej czy drugiej generacji.
Wykorzystanie tych dwéch typow zasobow, w potaczeniu z odpowiednim doborem szczepu
produkcyjnego, pozwala uzyska¢ game polimerow PHA o szerokim wachlarzu wtasciwosci

fizykochemicznych.
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Rysunek 2 Poréownanie bioproceséw pozwalajgcych na akumulacje trzech réznych polimerow PHA: polihydroksymasianu
(P(3HB)), polihydroksyoktanianu (P(3HQ)) i srednio taricuchowego PHA z kwasow ttuszczowych (mcl-PHA). Kolumna lewa
przedstawia akumulacje biomasy i PHA w czasie. Kolumna prawa przedstawia ewolucje poszczegdlnych monomerdw w czasie
fermentacji, gdzie C4 — (R)-3-hydroksymaslan, C6 — (R)-3-hydroksyheksanian, C8 — (R)-3-hydroksyoktanian, C10 — (R)-3-
hydroksydekanian, C12 — mieszanina nasyconego i nienasyconego (R)-3-hydroksydodekanianu, C14 — mieszanina nasyconego
i nienasyconego (R)-3-hydroksytetradekanianu.

Stworzone przeze mnie bioprocesy w skali 5L fermentacji pozwolity na efektywna synteze
trzech rodzajéw polimeréw: twardego i kruchego P(3HB), elastomerycznego P(3HO) oraz p6tptynnego
polimeru srednio tancuchowego (medium chain length) mcl-PHA. Pierwszy syntetyzowany jest z

glicerolu przy uzyciu szczepu Zobellella denitrificans MW1, dwa pozostate powstajg z kwasu
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oktanowego i fermentacji Pseduomonas putida KT2440 oraz mieszaniny kwasow pochodzgcych z oleju
rzepakowego i fermentacji P. putida CA3. Procesy fermentacji P(3HO) i mcl-PHA znaczgco rdznig sie od
procesu prowadzgcego do pozyskania P(3HB) (Rysunek 2). Fermentacje oparte na kwasach
ttuszczowych sg do siebie zblizone. Prowadzi sie je wykorzystujgc syntetyczne medium mineralne,
ktore zaprojektowane jest odpowiednio tak aby wywrze¢ na bakteriach presje Srodowiskowg
pozbywajgc ich w pewnym momencie (okoto 20 h hodowli) dostepnych fosforanéw. Ponadto steruje
sie tempem podawania substratu w taki sposdb, aby hodowla nigdy nie osiggneta maksymalnego
tempa wzrostu (pmax). Powoduje to liniowe tempo odktadania polimeréw PHA. Proces prowadzi sie
przez ok. 30 godzin33. Natomiast wydajno$é¢ procesu syntezy P(3HB) nie jest uzalezniona od wywarcia
podobnego stresu. Tu medium hodowlane zaprojektowane jest tak aby wszystkie sktadniki mineralne
i glicerol byty zawsze w nadmiarze. Rdznice te wynikajg z dwdch powoddéw — zastosowanego substratu
oraz metabolizmu szczepu produkcyjnego. Kwasy ttuszczowe sg szybko przyswajalne przez
Pseudomonas spp. Nadmierna i nieodpowiednio dobrana ich ilo$¢ powoduje wzmozong aktywnos¢
metaboliczng zastosowanych szczepdw, zwiekszenie zapotrzebowania na tlen, co bezposrednio
prowadzi do komplikacji metabolicznych poprzez ograniczony transfer tego gazu do bakterii w medium
hodowlanym. Sprawa wyglada inaczej podczas syntezy P(3HB) — glicerol nie jest tak wydajnie
metabolizowany przez Z. denitrificans przez co moze by¢ obecny w nadmiarze podczas catego
procesu®®. Powstajace z niego P(3HB) syntetyzowane jest przez ten szczep niezaleznie od tempa
wzrostu pozostatej biomasy. Sledzac procesy syntezy mcl-PHA i P(3HO) mozemy zauwazy¢ pewng
prawidtowos¢ w zakresie jakosci monomerdw wchodzgcych w ich sktad w czasie fermentacji. Wraz ze
wzrostem procentowej ilosci obu polimeréw wzgledem catej biomasy (Rysunek 2) mozna zwazyg¢, iz
miedzy czasem T5h a T20h ustala sie koncowa proporcja poszczegdlnych (R)-3-hydroksykwaséw
wzgledem siebie i utrzymuje sie w statej zaleznosci do konca procesu. Podsumowujgc, opracowane
przeze mnie procesy fermentacji pozwalajg na efektywng konwersje wymienionych substratow do
wysokich stezen bakteryjnych (high cell density fermentations) zawierajgcych znaczne ilosci PHA w
materiale biologicznym.

W celu poznania rzeczywistego wptywu na srodowisko naturalne opracowanych technologii
syntezy biopolimeréw PHA dokonatem analizy cyklu zycia tychze procesdw (life cycle assessment, LCA).
W pracy [H2] poréwnywatem trzy prawdopodobne scenariusze umozliwiajgce synteze P(3HB) oraz
mcl-PHA z substratow pochodzacych z oleju rzepakowego. Scenariusz 1 zaktada synteze obu
polimerow z glicerolu czy kwaséw ttuszczowych pochodzacych z nieprzetworzonego oleju
rzepakowego, scenariusz 2 dotyczy produkcji P(3HB) z odpadowej gliceryny pochodzacej z instalacji
biodiesla, a scenariusz 3 zaktada synteze P(3HB) i mcl-PHA z glicerolu i kwasow ttuszczowych
pochodzacych z posmazalniczego oleju rzepakowego. Wyniki LCA jasno pokazaty srodowiskowg

przewage proceséw wykorzystujgcych strumienie odpadowe jako substraty do syntezy polimeréw
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PHA. Z drugiej strony synteza P(3HB) z uzyciem Z. dentirificans okazata sie mniej przyjazna dla
Srodowiska, a wynika to bezposrednio z matych wydajnosci procesowych w poréwnaniu do syntez mcl-
PHA. Niemniej jednak nalezy podkresli¢, ze przeprowadzona analiza LCA dotyczyta procesow
prowadzonych wytgcznie w skali laboratoryjnej. Czynniki takie jak skalowanie proceséw w gore,
czysto$¢ substratéow uzywanych do syntezy PHA jak i optymalizacja naktadéw energetycznych i
zasobowych przy zwiekszonej skali z pewnoscig bedg oddziatywaty na wyniki przysztych analiz LCA”*.
Charakterystyka fizykochemiczna syntetyzowanych PHA na przyktadzie P(3HO) [H3, H5]

Polihydroksyoktanian jest stosunkowo stabo poznanym przedstawicielem $rednio
tancuchowych PHA. Posiada interesujgcg charakterystyke materiatowg, m.in. jest polimerem
elastomerycznym i biozgodnym, co sprawia, ze potencjalnie moze by¢ zastosowany do konstrukcji
implantéw i materiatéw medycznych®. Witasnie z powyzszych przyczynek podjatem badania majgce na
celu przyblizenie wtasciwosci fizykochemicznych tego polimeru. P(3HO) syntetyzowany jest z kwasu
oktanowego przy pomocy P. putida KT2440 w sposob opisany w poprzednim podrozdziale.
Wykorzystywany jest szczep Gram-negatywny, ktdry charakteryzuje sie réwniez mozliwoscig syntezy
innych biopolimerdw, a w tym lipopolisacharydu (LPS). LPS jest znang endotoksyng a jej wystepowanie
jest niepozadane w produktach medycznych, poniewaz wywotuje silng reakcje immunologiczng
organizmu cztowieka®”. Na proces ekstrakcji polimeréow PHA skfada sie kilka krokéw: zwirowana
biomasa jest w pierwszej kolejnosci liofilizowana, nastepnie poddawana ekstrakcji rozpuszczalnikiem
organicznym, a w ostatniej fazie procesu nastepuje strgcanie polimeru z zageszczonego roztworu
rozpuszczalnika w lodowatym roztworze alkoholu (metylowym, etylowym lub ich mieszaniny z wodg).
Studiujgc dostepng literature dotyczgcy ekstrakcji polimerow PHA podjatem decyzje o zastosowaniu
octanu etylu w procesie ekstrakcji oraz uwzglednieniu dodatkowego kroku przed strgceniem polimeru
w alkoholu jakim, a mianowicie zastosowaniu filtracji r-r polimeru przez wegiel aktywny w tandemie z
filtrem 0.2 um?'. Dziatanie takie zapewnia eliminacje niepozgdanych zanieczyszczen wystepujacych w
PHA w stopniu umozlwiajgcym ich zastosowanie w medycynie. Dla celéw poréwnawczych wptywu
rozpuszczalnika na przygotowanie materiatu do celéw medycznych zostaty przygotowane trzy rodzaje
filméw P(3HO) — wylane z r-r octanu etylu, acetonu i chloroformu. Tak przygotowane prébki P(3HO)
po dwutygodniowym okresie dojrzewania zostaty poddane szerokim badaniom fizykochemicznym,
ktore pozwolity uzupetni¢ obecng w literaturze luke wiedzy na temat tego biopolimeru.

W pracy [H3] dzieki zastosowaniu szeregu metod analitycznych opisatem podstawowe
parametry materiatowe P(3HO). Kompozycja iloSciowa polimeru zostata potwierdzona dzieki
wykorzystaniu chromatografii gazowej (GC-FID) oraz spektroskopii magnetycznego rezonansu
jadrowego (NMR) — P(3HO) sktada sie w 91 mol% z (R)-3-hydroksyoktanianu, w 7 mol% z (R)-3-

hydroksyheksanianu oraz w 2 mol% z innych (R)-3-hydroksykwaséw. Wykorzystujgc zelowa
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chromatografie wykluczenia GPC okreslitem srednig mase czgsteczkowg (M, = 73,0 kDa) oraz srednig
wazong mase czasteczkowa (M, = 137 kDa) dla tego polimeru, co pozwolito na okreslenie stopnia
dyspersyjnosci rzedu 1,88 mieszczacego sie w granicach podawanych dla syntetycznych polimerdéw.
Stopien krystalicznosci (Xcxro = 36,7%), wyznaczony dzieki pomiarom dyfrakcji rentgenowskiej,
ttumaczy elastomeryczny charakter tego polimeru, ktérego wieksza cze$¢ objetosci budowana jest
przez regiony amorficzne. Objetos¢ ta charakteryzuje sie réwniez nanometrycznymi wolnymi
przestrzeniami o $redniej wielkosci 17,9 nm* co wykazaty pomiary z wykorzystaniem spektroskopii
anihilacji pozytronowej (PALS). Ponadto zarejestrowane widmo IR polimeru byto typowym dla catej
rodziny PHA. Polimer P(3HO) posiada punkt zeszklenia w temperaturze -35,4 °C a topi sie w 52,8 °C,
dzieki czemu z powodzeniem moze by¢ wykorzystywany do konstrukcji materiatéw majgcych kontakt
z ludzkim ciatem (36,6 °C). Jest tez polimerem termowytrzymatym, gdyz zaczyna ulegac degradacji w
temperaturze 278,5 °C.

Wykorzystanie technik takich jak nanoindetacja (NI) czy spektroskopia sit atomowych (FS)
pozwolity mi na okreslenie lokalnych wtasciwosci mechanicznych spreparowanych filméw P(3HO) [H3,
H5]. Zazwyczaj w literaturze okreéla sie globalne parametry mechaniczne danego polimeru3,
jednakze poznanie lokalnych wartosci w nanoskali moze by¢ istotne do zrozumienia zachowania
komoérek na badanym materiale. Otrzymane usrednione wartosci modutéw Young’a dla sporzgdzonych
filmdéw z FS nie odbiegaty znaczaco od tych otrzymywanych w badaniach globalnych (12.6 — 25.4 MPa
vs 11.4—-14.0 MPa). Pomiary te jednak pokazaty jak te wartosci rozktadajg sie na powierzchni materiatu
(Rysunek 3, Panele A,B,C). Najbardziej jednorodna dystrybucje modutéw Young’a opisujacych lokalne
wartosci sztywnosci otrzymano w przypadku P(3HO) wylanego z chloroformu, z drugiej strony
najwiekszy rozrzut zaobserwowatem dla polimeru otrzymanego z r-r acetonu. Komplementarne
badania z uzyciem NI dostarczyty zblizonych wynikéw modutéw Young'a (33-41 MPa), jednakze
obarczonych znacznie wiekszym btedem pomiarowym (srednio 10%; Rysunek 3, Panele D,E,F). Ta
nieznaczna rozbieznos$¢ w uzyskanych wartosciach zwigzana jest z zastosowang technikg pomiarowa.
Nanoidentacja dostarczyta takze kolejnych cennych wiadomosci na temat wtasciwosci mechanicznych
filméw P(3HO), a mianowicie informacji o ich twardosci (3.2 — 4.5 MPa) oraz wspdtczynniku tarcia
(0.198 — 0.202). Pomiary przeprowadzone w momencie od momentu preparatyki filmu pozwolity na
okreslenie czasu potrzebnego na maturacje filmow. Dwutygodniowy okres starzenia pozwala na

otrzymanie preparatu stabilnego pod katem jego wtasciwosci mechanicznych.
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Rysunek 3 Rozktad lokalnych modutéw Young’a [MPa] dla filméw P(3HO) wylanych na podtoze szklane z r-r octanu etylu (Panel
A), r-r acetonu (Panel B) i r-r chloroformu (Panel C) uzyskane z pomiardw spektroskopii sit atomowych. Histogramy zostaty
obliczone przy uzyciu 2800 - 3200 punktéw pomiarowych. Linia ciggta przedstawia dopasowanie Gaussa do danych
eksperymentalnych [H3]. Rozktad lokalnych modutéw Young’a [MPa] oraz twardosci [MPa] dla filméw P(3HO) wylanych na
podfoze szklane z r-r octanu etylu (Panel D), r-r acetonu (Panel E) i r-r chloroformu (Panel F) uzyskane z pomiaréw
nanoindentacji. Wyniki otrzymano dla 5 réznych filmdw, dla kazdego rozpuszczalnika i czasu dojrzewania. Na kazdej probce
wykonano 10 pomiaréw. [H5]

Ponadto techniki mikroskopowe pozwolity mi na zwizualizowanie powierzchni
przygotowanych filméw w réznych skalach [H3]. Mikroskopia w swietle spolaryzowanym uwidocznita
nieréwnosci powierzchni w skali mikrometrycznej (Rysunek 4, panele A,B,C). Zaobserwowatem koliste
i eliptyczne zaburzenia powierzchni powstajgce prawdopodobnie z réznic miejscowego tempa
krystalizacji przygotowanych filméow. Korelowato to z otrzymanymi z nanoindentora przebiegami
krzywych zarysowan na dtugosci 1000 nm (Rysunek 4, panel D). Dzieki zastosowaniu mikroskopii sit
atomowych (AFM) byliSmy w stanie zaobserwowac powierzchnie w nano skali, ktdra z punktu widzenia
odziatywania komérka-substrat jawi sie najbardziej istotng (Rysunek 4, panele E,F,G). W tym
powiekszeniu i niezaleznie od rozpuszczalnika zaobserwowatem, iz otrzymane powierzchnie P(3HO)
byty relatywnie ptaskie i jednorodne, co bezposrednio moze przektadac sie na jako$¢ adhezji komérek,
ich proliferacje czy tworzenie sie biofilmu bakteryjnego. Przeprowadzona analiza zdje¢ AFM wykazata,
ze chropowatos¢ powierzchni wynosita 4.5 — 5.9 nm dla zdje¢ z powierzchni 25 pm?. Dla poréwnania,
chropowatosci powierzchni uzyskane dzieki zastosowaniu bardzo zblizonej metodologii i dla takiego
samego obszaru, wynosity odpowiednio: ~15 nm dla polikwasu mlekowo-glikolowego (PLGA); ~105 nm

dla tytanu; 15 — 35 nm dla nanokompozytu PLGA-tytan; a dla koéci ten wspétczynnik wynidst ~76 nm*.
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Rysunek 4 Powierzchnia polimeru P(3HO). Obrazy powierzchni polimeru w swietle spolaryzowanym dla filmu przygotowanego
z r-r- z octanu etylu w powiekszeniach 500 um (Panel A), 50 um (Panel B) i 5 um (Panel C). Przebieg krzywych zarysowan dla
filmu P(3HO) (Panel D). Obrazy AFM filmu P(3HO) otrzymanego z roztworu w octanie etylu (1 x 1 um?): topografia powierzchni
(Panel E), kontrast fazowy (Panel F) i obraz 3D (Panel G) [H3].

Zastosowanie P(3HO) w projektowaniu materiatéw dla medycyny

Przyktady materiatéw na bazie P(3HO), drogi ich syntezy i charakterystyka materiatéw

Synteza opatrunkow na bazie P(3HO) [H12, H13]

Rynek opatrunkow jest jednym z prezniej rozwijajgcych sie obszaréow materiatéw medycznych.
Obecnie wyceniany jest na ok. 7,0 miliardéw USD z projekcja iz osiggnie on 11,2 miliardy USD w 2025
roku przy utrzymujacym sie tempie 9,7% wzorstu*?. Istnieje réwniez duze zapotrzebowanie na synteze
biozgodnych materiatéw z odnawialnych zrodet wegla. W te dwa nurty wpisujg sie materiaty oparte na
PHA. Z powyzszych powoddw podjgtem préby syntezy takich materiatdw na bazie elastomerycznego
P(3HO).

Pierwszg opracowang metoda byto wykorzystanie metodologii odlewu matrycy z roztworu
polimeru na ziarnach porogenu. W charakterze porogenu zastosowali§my przesiane ziarna chlorku
sodu o wielkosci od 100 do 300 um. Eksperymentalnie dobralismy réwniez stezenie roztworu P(3HO)
w octanie etylu, co umozliwito efektywne i rownomierne optaszczenie ziaren NaCl przez polimer. Po

odparowaniu rozpuszczalnika materiaty poddane zostaty ptukaniu w celu odmycia ziaren soli; w efekcie
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wytworzone zostaty cienkie, miekkie pianki. Materiaty te poddatem analizie mikrotomografii
komputerowej (LCT) w celu zobrazowania powstatych poréw, poznania czy istniejg miedzy nimi kanaty
taczace (otwarta porowatosc) oraz analizy procesu wyptukania porogenu. Badania wykazaty, iz dla
uzytego 5% r-r P(3HO) srednia wielko$¢ powstatych poréw wynosita 179 um przy uzyskanej 98%
porowatosci (Rysunek 5, Panele A i B). Niemniej nie wszystkie pory posiadaty kanaty umozliwiajgce
prawidtowe wyptukanie chlorku sodu, a na mikrofotografiach widoczne sg jego znikome pozostatosci

(jasnoniebieskie obszary).
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Rysunek 5 Synteza opatrunkéw na bazie P(3HO). Zrekonstruowany przekréj poprzeczny pianki uzyskanej z 5% r-r P(3HO) (Panel
A) i jej trojwymiarowe odwzorowanie (Panel B). Obrazy SEM uzyskanych wtdkien P(3HO) metodq elektroprzedzenia (Panele C
iD).
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Drugg zastosowang metodg byto wykorzystanie techniki elektroprzedzenia. We wspdtpracy z
naukowcami z Politechniki Krakowskiej podjeliSmy proby przedzenia nanowtdkien z roztworu. Dobrane
poczatkowe warunki nie pozwalaty na osiggniecie materiatu o dobrej charakterystyce — wtdkna zlepiaty
sie na kolektorze od razu po osiggnieciu kontaktu z podtozem tworzac jednorodng warstwe filmu
P(3HO). Moim autorskim pomystem byto zastosowanie chtodziwa, w tym przypadku ciektego azotu w
procesie przedzenia, co pozwolito na uzyskanie nanowtékien o nanometrycznej srednicy (Rysunek 5,
Panele Ci D). Czes¢ z otrzymanych wtdkien charakteryzowata sie jednolita budowa, a czes$¢ posiadata
dodatkowo swoiste koraliki. Niestety nie udato sie wyeliminowaé tej postaci wtdkien poprzez
manipulacje parametrami procesu. WykazaliSmy rdownolegle, ze przedmuchiwanie powierzchni
uprzedzonej maty sprezonym powietrzem pozwala skrdci¢ czas dojrzewania polimeru z ok. dwéch
tygodni do trzech godzin. Na kanwie przeprowadzonych doswiadczern dokonatem wraz ze

wspotpracownikami z Politechniki Krakowskiej dwdch zgtoszen patentowych (H12, H13).

Wytworzenie implantow kostnych — kompozytowych materiatow ceramiczno-polimerowych [H4]

Rozwdj kompozytowych materiatéw kosciozastepczych jest kolejng preznie rozwijajacy sie
gatezia medycyny regeneracyjnej. Kompozyty takie powinny charakteryzowaé @ sie
biokompatybilnoscig, bioaktywnoscig, osteokonduktywnoscig lub nawet osteoinduktywnoscig, aby
promowa¢ wrastanie w nie nowych tkanek®. Ich architektura musi réwniez sprzyja¢ migracji oraz
proliferacji komoérek i dodatkowo zapewnia¢ odpowiednig dystrybucje sktadnikéw odzywczych co
bezposrednio wptywa na proces regeneracji uszkodzonej tkanki kostnej. Jednymi z najlepiej
prosperujgcych materiatdw stosowanych w regeneracji tkanki kostnej sg te oparte na ceramice
fosforanowo-wapniowe;j (tj. hydroksyapatyt, o/p-fosforany (V) tréjwapnia) spetniajace w duzej mierze
wczesniej przedstawione wymagania w szczegolnosci, gdy stosuje sie je w formie porowatych
rusztowan (ang. scaffold). Takim ceramicznym rusztowaniom mozna nada¢ dodatkowe funkcje. Jedng
ze strategii jest pokrywanie/infiltrowanie ich biodegradowalnym polimerem - pozwala to nie tylko na
polepszenie ich wtasciwosci mechanicznych, ale czesto rowniez wprowadza mozliwosé
wykorzystywania ich jako systemy kontrolowanego dostarczania lekow.

W celu wykorzystania potencjatu ceramiki fosforanowo-wapniowej wraz ze
wspotpracownikami z Akademii Gérniczo Hutniczej opracowatem materiaty o osnowie fosforanu (V)
trojwapnia (TCP) pokryte polimerem — polihydroksyoktanianem (P(3HO)) [H4]. Rusztowania
ceramiczne zostaty wytworzone z wysoko reaktywnego proszku B-TCP otrzymanego metodg mokrg *.
Wyjsciowy proszek B-TCP po odpowiedniej preparatyce zostat wykorzystany do przygotowania dwdch
rodzajow materiatdw — ptaskich, mikroporowatych dyskéw oraz tréjwymiarowych makroporowatych

ggbek. Ceramiczne dyski przygotowaliémy metodg prasowania jednoosiowego natomiast wysoce
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porowate ggbki metodg odwzorowania matrycy poliuretanowej. Surowe materiaty poddano spiekaniu
w temperaturze 1200°C. Gotowe, ceramiczne tworzywa zostaty pokryte cienkg warstwg P(3HO)
poprzez ich imersje w 5% w/v r-r tego polimeru. Dyski pokryte polimerem postuzyty do badan
wstepnych w celu okreslenia jakosci pokrycia i interakcji pomiedzy dwoma komponentami materiatu
kompozytowego. Obserwacje mikroskopowe SEM przygotowanych materiatéw pozwolity na
oszacowanie grubosci warstwy polimerowej na ok. 30 um. Analiza EDS oraz IR powierzchni materiatu
jasno potwierdzity, ze obserwowane pokrycie pochodzi od polimeru PHA (Rysunek 6). Dodatkowo,
powierzchniowa analiza XRD pokrytych dyskow wykazata dwojaki charakter materiatu — na
dyfraktogramie widoczne byty typowe refleksy pochodzace od TCP oraz lekkie podniesienie tta
(halo)wynikajgce z obecnosci polimeru. Wykonano réwniez testy zwilzalnosci powierzchni
otrzymanych materiatdw — zaobserwowatem, ze powierzchnia niepokrytych dyskéw ceramicznych
posiadata charakter wysoce hydrofilowy (35 + 6° dla wody). Pokrycie P(3HO) skutkowato zmiang ich
charakteru na hydrofobowy (94 * 2° dla wody). Taka charakterystyka materiatu moze pozytywnie
wptywaé na adhezje, migracje i proliferacje osteoblastow poprzez zwiekszong adhezyjnos¢ biatek w

pordwnaniu z materiatami hydrofilowymi®.
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Rysunek 6 Przekrdj przez dysk TCP pokryty P(3HO) z widocznymi obszarami organicznymi i nieorganicznymi kompozytu oraz
analiza IR powierzchni materiatow [H5].

Mikrotomografia komputerowa pozwolita na ocene architektury tworzyw i wydajnosci
pokrycia polimerowego oraz oszacowanie wielkosci poréow w wytworzonych rusztowaniach (Rysunek
7, Panel A). Zaobserwowatem, ze niepokryte rusztowania ceramiczne charakteryzowaty sie srednia
wielkoscig poréw rzedu 416 + 252 um, natomiast materiaty pokryte P(3HO) — 254 £ 45 um. Rdznica ta
najpewniej spowodowana byta pokryciem przestrzeni wewnatrz poréw warstwg polimeru. Porowatos¢
otrzymanych makroporowatych kompozytow zostata wyznaczona za pomocg metody wazenia
hydrostatycznego i wynosita 61.22 + 4.56 % dla niepokrytych i 59.18 + 2.60 % dla rusztowan pokrytych
polimerem. Pokrycie tworzywa ceramicznego polimerem pozwolito zachowac jego integralnos¢ nawet

po testach wytrzymatosci na Sciskanie (Rysunek 7, Panele B-E). Jednakze obecnosé¢ P(3HO) nie
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wptyneta znaczgco na charakterystyke naprezeniowo-odksztatceniowg materiatow — wytrzymatosé na
Sciskanie dla niepokrytych i pokrytych materiatéw polimerem wyniosta odpowiednio 6.0 + 1.8 MPa
oraz 6.7 + 2.5 MPa. Przeprowadzilismy rowniez badania stabilnosci chemicznej, bioaktywnosci in vitro
i degradacji otrzymanych materiatéw. Po okresie 21 dniowej inkubacji w sztucznych osoczu (SBF),
zaobserwowalis$my na powierzchni materiatéw TCP/P(3HO) uformowanie sie warstwy apatytowej,
przy czym na powierzchni ceramiki TCP jedynie pojedyncze wytrgcenia apatytowe. Wyniki te
potwierdzity, ze elastomerowa powtoka polihydroksyoktanianowa na TCP sprzyja tworzeniu sie
pseudoapatytowej warstwy na powierzchni materiatu. Podczas inkubacji kompozyty ulegaty
stopniowej degradacji. Podczas analizy obrazéw z SEM zauwazytem mikropekniecia oraz ubytki w
warstwie polimerowej. Potwierdzity to analizy HPLC-MS/MS, dzieki ktérym udowodnitem uwalnianie

sie mono- i oligomeréw P(3HO) do roztworu SBF.

Rysunek 7 Rekonstrukcja 3D architektury rusztowarn kompozytowych na bazie TCP i P(3HO) (Panel A z widocznymi przekrojami
poprzecznymi I, Il, I, IV w réznych ptaszczyznach). Makroskopowe i mikroskopowe zdjecia rusztowan bez polimeru (Panel B) i
pokrytych P(3HO) (Panele C-E) po testach wytrzymatosciowych.
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Ocena biologiczna in vitro wytworzonych materiatow

Wptyw P(3HO) na architekture cytoszkieletu i migracje fibroblastow oraz proces zablizniania sie rany w

modelu in vitro [H5, H6]
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Rysunek 8 WskazZniki Zzywotnosci komdrek MEF 3T3 hodowanych na réznych podtozach — szkle i P(3HO) spreparowanym po
wylaniu z roztwordw wskazanych rozpuszczalnikéw. Ocene cytotoksycznosci przeprowadzono dla 5 szalek hodowlanych dla
kazdego rozpuszczalnika i etapu czasowego [H5].

Wykonane ptaskie materiaty z P(3HO) poddatem dogtebnej charakterystyce biologicznej z
wykorzystaniem modelu fibroblastow (linia mysich embrionalnych fibroblastéow MEF 3T3) majac na
uwadze przyszte zastosowanie tychze materiatéw w leczeniu ran (H5, H6). W celu okreslenia
cytotoksycznosci metody wytwarzania materiatéw, filméw P(3HO) sporzadzonych poprzez wylanie
roztworu polimeru z trzech rozpuszczalnikédw (aceton, octanu etylu i chloroformu), przeprowadzitem
przy wspotpracy z naukowcami z Uniwersytetu Jagiellonskiego hodowle mysich fibroblastow
embrionalnych MEF 3T3 na substratach spreparowanych w odpowiednich odstepach czasowych
(Rysunek 8). Z przeprowadzonych badan wnika, iz dobdr rozpuszczalnika nie ma znaczgcego wptywu
na proliferacje komdérek, istotny jest za to czas jaki uptynat od przygotowania podtoza wzrostowego.
Fibroblasty byty w stanie normalnie wzrasta¢ na materiatach juz po 24 godzinach od ich przygotowania,
niezaleznie od procesu starzenia sie materiatu (czas stabilizacji podtoza to ok. 2 tygodnie, Rysunek 3).
Dzieki zastosowaniu zaawansowanych metod mikroskopii konfokalnej zobrazowalismy architekture
cytoszkieletu fibroblastéw hodowanych na filmach P(3HO). Komérki prezentowaty zrdznicowana
morfologie. W poréwnaniu do kontroli (szkto) fibroblasty byty bardziej wypukte —ich srednia wysokos¢
miescita sie w przedziale 6-12 um, a dla szkta wyniosta 4-6 um (Rysunek 9). Widoczne byty liczne

drobne rozgatezienia witdkien aktyny i mikrotubuli, ktére znacznie réznity sie w poréwnaniu do
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komoérek hodowanych na szkle. Opracowalismy rowniez metode ilosciowej analizy poréwnawczej
wybranych regiondw komorki z zastosowaniem analizy komputerowej (algorytmy Imagel). Badania
wykazaty, iz catkowita powierzchnia zajmowana przez aktyne w komdrkach porastajgcych filmy
polimerowe byta znaczgco mniejsza niz tych wzrastajgcych na szkle. Odwrotny trend towarzyszyt

pomiarom zawartosci mikrotubul.
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Rysunek 9 Wysokos¢ hodowanych komdrek na podtozach przygotowanych z réznych r-réw P(3HO) w poréwnaniu ze szktem
(Panel A). Poréwnanie cytoszkieletu aktynowego i mikrotubularnego dla komdrek hodowanych na réznych podtozach (szkto —
Panele B i D; P(3HO) — Panele C i E) — widoczne réznice w morfologii [H5].

Obserwacje morfologiczne jak i wyniki ilosciowej analizy zawartosci poszczegdlnych
komponentow cytoszkieletu zostaty skorelowane z parametrami migracyjnymi fibroblastow na
badanych podtozach [H5]. Szybkos$¢ migracji komérek MEF 3T3 na materiatach wykonanych z P(3HO)
byta w znaczacym stopniu wolniejsza niz dla grupy kontrolnej (np. 0,35 um/min dla podtoza P(3HO)
wylanego z acetonu versus 0,90 um/min dla szkta), co bezposrednio ttumaczy nizsza gestosc¢
spolimeryzowanej aktyny w tych populacjach komoérkowych (Rysunek 10, Panel A). Znaczaco nizsza
byta rowniez wielko$¢ kroku z jakim komérki pokonywaty dystans w czasie migracji na podtozach
biopolimerowych (np. 2,0 um dla podtoza P(3HO) wylanego z acetonu wzgledem 4,5 um dla szkta).
Zachowanie takie mozna ttumaczy¢ jakoscig podtoza — P(3HO) bedac biokompatybilnym polimerem
jest doskonatym materiatem umozliwiajgcym proliferacje komarek wydzielajgc hydrolizowane (R)-3-
hydroksykwasy [H4]. Te naturalnie wystepujgce metabolity komdrkowe (zwigzki pochodzace réwniez

z B-oksydacji kwasow ttuszczowych) odzywiajg komoérke, co zmniejsza zapotrzebowanie na penetracje
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otoczenia w celu poszukiwania substancji odzywczych. Niezaleznie jednak od podtoza nie
stwierdzilismy réznic w kierunkowosci poruszania sie komérek — fibroblasty poruszaty sie po losowo
wybranych trajektoriach. Zaobserwowana charakterystyka zachowywania sie pojedynczych komorek
na biomateriale wykonanym z P(3HO) dobrze korelowata z ruchem monowarstwy komadrkowej w
symulowanym procesie zablizniania sie rany w modelu in vitro (H6, Rysunek 10, Panel B). W podobny
sposdb jak zaobserwowalismy poprzednio komorki migrowaty do srodka wytworzonej przerwy
symulujacej rane szybciej na szkle niz na filmie P(3HO). W badaniach poréwnaliSmy szybkos¢
zablizniania sie sztucznej rany wzgledem innego biopolimeru — komercyjnie dostepnego polilaktydu
(PLA). Doswiadczenie zaprojektowatem majgc na uwadze dwa cele. Po pierwsze wiadomym jest, iz
szkto nie nadaje sie do wytwarzania materiatdw opatrunkowych, mimo doswiadczalnie osiggnietych
lepszych parametréw zarastania sie na nim monowastwy fibroblastow (czas zablizniania réwny 16,2
godzinom). Po drugie PLA wykorzystywane jest juz obecnie jako materiat do zastosowan medycznych?®.
Przeprowadzone eksperymenty pokazaty wyzszo$¢ P(3HO) nad PLA w stymulacji procesu zablizniania
sie sztucznej rany. Czas jaki potrzebowata monowarstwa fibroblastow do pokrycia wytworzonej

przerwy wynidst 16,4 godziny na filmie P(3HO), a na materiale z PLA byt on o0 4,1 godziny dtuzszy.

A
1.2

¢ .| I T

:‘é = 0.4 [ 1 al

o T
0

B Szkto @ PHO/aceton O PHO/chloroform B PHO/octan etylu

B 1007 Szkto « P(3HO) = PLA Tm;?:” I FI
90 - ﬂ IH T i l l
80 - M HJ ]
70 - ) *k ] Ml

% @ 1 ] Il

2 T ﬁ J f “

2 50 ol g

g 4] ol ' l# | } I I
30 + 1 Tf | ﬂﬁ[ [ | J
20 - i 1] HFH !
B S S - 1 ]
0 Jagecest{® = l,l 5 ; . r ,
0 5 10 15 20 25
Czas [h]

Rysunek 10 Poréwnanie szybkosci migracji fibroblastow na szkle i podfozach z PHO spreparowanych z wybranych
rozpuszczalnikowych roztwordw (Panel A). Zarastanie sie rany w modelu in vitro na szkle i polimerze PHO (Panel B) [H6].
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Ocena biokompatybilnosci hybrydowych materiatow ceramiczno-polimerowych

W celu weryfikacji potencjatu wytworzonych materiatéw kompozytowych do zastosowan w
regeneracji tkanki kostnej przeprowadzitem badania w modelu in vitro z wykorzystaniem komérek
preosteoblastycznych pochodzacych z mysiego sklepienia czaszki (MC3T3-E1)*. Przeprowadzone testy
posredniej cytotoksycznosci na wyciggach po 24-godzinnej inkubacji materiatdbw w medium
przeprowadzonej zgodnie z normg I1SO 10993 dowodzg wysokiej biozgodnosci badanych materiatéw
(Rysunek 11, Panel A). Wyniki wskazywaty, iz otrzymane kompozyty nie wydzielaty toksycznych
substancji do otaczajgcego je medium, a wrecz przeciwnie, sprzyjaty wzrostowi MC3T3-E1 zapewne
poprzez uwalnianie jondw wapnia alkalizujgcych $rodowisko czy tez w niewielkiej ilosci (R)-3-
hydroksykwaséw stuzgcych komérkom jako substancje odzywcze. Pogtebione testy proliferacji tejze
linii komoérkowej na rusztowaniach ceramicznych z TCP niepokrytych i pokrytych P(3HO) prowadzone
bylty przez okres 7 dni (Rysunek 11, Panel B). ZauwazyliSmy szybszg proliferacje komorek
preosteoblastycznych na materiatach pokrytych biopolimerem anizeli na tych bez pokrycia w
pierwszych dniach eksperymentu, co sugeruje, iz P(3HO) moduluje biokompatybilno$¢ implantu w
strone szybszej adaptacji komérek wzgledem podtoza. Niemniej jednak pod koniec eksperymentu
wyniki zywotnosci komdrkowej wykazaty podobng, zblizong do kontroli (proliferacja komdrek w
medium hodowlanym) proliferacje na obu typach testowanych materiatow.
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Rysunek 11 Testy biokompatybilnosci materiatow ceramiczno-polimerowych na linii mysich preosteoblastow (Panel A —
zZywotnos¢ komodrek w 24-godzinnych wyciggach uzyskanych z biomateriatow, Panel B — Proliferacja komdrek na
biomateriatach w kontakcie bezposrednim. Migracja komdrek w gtgb makroporéw ceramiczno-polimerowego rusztowania
zwizualizowana poprzez wybarwienie jgder komdrkowych i ich obserwacje z uzyciem mikroskopu konfokalnego (Panel C).
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Materiaty, na ktdrych komérki MC3T3-E1 proliferowaty przez 7 dni, poddano obserwacjom
mikroskopowym (mikroskopia konfokalna, SEM). Mikrofotografie powierzchni TCP pokrytego P(3HO)
pozwolity nam zaobserwowac¢ uformowanie sie jednolitej warstwy komérkowej na jego powierzchni.
Dzieki zastosowaniu mikroskopii konfokalnej udowodnilismy, ze komorki preosteoblastyczne nie tylko
pokrywajg wytworzone implanty z zewnatrz, lecz réwniez penetruja w gtgb porowatej struktury
rusztowania optaszczajac sie wewnatrz jego porow (Rysunek 11, Panel C). Przeprowadzone badania
wskazujg brak cytotoksycznosci i bardzo dobrg biokompatybilno$¢ wytworzonych materiatéw

kosciozastepczych.

Produkty depolimeryzacji PHA i ich zastosowanie do syntezy zwigzkdéw biologicznie
czynnych

Polihydroksyalkaniany z tatwoscig ulegajg degradacji na drodze chemicznej depolimeryzacji do
estrow metylowych, a idgc dalej, na drodze zmydlania zasadowego mozna otrzymaé mieszanine
czystych soli hydroksykwasow. Mnogos¢ tworzacych je (R)-3-hydroksykwasow umozliwia synteze, za
pomocg mikroorganizméw, szerokiej platformy chiralnie czystych kwaséw hydroksylowanych,
posiadajgcych w swej budowie liczne grupy funkcyjne, takie jak: estrowa, nitrylowa, aminowa,
fenylowa, karboksylowa, nitrozowa, a takie metylowa, ketonowa, acetylotioestrowa,
fluorofenoksylowa i wiele innych®®*. Istotnym jest fakt, iz mikroorganizmy moga syntetyzowac
polimery PHA ze 7Zrdodet wegla, ktére strukturalnie nie przypominajg budowy chemicznej finalnie
uzyskanych monomerdéw (np. glicerol, glukoza, zwigzki fenolowe - wszystkie fermentowane sg do
biomasy, a nastepnie do PHB czy mcl-PHA). Ponadto stata obecnos¢ dwdch tatwo modyfikowalnych
grup — karboksylowej oraz hydroksylowej — umozliwia zastosowanie tychze monomerow w szeroko
rozumianej syntezie organicznej. Wykazano, ze kwasy (R)-3-hydroksyalkanowe zapewniajg chiralne
syntony do syntezy farmaceutykéw, witamin, feromondw i antybiotykdw>%>2. Dla przykfadu, badania
w ktérych bratem udziat w Irlandii pokazaty, iz mozliwa jest synteza lekow o zwiekszonym potencjale
przeciwrakowym  dzieki przytaczeniu  (R)-3-hydroksykwaséw do  krétkiego  peptydu?>?,
Udokumentowalismy réwniez w grupie Prof. O’Connora, ze modyfikacja grupy (R)-3-hydroksylowej
przez zamiane na atomu halogenu zwieksza potencjat bdjczy wzgledem grzybdw i bakterii, rownolegle
pokazujac potencjalne zastosowanie monomeréw PHA jako zwigzkdw grzybo- i bakteriostatycznych?.

Terenem jeszcze nieeksplorowanym jest zastosowanie monomeréw PHA do syntezy estréow
cukrowych poprzez wytworzenie statego wigzania estrowego miedzy (R)-3-hydroksywkasem a
wybranym cukrem. Estry cukrowe powszechnie stasowane sg w przemysle spozywczym i
kosmetycznym ze wzgledu na ich wtasciwosci powierzchniowoczynne oraz dziatanie bakteriostatyczne.

Innym interesujgcym zastosowaniem (R)-3-hydroksykwasow jest ich wykorzystanie do konstrukcji
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nowe] klasy rozpuszczalnikdw organicznych. Monomery PHA w potaczeniu z aminami
trzeciorzedowymi lub pochodnymi imidazolu z tatwoscig tworzg ciecze zaliczane do gtebokich
eutektykow (ang. deep eutectic solvents, DES). W niektérych przypadkach w kombinacji ze zwigzkami
ze 7rédet odnawialnych tworzg podklase naturalnych DES (NADES), ktére wykazujg sie brakiem
cytotoksycznosci wzgledem komdérek ludzkich i mikroorganizmow, dzieki czemu sg przyjazne dla
cztowieka i $rodowiska, ulegajac szybkiej biodegardacji?®>*°. Ponizej czytelnik zostanie zapoznany z
biokatalityczng technikg syntezy estrow cukrowych jak i syntezg DESOw na bazie monomerdw PHA.
Nastepnie omdwione zostang zastosowane metody charakterystyki fizykochemicznej i biologicznej

oraz otrzymane wyniki dla obu wyzej wymienionych klas zwigzkéw chemicznych.

Estry cukrowe kwaséw ttuszczowych [H7, H8, HI]

Estry cukrowe kwaséw ttuszczowych (ECKT) sg znane od lat 70’ minionego stulecia i
powszechnie stosowane w takich gateziach przemystu jak zywieniowy, kosmetyczny czy
farmakologiczny?® [H7]. Gtéwnym cukrem uzywanym na $wiecie w syntezie ECKT jest sacharoza,
niemniej jednak przeznaczenie jej do produkcji dla celéw przemystowej syntezy bezposrednio
konkuruje z taricuchem zywnosci cztowieka. Z tego powodu nalezy poszukiwacé alternatywnych zréodet
bogatych w sacharydy, ktére mogg stanowic substrat dla syntezy estréw cukrowych. Jednym z takich
przyktadéw moze by¢ laktoza, pochodzaca z serwatki — odpadu z przemystu mleczarskiego, ktéra
produkowana jest globalnie w ogromne;j iloéci wynoszacej 200 min ton na rok>3. Ponadto dwucukier
ten mozna z powodzeniem poddac rozktadowi, np. enzymatycznemu, do jego komponentéw — glukozy
i galaktozy, otrzymujac platforme zwigzkéw dla syntezy ECKT. Do poczatku lat 2000 stosowano metody
chemicznej syntezy tej klasy substancji chemicznych, takie jak acylacja z uzyciem bezwodnikéw
kwaséw ttuszczowych w obecnosci jodu®*, chlorku zelaza®®, H-B-zeolitu®®, pirydyny®’, trietyloaminy i
DMAP®>® czy innych. Nie mniej jednak stosowane metody syntezy chemicznej okazywaty sie nie tylko
mato specyficzne ale i obarczone duzym sladem srodowiskowym poprzez zastosowanie toksycznych
rozpuszczalnikow. Z tychze powodoéw zaczeto coraz powszechniej stosowaé metody enzymatyczne w
celu prowadzenia proceséw w sposdb przyjazny Srodowisku oraz takich, ktére skutkujg wysoka
regiospecyficznoscig otrzymywanych produktéw. W dokonanym przegladzie literaturowym [H7], na
przyktadzie laktozy zebrano powszechnie stasowane biokatalizatory uzywane w enzymatycznej acylacji
sacharydéw (Rysunek 12). Czes¢ z nich zostata skomercjalizowana (np. Novozyme 435, inaczej CalB,
czyli lipaza B z Candida antharctica) i jest powszechnie stosowana do prowadzenia szeregu reakcji
biokatalitycznych, w tym syntezy estrow cukrowych. Biokataliza z uzyciem enzymdw zapewnia tagodne
warunki reakcji (np. temperatura w zakresie 20—75°C). Reakcja syntezy ECKT przebiega w Srodowisku
bezwodnym — znajdujg tutaj zastosowanie rozpuszczalniki organiczne jak ketony, alkohole VI-rzedowe

czy ciecze jonowe.
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W wiekszosci reakcji enzymatycznych prowadzacych do syntezy ECKT komponenta
hydrofobowa jest w postaci estru winylowego, rzadziej w formie metylowanej. Przewazajg estry kwasu
octowego, a tak powstate ECKT stajg sie syntonami do konstrukcji bardziej skomplikowanych
czasteczek. Niemniej jednak istnieje wiele doniesien literaturowych, w ktérych stosuje sie kwasy
organiczne pochodzenia roslinnego (np. kwas oktanowy, dekanowy, palmitynowy, oleinowy i in.). W
zaleznosci od zastosowanego cukru jak i acylu czy obsadzeniu grup hydroksylowych sacharydu (mono,
di, tri estry itd.) zmienig sie wtasciwosci fizykochemiczne danego ECKT — np. rozpuszczalno$¢, zdolnosé
do tworzenia emulsji, wptyw na napiecie powierzchniowe ich roztwordw, itp., co otwiera szerokie pole
mozliwych zastosowan. Ponadto taka rdéznorodnos¢ ECKT obfituje w wielorakie wtasciwosci
biologiczne. Obecne trendy opisujg ich zastosowania w formulacjach przemystu spozywczego i
kosmetycznego, nie tylko nadajgce produktom odpowiednie cechy poprzez wykorzystanie wtasciwosci
powierzchniowoczynnych ECKT, lecz rdéwniez pozwalajgce chroni¢ je przed skazeniem

mikrobiologicznym.

Enzym 1s2a pozycja 292 pozycja
Bacillus subtilis proteaza Cce6’ C4’ oraz C3
Candida antharctica lipaza C6’ c2
Candida rugosa lipaza C6’
Mucor miehei lipaza C6’
Pseudomonas cepacia lipaza Ce6’ c2
Rhizomucor miehei lipaza C6’ oraz C6
Thermomyces lanuginosa lipaza Ce6’
Trichoderma reesei acetyloesteraza C3' oraz C2

Rysunek 12 Stasowane biokatalizatory w acylacji cukrow na przyktadzie laktozy z uwzglednionymi miejscami
regiospecyficznego przytgczenia stosowanych acylow [H7].

Chemo-biotechnologiczna synteza estrow cukrowych kwasow ttuszczowych na bazie monomerow PHA
Interesujgcym zastosowaniem monomerdow pochodzgcych z depolimeryzacji PHA moze byc ich
uzycie w syntezie ECKT. Pierwszym powodem przemawiajgcym za tym, jest mozliwosc¢ syntezy PHA ze
zrédet wegla strukturalnie nieprzypominjgcych monomerdéw, co wigze sie z dodaniem wartosci tymze
substratom (np. glicerol, cukry lub inne komponenty biomasy). Po drugie, jak wspominano

wielokrotnie, istnieje duza rdézinorodno$¢ samych monomerdw. Po trzecie (R)-3-hydroksykwasy
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posiadajg grupe hydroksylowg umozliwiajgcg projektowanie czgsteczek o nowych wtasciwosciach
chemicznych i biologicznych, stwarzajgc tym wszechstronng palete mozliwych syntonow.

W pierwszej kolejnosci w prowadzonych badaniach opracowatem warsztat pozwalajgcy na
efektywna synteze oraz analityke ECKT [H8]. W swojej pracy wykorzystatem lipazy, ktére
enacjoselektywnie potrafig przytgczaé wybrane acyle do czasteczek cukrow. Na etapie prac
przesiewowych jako substancje modelowe wybratem nonanian metylu oraz glukoze, co znacznie
uproscito system eksperymentalny, rownolegle umozliwiajgc wszechstronne testowanie warunkéw
reakcji z tatwoscig poréwnywalnych z wynikami opisanymi w literaturze. Pierwsze testy syntezy ECKT
wykazaty, iz forma zmobilizowana enzymu pozwala osiggng¢ lepsze procentowe konwersje. Z tego
powodu podjgtem decyzje o konstrukcji wtasnych immobilizowanych preparatéw na bazie azurowych
mikrosfer krzemionkowych, ktére z powodzeniem mogg by¢ stosowane w reaktorach przeptywowych
nie powodujgc znacznego wzrostu cisnienia. Zastosowaliémy dwa rodzaje podtozy krzemionkowych —
z funkcjonalizacjg -OH oraz -NH,. Enzymy przytaczalismy za pomocy linkeréw, odpowiednio
diwinylosulfonu oraz aldehydy glutarowego. Do tak przygotowanych sfer podtgczylismy lipaze ELO70,
a jako kontrole w reakcji uzyliSsmy komercyjnie dostepnych i immobilizowanych lipaz z Candida
atharctica (CalB) oraz Thermomyces lanuginosus (TL-IM). W celu umozliwienia rozpuszczenia sie obu
reagentow (estry metylowego kwasu nonanowego i glukozy) przetestowalismy szereg
rozpuszczalnikow, z czego jako najbardziej odpowiedni wybrano 2-metylo-2-butanol w potgczeniu z
DMSO (8:2). W reaktorze przeptywowym najbardziej efektywnie synteze ECKT katalizowaty sfery z
funkcyjnoscia -NH; (88.3% konwersji w drugim przeptywie). Rdwnolegle do prac zwigzanych z synteza
ECKT opracowatem metodologie szybkiej analizy z wykorzystaniem uktadu HPLC-MS/MS. W celu
rozdzielenia produktow od substratdw wykorzystana zostata chromatografia cieczowa w odwrdconej
fazie w gradiencie woda-metanol. Detekcja jondw fragmentacji analizowanych zwigzkéw, poprzedzona
jonizacjg typu ESI, umozliwita mi precyzyjng analize jakosciowg i ilosciowg badanych zwigzkdw.

W dalszych badaniach zaplanowatem prace zmierzajgce do strukturalnej modyfikacji
monomerow PHA poprzedzajace finalna synteze ECKT [H9]. Jako cel obratem modyfikacje grupy
hydroksylowej umozlwiajgcej wprowadzenie w strukture czasteczki ugrupowania zawierajgcego fluor.
Powszechnie wiadomym jest, ze zwigzki zawierajgce atomy halogenkéw, w tym fluor, posiadajg
odmienne wiasciwosci chemiczne i biologiczne w pordéwnaniu do zwigzkdow wyjsciowych,
pozbawionych tych atomoéw. Wraz ze wspdtpracownikami z Instytutu Farmakologii PAN
przeprowadzitem badania przesiewowe z wykorzystaniem estréw metylowych pochodzacych z dwéch
typdw PHA (polihydroksynonanian, PHN; polihydroksyfenylowalerian, PHPV). Testowalismy szereg
medidéw reakcyjnych, nukleofiléow oraz modyfikatoréow (np. 1-fluoro-3-jodopropan, 1,1-difluoro-2-
jodoetan, 1,1,1-trifluoro-3-jodopropan). Z sukcesem zsyntetyzowaliSmy nowe pochodne monomeréw

PHN i PHPV zawierajgce grupe trifluoroetoksylowg przytaczong w miejsce grupy hydroksylowej.
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Wykorzystujgc opracowany warsztat biokatalizy stworzytem biblioteke ECKT na bazie glukozy oraz
niemodyfikowanych i modyfikowanych monomeréw PHN i PHPV (Rysunek 13). Zwigzki te
przetestowaliSmy we wspotpracy z naukowacami z Warszawskigo Uniwersytetu Medycznego
wzgledem ich potencjatu przeciw mikrobiologicznego. Testy na panelu 15 szczepdw (bakterie Gram
dodatnie i ujemne, drozdzaki) pozwolity na wyznaczenie minimalnego stezenia hamujgcego wzrost
tych mikroorganizmoéow dla kazdego zsyntetyzowanego ECKT. Estry glukozy i monomeréow PHA
wykazywaty umiarkowany potencjat przeciw mikrobiologiczny, co sugeruje ich potencjalne
zastosowanie jako dodatkéow do zywnosci czy kosmetykdw pozwalajgce na wydtuzenie terminu ich

przydatnosci poprzez zahamowanie namnazania sie niepozgdanej mikroflory.
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Rysunek 13 Biblioteka estrow cukrowych kwasdw ttuszczowych (ECKT) na bazie glukozy zsyntetyzowana za pomocq lipazy TL-
IM. Widoczne pochodne alifatycznego kwasu nonanowego oraz aromatycznego kwasu 5-fenylo-walerianowego, monomeréw
PHN, modyfikowanych monomeréw PHN zwigzkami fluoru i analogiczne pochodne zawierajgce w swojej budowie
modyfikowane i nie modyfikowane monomery PHPV.

Obecnie ECKT na bazie glukozy, galaktozy i laktozy modyfikowane pochodnymi PHN testowane
sg we wspotpracy z naukowcami z Uniwersytetu Jagiellonskiego jako zwigzki antynowotworowe.
Wstepne wyniki ukazaty potencjat tych zwigzkéw — wybrane ECKT z syntetyzowane] biblioteki
specyficznie hamujg rozwdéj komadrek raka jelita grubego czy prostaty, gdy obecne sg w niskich
stezeniach mikromolowych. Prowadzone przeze mnie badania w Instytucie Katalizy i Fizykochemii
Powierzchni pozwolity ponadto okresli¢ potencjat tych zwigzkéw w tworzeniu emulsji oraz
nanokapsutek. Majgc powyisze na uwadze kolejnym etapem badan jaki zamierzam rozwijaé¢ w tej
dziedzinie jest opracowanie bioaktywnych mikrokapsutek na bazie wybranych ECKT pozwalajgcych na

enkapsulacje specyficznych lekdw przeciwnowotworowych i umozlwiajgcych terapie celowans.
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Synteza i charakterystyka podklasy cieczy jonowych — mieszanin gteboko eutektycznych — na
bazie monomerdéw PHA [H10, H11]

W obecnych czasach coraz czesciej poszukuje sie alternatyw dla konwencjonalnych
rozpuszczalnikow opartych na produktach przetwérstwa ropy naftowej. Jedng z alternatyw co raz
czesciej stajg sie mieszaniny gteboko eutektyczne (DES). Mieszaniny te z powodzeniem mogg byc
stosowane w procesach elektrochemicznych, syntezie polimeréw, procesach biokatalitycznych czy
ekstrakcji komponentéw biomasy?. DESy to zwigzki zbudowane z donora i akceptora wigzania
wodorowego i przewaznie ich temperatura topnienia znajduje sie ponizej 100°C. W ich sktad wchodzi¢
mogg czasteczki takie jak kwasy organiczne, cukry, chlorki amin VI-rzedowych, zwigzki imidazolu i
podobne.

Monomery PHA w swej strukturze posiadajg dwie grupy funkcyjne, hydroksylowg i
karboksylowa, ktére z powodzeniem mogg stuzy¢ jako donory dla wigzan wodorowych. Zwazywszy
wtasnie na te cechy, w prowadzonych badaniach wykonatem pierwsze w historii syntezy DESéw
opartych na monomerach PHA [H10, H11]. W badaniach wykorzystatem pochodne dwdch polimerow
—PHN oraz mcl-PHA syntetyzowanego z kwasow oleju rzepakowego. Pierwszy z nich w swej kompozycji
posiada dwa monomery — kwasy (R)-3-hydroksynonanowy oraz (R)-3-hydroksyheptanowy w proporcji
7 mol: 3 mol. Mieszanina ta zostata wykorzystania do badan typu ,proof-of-concept” testujgcych
mozliwosci syntezy DESéw opartych na 3-hydroksykwasach [H10]. Wykazatem, ze monomery PHN z
powodzeniem tworzg ciecze w potgczeniu z chlorkiem choliny ([Ch]Cl), chlorkiem 1-etylo-3-
metyloimidazolium ([EMIm]CI) lub chlorkiem tributylometyloamoniowy ([TBMA]CI) w proporcjach
donora do akceptora wigzan wodorowych 1:1 oraz 2:1. Zaobserwowatem, ze w przypadku chlorku
choliny kontrolna mieszanina, jakg sztucznie stworzytem z alifatycznych kwaséw nonanowego i
heksanowego nasladujgcych mieszanine pochodzacg z PHN, w stosunku 1:1 z chlorkiem choliny nie
stworzyta w temperaturze pokojowej cieczy w porownaniu z identyczng mieszaning pochodzacg z PHN.
Na tej podstawie postawitem hipoteze, ze obecnos¢ dodatkowych grup hydroksylowych umozliwia
synteze cieczy typu DES, gdy tarcuch alifatyczny kwasu karboksylowego jest dtuzszy niz 9 wegli. W celu
potwierdzenia tej hipotezy do konstrukcji DES na bazie chlorku choliny uzytem mieszaniny
monomerdow pochodzgcych z mcl-PHA otrzymanego z kwaséw ttuszczowych oleju rzepakowego. Ta
mieszanina w swoim sktadzie zawiera nastepujace (R)-3-hydroksykwasy: C6, C8, C10, C12, C12:1i C14
w stosunkach molowych 4.0 : 33.7 : 31.8 : 5.0 : 6.4 : 19.1 [H11]. Z powodzeniem otrzymatem szereg
DES6w na bazie chlorku choliny z mieszaning kwasow mcl-PHA (stosunki 1:1, 1.5:1, 2:1, 2.5:1 oraz 3:1),

tym samym potwierdzajgc zatozong hipoteze.
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Rysunek 14 Zoptymalizowane geometrie w fazie gazowej dla DESOw opartych na chlorku choliny i kwasie (R)-3-
hydroksyheksanowym — kompleksy sktadajq sie z jednego kwasu (Panel A i B), dwdch (Panel C) i trzech (Panel D). Linie
przerywane odzwierciedlajg wigzania wodorowe. Odlegtosci podano w A.

Wykorzystujgc spektroskopie NMR i FTIR potwierdzilismy, ze DESy monomerow PHA z
testowanymi akceptorami byty mieszaninami czysto fizycznymi. Techniki te pozwolity réwniez na
wykazanie wytworzenia sie wigzann wodorowych miedzy komponentami mieszanin dzieki obserwacji
odpowiednich przesunie¢ sygnatéw. Zaobserwowatem, ze im wiecej w mieszaninie monomeréw PHA
tym wieksze przesuniecia spektralne, a to oznacza wytworzenie silniejszych oddziatywan
miedzyczasteczkowych [H10]. Kolejne badania pozwolity pogtebi¢ wiedze na temat mechanizmu
tworzenia sie wigzan wodorowych w DESach na bazie monomeréw PHA [H11]. Wykorzystujac
obliczenia kwantowo-mechaniczne w stanie gazowym przebadalismy kompleksy cholina - chlorek -
kwas (R)-3-hydroksyheksanowy, gdzie udziat kwasu stopniowo zwiekszano (Rysunek 14). Pozwolito to
na wstepne okreslenie sity wytwarzanych wigzan wodorowych. W pierwszej kolejnosci zauwazytem, ze
grupa hydroksylowa oraz karboksylowa monomeru tworzg wewnatrzczagsteczkowe wigzanie

wodorowe (interakcja komponent -OH), przy czym tlen =O w ugrupowaniu karboksylowym tworzy
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wigzanie wodorowe z grupg -OH choliny bezposrednio lub poprzez obecny w kompleksie chlor. Atom
ten stanowi jon centralny, bedacy swoistym tgcznikiem miedzy kwasem a choling w wytwarzaniu
wigzan wodorowych w kompleksach o zwiekszonej liczbie monomerdéw.

Niezaleznie od stosowanego akceptora wigzania wodorowego zsyntetyzowane ciecze
charakteryzowaty sie gestoscig zblizong wartoscig do jednosci (g/cm® w temp. 60°C) bez widocznej
korelacji. Wszystkie DESy na bazie monomerdw PHA s3 cieczami wysoce lepkimi. llo$¢ zastosowanego
monomeru w ich konstrukcji obniza nieliniowo lepko$¢ mieszaniny, a ponadto nie ma liniowej
zaleznosci dla pomiaru lepkosci cieczy od temperatury (zalezno$¢ nie-Arrheniusa). Otrzymane wyniki
DSC zebrane dla zsyntetyzowanych DES w zakresie temperatur -60°C do 60°C cechowaty sie niemal
prostymi przebiegami, sugerujac brak przejsé szklistych w testowanym zakresie temperatur. Z drugiej
strony mieszaniny DES charakteryzowaty sie kompleksowym mechanizmem degradacji termiczne;j.
Badania wstepne pozwolity jedynie na zgrubne okreslenie tego procesu. Na podstawie przebiegu
krzywych TGA moge spekulowac, ze proces termalnej degradacji rozpoczyna sie od odparowania i
degradacji komponenty kwasu organicznego, a nastepnie rozktadowi ulega akceptor wigzania
wodorowego. Wykazatem, ze zsyntetyzowane mieszaniny eutektyczne w pewnym stopniu mieszajg sie
z lekko polarnymi rozpuszczalnikami (metanol, chloroform), jednakze nie z wysoce polarnymi (woda) i
nie polarnymi (n-heksan). Korelujgc te wyniki z pomiarami katéw zwilzania uzyskanymi dla DES6éw na
bazie chlorku choliny i monomeréw mcl-PHA (mika ~22°, Teflon ~48°), moge stwierdzi¢, ze ciecze te
posiadajg polarny i lekko hydrofobowy charakter.

Interesujgcym zastosowaniem dla zsyntetyzowanych cieczy moze by¢ ich uzycie we
frakcjonowaniu biomasy. Przeprowadzone testy rozpuszczalnosci poszczegélnych komponentéw
biomasy drzewnej wykazaty, ze DESy oparte na monomerach PHA selektywnie rozpuszczaja lignine, a
nie np. celuloze, co wskazuje na ich potencjalne zastosowanie w biorafinerii. Ponadto badania
biodegradacji wszystkich DESOw sugerujg, ze te na bazie chlorku choliny i monomeréw PHA s3
przyjazne dla Srodowiska. W testowanym uktadzie z osadem czynnym ulegaty catkowitej biodegradacji
w ciggu 6 dni. Dodatkowym atutem tych rozpuszczalnikdw jest brak cytotoksycznosci. Wykazalismy, ze
zywotno$¢ fibroblastow spada ponizej 80% dopiero powyzej stezenia 500 mg/L DESu opartego na
chlorku choliny i monomerach PHN.

Wszystkie wstepne badania dotyczgce syntezy i charakterystyki nowych mieszanin gteboko
eutektycznych na bazie monomeréw PHA oraz innych naturalnych komponentéw, na przykfadzie
chlorku choliny, otwierajg droge dla nowych perspektyw ich zastosowan. Réznorodnosé bakteryjnych
monomerdow w potgczniu z naturalnymi akceptorami wigzan wordowych oferowanych przez nature
stwarza szerokie mozliwosci dla syntezy odpowiednio skrojonych nowych biodegradowalnych i

nietoksycznych DES6w, o konkretnych wtasciwosciach fizykochemicznych pod pozgdane zastosowanie.
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Przyszte kierunki badan

Przedstawione osiggniecie habilitacyjne stanowi swoisty punkt odniesienia dla planowanych
przysztych kierunkdw badan w tematyce produkcji, modyfikacji i zastosowan polihydroksyalkanianéw
oraz ich pochodnych. Obecnie konstruowany jest nowatorski prototyp modutu nowoczesnej
biorafinerii umozlwiajgcy przetwdrstwo rdéznorakich wsaddw otrzymywanych z biomasy do
biodegradowalnych PHA w skali 200L. Opracowanie rzeczowego prototypu umozliwi testowanie
szerokiej gamy substratéw fermentacyjnych w skali péttechnicznej, a precyzyjne sterowanie procesami
pozwoli na szczegétowe skwantyfikowanie przeptywu materiatow i energii w wybranym uktadzie.
Doswiadczenia przeprowadzane w takim rezimie bedg skutkowaty generacjg wiedzy podstawowe;j i
aplikacyjnej. Z jednej strony bedzie mozna oceniaé¢ wydajnosci procesowe oraz stopien jak przyjazny
Srodowisku jest testowany proces, z drugiej za$ prowadzone badania umozliwig bezposrednie
dostosowanie linii produkcyjnej na potrzeby przetwdrstwa danego surowca.

Majgc na uwadze przedstawiony potencjat polimerow PHA w obszarach medycznych planuje
prowadzenie badan w celu stworzenia platformy umozliwiajgcej kontrolowane uwalnianie lekéw,
ktora zostanie oparta na polimerach PHA jak i ich pochodnych. Wstepne badania, w ktérych
pokazalismy w zespole, ze mozliwe jest lokalne i szybkie uwalnianie substancji bioaktywnych z fizycznej
mieszaniny lek-polimer, uswiadomity mi, ze konieczne jest stworzenie takich rozwigzan, ktére pozwolg
na spowolnione uwalnianie lekdw®°. Z tego powdd planuje opracowanie metod syntezy, ktére
umozliwia wbudowywanie czgsteczek leku w strukture polimerow PHA poprzez state wigzania
chemiczne. Takie rozwigzanie umozliwi dtugotrwate uwalnianie sie substancji biologicznie czynnych
podczas powierzchniowe]j degradacji hydrolitycznej polimeru. Innym podejsciem jest wykorzystanie
potencjatu tkwigcego w estrach cukrowych opartych na monomerach PHA. Te powierzchniowo czynne
zwigzki same z siebie wykazujg dziatanie biologiczne. Jednakze mogg one réwniez tworzy¢ micele, a
dalej nano- i mikrokapsutki, z powodzeniem wykorzystywane w dostarczaniu lekow w terapiach
celowanych.

Rozwdj nowych biopochodnych i biodegradowalnych rozpuszczalnikéw jawi sie kluczowym w
perspektywie sprostania zatozeniom zréwnowazonego rozwoju. W tym celu planuje dalej rozwijaé
wytworzone przeze mnie technologie syntezy DESéw na bazie monomeréw PHA. Badania te bedg
dotyczy¢ zastosowan tych zielonych rozpuszczalnikow w procesach separacji i frakcjonacji biomasy,
wykorzystania ich jako medium w procesach katalitycznych oraz weryfikacji ich potencjatu w

zastosowaniach zwigzanych z energetyka (np. zielone baterie i akumulatory).

Podsumowanie

Bakteryjne polimery polihydroksyalkaniany stanowig bardzo atrakcyjne materiaty, nie tylko ze

wzgladu na ich réznorodnosé, biozgodnosé i biodegradowalnos$é, lecz réwniez dzieki tworzagcym je
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monomerom — jako Zzrddto bioaktywnych syntonéw. Ukazany w niniejszej pracy potencjat PHA jako
materiatu dla zastosowan medycznych, otwiera droge dla syntezy nowych rozwigzan przydatnych do
konstrukcji opatrunkéw, implantéw i innych materiatéw biomedycznych. Zaprezentowane metody
syntezy i charakterystyki sfunkcjonalizowanych polimeréow PHA czy matych, biologicznie aktywnych
czasteczek powstatych na bazie monomerdw PHA stanowig swoisty punkt odniesienia dla nowych
rozwigzan wpisujgcych sie w oczekiwania tego ogromnego rynku. Opracowane metody syntezy czy to
polimeréw czy to nowych rozpuszczalnikdw na ich bazie wpisujg sie w cele wyznaczone dla
zrbwnowazonego rozwoju spoteczenstwa. Przeprowadzone badania jasno wskazujg pozytywny
Srodowiskowy i ekonomiczny wptyw PHA na otaczajacy nas Swiat, rownolegle ukazujgc mozliwosci

syntezy tych polimerdw i ich pochodnych w rozwigzaniach przysztosci — biorafineriach.
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lub instytucji kultury, w szczegdlnosci zagranicznej

Ukonczytem dwustopniowe studia licencjackie i magisterskie na kierunku ochrona srodowiska,
na Wydziale Chemii Uniwersytetu Jagielloniskiego w Krakowie. Prace licencjacky, wykonatem pod
opieka prof. Jana Potempy w Zaktadzie Mikrobiologii na Wydziale Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii
Uniwersytetu Jagiellonskiego, i obronitem w 2007 roku. Badania do pracy magisterskiej
przeprowadzitem w Zakfadzie Biochemii, Wydziat Ogrodniczy Krakowskiego Uniwersytetu Rolniczego
pod opiekg dr hab. Pawta Kaszyckiego. Prace magisterskg obronitem w 2008 roku. Po obronie
rozpoczatem stacjonarne studia doktoranckie w Szkole Badan Biomolekularnych i Biomedycznych
dublinskiego University College Dublin w Irlandii. Rozprawe doktorskg pt. Chemobiotechnological
conversion of polyethylene to a biodegradable polymer polyhydroxyalkanoate przygotowatem pod
opieka prof. Kevina O’Connora i obronitem w 2012 roku. Tematyka badan dotyczyta optymalizacji
procesu fermentacyjnej produkcji biopolimeru PHA z niedegradowalnego polietylenu. Wyniki
otrzymane w trakcie studiow doktoranckich staty sie podstawg dwdch publikacji naukowych w
uznanych czasopismach z listy filadelfijskiej, jednego zgtoszenia patentowego, a na ich osnowie
powstata firma (spin-off) Bioplastech Ltd z siedzibg w Dublinie, ktérej jestem udziatowcem.

Podczas ostatniego roku doktoratu zostatem zatrudniony na University College Dublin na
stanowisku asystenta. W tym okresie skupitem sie na badaniach dehydrogenaz zwigzanych z cyklem
utleniania kwasow ttuszczowych w organizmach priokariotycznych. W 2012 roku zostatem zatrudniony
w Bioplastech Ltd., gdzie jako specjalista ds. rozwoju bioprocesu, opracowatem nowatorskie metody
produkcji polihydroksyalkanianéw na skale poéttechniczng. Zaprojektowatem i uruchomitem linie
produkcyjng zawierajgcg wszystkie potrzebne elementy do wytworzenia PHA poczawszy od momentu
hodowli wstepnej mikroorganizmu po otrzymanie gotowego produktu — biopolimeru PHA.
Rownolegle, zarzadzajagc dwuosobowym zespotem badawczym, opracowatem wydajng metode
produkcji na skale gramowag chiralnych hydroksykwaséw (Small molecules manufacturing; Bioplastech
Ltd. Dublin, Irlandia, Zrédto finansowania: Bioplastech Ltd, Wysoko$¢ finansowania: €125,000). Obie
technologie sg aktywnie wykorzystywane przez Bioplastech Ltd w komercyjnej produkcji biopolimeréow
oraz ich pochodnych.

W czerwcu 2014 roku zostatem zatrudniony na stanowisku adiunkta (Senior Postdoctoral
Researcher) w grupie badawczej prof. Kevina O’Connora na University College Dublin, gdzie jako

specjalista ds. rozwoju procesu optymalizowatem fermentacje bakteryjne stosowane do produkcji
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kwasu mlekowego w skali laboratoryjnej z serwatki i produktéw pochodnych na zlecenie globalnej
firmy mleczarskiej Glanbia Ingredients Limited Ireland (Ballyraget, Kilkenny, Irlandia). Réwnolegle
zajatem sie adaptacjg ukierunkowang mikroorganizmu produkcyjnego w celu uzyskania maksymalne;j
wydajnosci produkcyjnej. Uczestniczytem w bezposrednim transferze wiedzy z uniwersytetu do firmy
zamawiajgcej (sprzedaz licencji 2017 rok), bratem udziat w pracach przygotowujgcych instalacje
produkcyjng (300 000L) oraz w poczatkowych etapach jej instalowania. Badania zakonczyly sie
ztozeniem patentu miedzynarodowego na proces produkcji kwasu mlekowego opracowang przeze
mnie metoda.

W czerwcu 2015 roku rozpoczatem prace w Instytucie Katalizy i Fizykochemii Powierzchni im.
J. Habera Polskiej Akademii Nauk w Krakowie. Zakres moich badan lezy w dziedzinie biokatalizy. Na
tym polu facze swoje dotychczasowe doswiadczenie zwigzane z produkcjg i wykorzystaniem
bakteryjnych polihydroksyalkaniandw z naukowymi zainteresowaniami cztonkéw grupy Biokataliza
Teoretyczna i Eksperymentalna, gdzie poszukuje nowych zastosowan dla biokatalitycznie
sfunkcjonalizowanych polimeréw i ich pochodnych. W Instytucie zrealizowatem trzy projekty
badawcze (w roli ich kierownika) rozwijajgce moj warsztat i zainteresowania badawcze: Ciecze jonowe
na bazie polihydroksyalkaniandw i przyktady ich zastosowan (Typ grantu: grant wewnetrzny dla
mtodych naukowcow, Wysokosé finansowania: 15,000 PLN), Biokatalityczna synteza estréw cukorwych
(Typ grantu: grant wewnetrzny dla mtodych naukowcéw, Wysokosé finansowania: 16,000 PLN),
Biosynteza nowych estrow laktozy za posrednictwem lipaz. Charakterystyka ich wtasciwosci
fizykochemicznych i przeciwrakowych (Typ grantu: grant badawczy, Zrédto finansowania: Narodowe
Centrum Nauki - Sonata; Wysokosc¢ finansowania: 388,000.00 PLN) oraz jeden projekt wdrozeniowy na
zlecenie Grupy Azoty Zaktady Azotowe ,,Putawy” S.A. ,,Opracowanie katalizatorow na bazie lipaz” (Typ
grantu: zlecenie badawcze, Wysokos$¢ finansowania: 233,700.00 PLN).

Obecnie jestem kierownikiem trzech projektéw: Nowe sfunkcjonalizowane biopolimery do
zastosowari medycznych (Typ grantu: projekt badawczy, Zrédto finansowania: Narodowe Centrum
Badan i Rozwoju - Lider; Wysokos$¢ finansowania: 1,198,950.00 PLN), Technologia biorafinacji olejow
roslinnych do wytwarzania zaawansowanych materiatow kompozytowych (Typ grantu: projekt
badaweczy, Zrédto finansowania: Narodowe Centrum Badan i Rozwoju Strategiczny program badan
naukowych i prac rozwojowych 