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Przedstawiona do recenzji praca doktorska ma forme rozprawy, ktorej tre$ci Autor
zamieS$cit na 183 stronach maszynopisu. Rozprawa sktada sie z 7 rozdziatow, z ktorych
zasadnicze to przeglad literatury, informacja o celu i zakresie pracy oraz omdwienie
wynikéw badan, z podsumowaniem i wnioskami koncowymi. Autor na koncu przedstawit
opis czeSci eksperymentalnej i bibliografie, na ktérg sktada sie 450 pozycji
literaturowych. Praca zawiera réwniez streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz
wykaz dorobku naukowego Doktoranta. Ocene merytoryczng i naukowg pracy
doktorskiej pragne przedstawi¢ w nastepujacych punktach.
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Analiza doboru technik eksperymentalnych i metodyk badawczych
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Aktualno$¢ tematu pracy

Biopolimery, a zwtaszcza bakteryjne poliestry, stanowig obiekt intensywnych
badan naukowych nad ich wykorzystaniem w leczeniu i zastepowaniu chorych lub
uszkodzonych tkanek, organow lub narzadéw, a zwtaszcza w inzynierii tkankowej. Autor
dokonat przegladu literatury dotyczacej polihydroksyalkanianéw (PHA), przedstawiajac
najwazniejsze grupy tych materiatéw. Autor w swoich badaniach skupit sie na poli(3-
hydroksymaslanie (PHB) oraz poli(3-hydroksymaslanie-ko-3-hydroksy-
walerianie)(PHBV) jako najlepiej poznanymi poliestrami bakteryjnymi, z dobrze
zdefiniowang budowa chemiczng i opanowanymi procesami ich produkgji. Ich kluczowa
zaletg jest podatno$¢ na biodegradacje w réznych warunkach oraz resorbowalnos¢. Z
kolei wysoka biozgodno$¢ z komérkami i tkankami wskazuje na mozliwos$ci stosowania
tych polimeréw w medycynie. Jednak ich hydrofobowos$¢, sztywnos$¢ i kruchosé
(spowodowane gtéwnie wysokim stopniem krystaliczno$ci) sa przestankami
wskazujacymi na potrzebe modyfikacji chemicznej PHA w celu nadania tym materiatom
pozadanych wiasciwosci uzytkowych. Dlatego tez takie metody jak reakcje szczepienia
kopolimeréw, degradacja krotkich tancuchéw lub polimeryzacja w kierunku syntezy
kopolimeréw blokowych prowadza do zmian w krystaliczno$ci, temperatury topnienia
lub zeszklenia i tym samym do zwiekszenia ich podatnos$ci na degradacje i przydatnosci
w inzynierii tkankowe;.

Na podstawie dokonanego przegladu literatury, Doktorant postanowit opracowac
nowe metody modyfikacji biopoliestrow PHB i PHBV oraz przeprowadzi¢ syntezy nowych
biomateriatéw polimerowych dla zastosowan w medycynie regeneracyjne;j.

Gléwnym celem pracy byto opracowanie metody heterogenicznej redukcji PHB i
PHBV z wykorzystaniem LiBH4, ktérg wykorzystat réwniez do modyfikacji struktury
chemicznej powierzchni wyrob6w wytworzonych z biopoliestréw PHB i PHBV w formie
ksztattek, filméw polimerowch, jak rowniez wyrobu stanowigcego potencjalne
rusztowanie tkankowe w formie wldknistej maty wytworzonej metoda
elektroprzedzenia. Uwaga Doktoranta byta skupiona przede wszystkim na zastosowaniu
tagodnych warunkéw temperaturowych i niskiego stezenia czynnika redukujacego. Co
wiecej, otrzymane makromonomery oligo-3-hydroksymaslanowe zakonczone grupami
hydroksylowymi wykorzystat do syntezy kopolimeréw zawierajacych segmenty
strukturalne pochodzace od oligo3-hydroksymaslanu oraz kwaséw sebacynowego i
adypinowego i 1,4 butandiolu.

Analiza doboru technik eksperymentalnych i metodyk badawczych

Kluczowym elementem prac badawczych prowadzonych przez Doktoranta byto
opracowanie metody heterogenicznej redukcji PHB i PHBV z wykorzystaniem LiBHa4,
ktérg wykorzystat rdwniez do modyfikacji struktury chemicznej powierzchni wyrobow
wytworzonych z biopoliestrow PHB i PHBV w formie ksztattek, filméw polimerowch, jak
réwniez witoknistych mat wytworzonych metoda elektroprzedzenia. Doktorant
zastosowat szereg nowoczesnych metod badawczych do scharakteryzowania struktury i
wtasciwo$ci materiatéw polimerowych poddawanych modyfikacji oraz uzyskanych
produktéow reakcji, w tym spektroskopie w podczerwieni (FT-IR), magnetycznego



rezonansu jadrowego (1H NMR) oraz spektrometrie mas (ESI-MS). Dokonat réwniez
charakterystyki wtasciwosSci powierzchniowych poprzez przeprowadzenie pomiaréow
kata zwilzania dowodzac, ze zmodyfikowane wyroby poliestrowe cechujg sie wieksza
zawartoscig powierzchniowych polarnych grup hydroksylowych niz wyroby
niezmodyfikowane. Doktorant przeprowadzit pomiary zmian warto$ci Mn i stopnia
krystaliczno$ci stosujac technike chromatografii Zelowej (wykluczania)(GPC) i réznicowgq
kalorymetrie skaningowa (DSC). Doktorant przeprowadzit réwniez badania
cytotoksycznosci zgodnie z normg ISO 10993-5-2009, z wykorzystanie komérek mysich
fibroblastow L929 oraz komédrek oseoblastopodobnych stosujgc obserwacje morfologii
komoérek technikg skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM). Wykorzystanie
réznorodnych technik eksperymentalnych pozwolito Doktorantowi dosy¢ dobrze
scharakteryzowac badane materiaty polimerowe.

Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, Ze zastosowane zostaly nowoczesne techniki
eksperymentalne i metody badawcze adekwatne do zaplanowanego programu
badawczego, ktére pozwolity Doktorantowi na poprawne wyciagniecie wnioskow.

Elementy nowosci w pracy

Przedmiotem badan Doktoranta byly komercyjnie dostepne PHB i PHBV
poddawane reakcji redukcji zachodzacej w uktadzie dwufazowym z wykorzystaniem
LiBH4 do redukcji grup estrowych biopoliestrow. Redukcje prowadzono w uktadzie
heterogenicznym, w ktéorym PHB stanowit faze stalg, a eterowy roztwoér LiBH4 - faze
ciekta. W wyniku opracowanej metody redukcji otrzymano jednorodne oligomery 3-
hydroksymaslanu o kontrolowanych masach molowych zakonczone hydroksylowymi
grupami konncowymi. Przeprowadzone badania wykazaty, Ze przebieg procesu redukcji
biopoliestru PHB przy uzyciu LiBH4 zalezy od rodzaju uzytego w reakcji rozpuszczalnika,
czasu prowadzenia reakcji oraz stezenia Srodka redukujgcego. Doktorant po raz pierwszy
opisal reakcje przegrupowania oligomeréw 3HB zakonczonych grupa 1-metylo-3-
hydroksypropylowa - reakcji wewnatrzczasteczkowej transestryfikacji, o tyle
interesujacej, ze przebiegajacej w temperaturze pokojowej i bez udziatu katalizatora.

Otrzymane na drodze redukcji biopoliestru PHB oligomery 3-hydroksymaslanu
zakonczone hydroksylowymi grupami koncowymi Doktorant wykorzystat jako
makromonomery w reakcji polikondensacji z dichlorkiem kwasu sebacynowego.
Otrzymane kopolimery PHBSA charakteryzowaty sie nizszg o okoto 30 °C temperaturg
topnienia w poréwnaniu do PHB o zbliZonej $redniej masie molowej. W efekcie
wprowadzenia kwasu sebacynowego zmniejszyt sie rowniez stopien krystalicznos$ci
kopolimeru w poréwnaniu do wyj$ciowego biopoliestru.

Opracowang metode heterogenicznej redukcji PHA Doktorant wykorzystat rowniez
do modyfikacji struktury chemicznej powierzchni wyrobéw wytworzonych z
biopoliestrow PHB i PHBV. Zmodyfikowane powierzchnie wyrobow otrzymano
prowadzgc redukcje w bardzo tagodnych warunkach, przy niskim stezeniu czynnika
redukujacego. W nastepstwie reakcji z zastosowaniem LiBH4 hydrofobowa powierzchnia
krazkow i filméw wytworzonych z PHBV stata sie hydrofilowa. Doktorant wykazat, ze
hydrofilowo$¢ powierzchni zwiekszata sie zar6wno z czasem trwania modyfikacji, jak i ze
wzrostem stezenia czynnika modyfikujgcego. W efekcie uzycia roztworu LiBH4



zmniejszyta sie Srednia masa molowa i zwiekszyt stopien krystaliczno$ci probek
badanych wyrobdw. Zmiany warto$ci Mn i stopnia krystaliczno$ci byly tym wieksze, im
dtuzej prowadzona byta redukcja oraz roztwor LiBH4 byt bardziej stezony.

Wyniki badan przeprowadzonych metoda GPC wskazaty ponadto, Ze reakcje
degradacji mozna ograniczy¢ do zewnetrznych warstw mikrowtdkien, a maty zachowuja
swoje wtasciwosci morfologiczne i mechaniczne oraz nie tracg wtdknistej struktury.

Przeprowadzone badania biologiczne wykazaty, ze zmodyfikowane widkniste maty
z PHBV nie sg cytotoksyczne w stosunku do mysich fibroblastow linii L929.
Oddziatywanie wtéknistych mat na komérki linii SaOS-2 zalezato od stopnia
zmodyfikowania wtdkien. Jednak wydtuzenie czasu modyfikacji oraz zwiekszanie
stezenia czynnika redukujacego obnizato zywotnos¢ i proliferacje komérek.

Doktorant przeprowadzit rdwniez syntezy kopolimeréw zawierajacych segmenty
strukturalne pochodzace od oligo-3-hydroksymaslanu, wbudowanego bezwodnika
adypinowego i 1,4 butandiolu. Kopolimery PHBBA otrzymat na drodze tréjetapowej
syntezy obejmujacej transestryfikacje biopoliestru PHB za pomoca 1,4-butanodiolu,
estryfikacje zsyntezowanych oligoestrodioli cyklicznym bezwodnikiem adypinowym
oraz polikondensacje otrzymanego makromonomeru z uzyciem 1,4 butandiolu.

Doktorant wykazal, Ze otrzymane kopolimery charakteryzowaty sie nizszym
stopniem krystalicznoSci oraz nizsza o ponad 30 °C temperaturg topnienia w poréwnaniu
do biopoliesteru PHB o zblizonej $redniej masie molowej. Ponadto, wprowadzenie do
tanicucha gtéwnego PHB mer6w pochodzacych od 1,4-butanodiolu i kwasu adypinowego
skutkowato zwiekszeniem jego elastycznosci.

Uwagi dyskusyjne

W pracy Doktorant zajat sie modyfikacja biopoliestrow PHB i PHBV metoda
heterogenicznej redukcji z wykorzystaniem LiBH4, oraz przeprowadzit syntezy nowych
biomateriatéw polimerowych dla zastosowan w medycynie regeneracyjne;j.

Doktorant przeprowadzi szeroka dyskusje uzyskanych wynikéw, a sposéb ich
interpretacji jest poprawny. Doktorant nie ustrzegl sie jednak drobnych biedow i
kolokwializmoéw, stosujac bardzo rozbudowane i ztoZzone zdania. Ponizej przytaczam
kilka uwag, gtéwnie o charakterze dyskusyjnym, do ktérych prosza aby Doktorant odni6st
sie podczas obrony.

Uwagi:

- dosy¢ czesto Doktorant postuguje sie terminem ,biokompatybilny materiat”, cho¢
biokomaptybilnos¢ nie jest cechg sama w sobie a zawsze okresleniem uktadu: gospodarz-
gos¢. Prosze zatem o precyzyjne przedstawienie definicji biokompatybilnosci, np. w
oparciu o prace prof. Davida F. Williamsa przytoczong w pracy pt. ,, There is no such thing
as a biocompatible material”.

- mowigc o degradacji powierzchniowej, Doktorant nazywa ten proces degradacja
heterogeniczng, cho¢ w literaturze znacznie cze$ciej stosuje sie termin ,erozja” lub
,bioerozja”. Jaka jest zatem réznica pomiedzy erozja powierzchniowg a degradacja w
masie w odniesieniu do wiasciwoSci fizyko-chemicznych polimeru?



- w realizacji badan metodg DSC Doktorant ustalit i zastosowat szybko$¢ grzania
wynoszaca 20 deg/min, cho¢ standardowa szybkoscig jest 10 deg/min. W jakim stopniu
szybko$¢ grzania wptywa zatem na temperatury przemian fazowych polimeréw?

Ponadto, Doktorant zastosowat dla oznaczenia wydtuzenia przy zerwaniu symbol
A, cho¢ powszechnie, a przede wszystkim w normach, stosuje sie I, podczas gdy symbolem
A oznacza sie pole przekroju probki (Tabela 1-1).

Podsumowujgc stwierdzam, ze interpretacja uzyskanych wynikéw jest bardzo
wnikliwa i odnoszaca sie do istniejgcego stanu wiedzy, a praca zawiera liczne walory
poznawcze.

Whnioski koncowe

Doktorant zrealizowat program badan eksperymentalnych zaktadajacy
opracowanie nowej metody modyfikacji PHB i PHBV opierajacej sie na heterogenicznej
redukcji biopoliestrow z wykorzystaniem LiBH4 oraz przeprowadzenie syntez nowych
biomateriatéw polimerowych dla zastosowan w medycynie regeneracyjnej. Praca wnosi
nowa wiedze z zakresu nauk chemicznych, w szczegélnoSci dotyczaca opracowanej
metody redukcji, ktora jest pierwsza opisang w literaturze metodg nie opierajaca sie na
mechanizmach rodnikowych i ktéra umozliwia modyfikacje struktury chemicznej
powierzchni tak delikatnych wyrobow, jak elektroprzedzone wtékna biopoliestrowe.
Ponadto przeprowadzenie reakcji z uzyciem LiBH4 w odréznieniu od reakcji
rodnikowych, nie wplywa negatywnie na szybko$¢ degradacji modyfikowanych
wyrobdw. Doktorant wykazat réwniez, Ze zastosowana metoda modyfikacji, przy
odpowiednio dobranych parametrach nie wptywa niekorzystnie na przezywalno$¢
komorek in vitro, wskazujgc tym samym na brak cytotoksycznosci.

Biorgc pod uwage uzyskane wyniki, stwierdzam iz przedtozona do recenzji praca
doktorska mgra inz. Pawta Chabera spetnia wymagania przewidziane ustawg o stopniach
naukowych i tytule naukowym (art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. Dz.U. z 2003 r,,
nr.65, poz. 595 z pdzZniejszymi zmianami) i rekomenduje przyjecie rozprawy i
dopuszczenie Pana mgra inz. Pawta Chabera do dalszych etapéw przewodu doktorskiego
oraz publicznej obrony.
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