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A biotechnology-based production technol. for poly(3-hydroxybu-
tyrate) (P3HB) was developed to address the issues of brittleness and
the narrow processing window by obtaining a low-molecular-weight
form (I-P3HB) capable of acting as an internal rheology modifier for
the high-molecular-weight polymer (h-P3HB). The biosynthesis aimed
at producing P3HB was carried out in bioreactors with a working vol-
ume of 5-10 L at 37°C, using glucose or molasses as the carbon source.
The process employed a genetically modified strain of Escherichia coli
capable of biopolymer prodn. due to the introduction of a plasmid
contg. the phaCAB operon from Cupriavidus necator via electropora-
tion. P3HB was extracted using Me,CO and CHCL,, yielding material
with a weight-average molecular weight (Mw) of 519-641 g/mol and
a polydispersity index (PDI) of 2.0-2.6 for cultures utilising glucose as
the carbon source. The biopolymer obtained from cultures grown in the
presence of molasses exhibited higher heterogeneity, with Mw = 1385-
1633 g/mol and PDI = 5.4-6.0. The |-P3HB fraction, generated by reduc-
ing the molecular weight from values above 200 kDa to below 10 kDa,
was used as a plasticiser for h-P3HB, improving the elasticity and pro-
cessing properties of the resulting material. Finally, the suitability of
P3HB as a carrier for active substances in controlled-release systems
employing poly(vinyl alcohol) (PVA) as an emulsifier was confirmed
through the fabrication of microspheres via emulsion techniques.

Keywords: P3HB, biopolymer, biosynthesis, Escherichia coli, encapsu-
lation

Opracowano technologie wytwarzania poli(3-hydroksymaslanu)
(P3HB) na $ciezce biotechnologicznej, umozliwiajaca rozwiazanie pro-
blemu jego kruchosci oraz waskiego ,,okna przetworczego” poprzez
uzyskanie formy matoczasteczkowej (I-P3HB) mogacej petnic funkcje
wewnetrznego modyfikatora reologii polimeru wysokoczasteczkowego
(h-P3HB). Biosynteze majaca na celu wytworzenie P3HB prowadzono
w bioreaktorach o pojemnosci roboczej 5-10 L, w temp. 37°C, w obec-
nosci glukozy albo melasy jako zrédta wegla. W procesie wykorzystano
genetycznie modyfikowany szczep Escherichia coli - zdolny do pro-
dukcji biopolimeru, dzieki wprowadzeniu poprzez elektrotransforma-
cje do komorek tej bakterii plazmidu zawierajgcego operon phaCAB
z Cupriavidus necator. P3HB ekstrahowano za pomocg Me,CO i CHCL,,
uzyskujac materiat o $redniej masie czasteczkowej (Mw) 519-641 g/mol
oraz polidyspersyjnosci (PDI) 2,0-2,6 dla hodowli wykorzystujacych
glukoze jako zrédto wegla. Biopolimer otrzymany w procesie pro-
wadzonym w obecnosci melasy wykazat wyzsza heterogenicznos¢:
Mw = 1385-1633 g/mol, PDI = 5,4-6,0. Uzyskany w wyniku redukgcji
masy czasteczkowej z wartosci powyzej 200 kDa do mniej niz 10 kDa
[-P3HB wykorzystano jako plastyfikator h-P3HB, co poprawito elastycz-
nos¢ i wtasciwosci przetwdrcze wytworzonego materiatu. Na koniec
potwierdzono przydatno$¢ P3HB jako nosnika substancji czynnych
w systemach kontrolowanego uwalniania wykorzystujacych alkohol
poliwinylowy (PVA) jako emulgator poprzez wytworzenie mikrosfer
technikami emulsyjnymi.

Stowa kluczowe: P3HB, biopolimer, biosynteza, Escherichia coli,
enkapsulacja
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Mgr Joanna CHOJNIAK-GRONEK (ORCID: 0000-0002-9288-8953)
w roku 2013 ukonczyta studia na kierunku biotechnologia $ro-
dowiskowa w Katedrze Biochemii na Uniwersytecie Slaskim.
Obecnie pracuje w Sie¢ Badawcza tukasiewicz - Instytucie Chemii
Przemystowej im. Profesora Ignacego Moscickiego w Warszawie,
| gdzie zajmuje sie wykorzystaniem mikroorganizméw w biosyn-
tezie, inzynierii genetycznej oraz opracowywaniu rozwiazan dla
N przemystu farmaceutycznego, kosmetycznego i biotechnologicz-

| nego. Specjalnosc - biotechnologia srodowiskowa, mikrobiologia
oraz ekotoksykologia.

503




Obserwowany rozwo6j nauk przyrodniczych i technicz-
nych sprzyja tworzeniu innowacyjnych rozwigzan znajdu-
jacych zastosowanie w wielu sektorach przemyshu. W ostat-
nich latach ma miejsce intensyfikacja badan w zakresie
wytwarzania tworzyw biodegradowalnych, modyfikacji
ich wlasciwosci, a takze projektowania nowych ,,szytych
na miar¢” materiatow polimerowych, ktora przyczynita si¢
do znaczacego wzrostu zainteresowania poliestrami z grupy
polihydroksyalkanianéw (PHA). Jednym z nich jest poli(3-
-hydroksymaslan) (P3HB), ktory z uwagi na swoje cechy,
takie jak biokompatybilno$¢ i biodegradowalnos$¢, stanowi
doskonatg alternatywe dla konwencjonalnych polimeréw!':2.
P3HB pozyskiwany w procesach biotechnologicznych
charakteryzuje si¢ wysoka czystoscig, co utatwia jego
dalsze przetwarzanie i ogranicza koniecznos$¢ stosowania
wieloetapowego oczyszczania®> Y. Co wigcej, odpowiednie
modyfikacje chemiczne i fizyczne, tworzenie kompozy-
tow i/lub blend, a takze wykorzystanie kopolimeryzacji
na etapie biosyntezy pozwalaja dostosowaé¢ wiasciwosci
P3HB do konkretnych wymagan aplikacyjnych>”. Warto
podkresli¢, ze substratami do syntezy P3HB na $ciezce
biotechnologicznej moga by¢ nie tylko modelowe zrodta
wegla, ale rowniez surowce odpadowe, co czyni jego
produkcje szczegdlnie atrakcyjng pod wzgledem ekono-
micznym i §rodowiskowym®'". Obecnie P3HB zaliczany

2. Biosynteza \

Fig. 1. Stages of P3HB production in a biotechnological process; the production of P3HB in a biotechnologi-

jest do grona najbardziej perspektywicznych polimeréw
biodegradowalnych, zaréwno dzieki korzystnym wtasciwo-
$ciom fizykochemicznym i biologicznym, jak i ze wzgledu
na potencjat aplikacyjny w szerokim spektrum sektorow
o wysokich wymaganiach funkcjonalnych, takich jak
branza opakowaniowa, rolnictwo czy biomedycyna, gdzie
poszukuje si¢ materiatow o $cisle okreslonej charaktery-
styce! 1219,

W Lukasiewicz — Instytucie Chemii Przemystowe;j
(Lukasiewicz-IChP) prowadzono interdyscyplinarne
prace majgce na celu rozwigzanie problemu wilasciwosci
fizykochemicznych oraz waskiego ,,okna przetworczego”
P3HB. Badania obejmowaty m.in. przygotowanie szczepu
produkcyjnego, optymalizacje¢ procesu biosyntezy, a takze
udoskonalenie metod wydzielania biopolimeru z hodowli
oraz wstgpnego oczyszczania i krystalizacji uzyskanego
produktu (rys. 1). W efekcie opracowano technologi¢
wytwarzania P3HB, ktora osiggneta 4. poziom goto-
wosci technologicznej (TRL4), a kontrolowany sposob
pozyskiwania kluczowego sktadnika, modyfikatora reologii
biopolimeru P3HB, wskazano jako innowacyjny aspekt
proponowanego rozwigzania'>'".

W pracy przedstawiono wybrane wyniki badan prowa-
dzonych w Lukasiewicz-IChP, obejmujace najwazniejsze
etapy procesu wytwarzania P3HB. Ich celem bylo wska-
zanie 1 scharakteryzowanie klu-
czowych etapow biosyntezy P3HB
oraz rozwigzanie problemu jego
wlasciwosci fizykochemicznych,
ograniczajacych zastosowanie, oraz
waskiego ,,0kna przetworczego”,
a takze wskazanie kierunkéw dal-
szych badan nad wykorzystaniem
tego biopolimeru jako innowacyj-
nego materialu m.in. w przemysle
chemicznym i biomedycynie.

4. Produkt

Czesc doswiadczalna

cal process consists of 4 key stages: 1. preparation of the production strain, which cultures are an inoculum

for the process; 2. biosynthesis carried out in bioreactors, aimed at producing P3HB by the host cells; 3.
extraction enabling the isolation of the biopolymer from the bacterial biomass; 4. recovery of purified

P3HB and manufacturing of the final product

Rys. 1. Etapy wytwarzania P3HB w procesie biotechnologicznym; proces wytwarzania P3HB w proce-
sie biotechnologicznym obejmuje 4 kluczowe etapy: 1. przygotowanie szczepu produkcyjnego, ktérego
hodowle stanowig inokulum w procesie biosyntezy; 2. biosynteze prowadzonga w bioreaktorach majaca
na celu wytworzenie P3HB przez komorki gospodarza; 3. ekstrakcje umozliwiajaca wydzielenie biopoli-
meru z biomasy bakteryjnej; 4. pozyskanie czystego P3HB i wytworzenie docelowego produktu

Materiaty

W badaniach wykorzystano
szczep Escherichia coli IChP-112
z plazmidem p/BA-phaCAB opra-
cowany w Lukasiewicz-IChP'®.
Hodowle prowadzono na pozywce

Drinz. Katarzyna KURZEPA (ORCID: 0000-0001-9822-0922) ukon-
czyta studia z zakresu technologii chemicznej organicznej na
Wydziale Chemicznym Politechniki £6dzkiej. Stopien doktora
w dyscyplinie technologia chemiczna uzyskata na tym samym
wydziale. Posiada certyfikat audytora wewnetrznego dobrych
praktyk produkcyjnych w branzy kosmetycznej oraz ukonczyta
studia podyplomowe z zakresu jakosci i bezpieczenstwa pro-
duktéow kosmetycznych na Uniwersytecie £6dzkim. Obecnie
jest gtownym specjalista w Sekcji Materiatéw Bioaktywnych
i Kosmetykow w Sie¢ Badawcza tukasiewicz - Instytucie Chemii
Przemystowej im. Profesora Ignacego Moscickiego w Warszawie.
Specjalnos¢ - chemia peptydoéw, fitochemia, chemia kosme-
tyczna.

Mgr inz. Renata KUREK (ORCID: 0000-0002-0701-8102) w roku
2010 ukonczyta studia inzynierskie na Miedzywydziatowym
Studium Biotechnologii Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie. W 2022 r. uzyskata stopieft magistra
nauk biologicznych na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu tédzkiego. Jest starszym specjalista Pionu
Badawczego w Sie¢ Badawcza tukasiewicz - Instytucie Chemii
Przemystowej im. Profesora Ignacego Moscickiego w Warszawie.
Specjalnos¢ - biologia komoérek eukariotycznych, biosynteza.

ghem ify

105/5 (2026)



minimalnej GMS' 19, a jako jedyne zrodto wegla stosowa-
no glukozg¢ albo melase. Kazdorazowo przed rozpoczeciem
hodowli wszelkie podtoza i roztwory pomocnicze steryli-
zowano termicznie lub poprzez filtracje.

Aparatura

Proces biosyntezy prowadzono w bioreaktorach serii
BioFlow (New Brunswick) o pojemnosci roboczej 5
albo 10 L (odpowiednio modele 310 albo 415) (rys. 2).
Urzadzenia byly wyposazone w dwupoziomowe mieszadto
typu Rushtona, zintegrowany uktad napowietrzania oraz
elektrody do monitorowania pH i rozpuszczonego tlenu
DO (dissolved oxygen).

Fig. 2. Bioreactors BioFlow 310 (A) i BioFlow 415 (B) with their control units

Rys. 2. Aparatura procesowa: bioreaktory BioFlow 310 (A) i BioFlow 415 (B)
wraz z jednostkami sterujgcymi

Metodyka badan

Szczep produkceyjny. Szczegdtowy opis konstrukeji
wektora p/BA-phaCAB przedstawiono w zgloszeniu paten-
towym!®. W skrocie, plazmid p/BA-phaCAB przygotowano
poprzez insercj¢ natywnej sekwencji nukleotydowej ope-
ronu phaCAB z Cupriavidus necator do wektora pIBA za
pomoca klonowania restrykcyjnego. Nastepnie konstrukt
pIBA-phaCAB wprowadzono do komorek E. coli IChP-112
poprzez elektrotransformacje (Gene Pulser Xcell Electro-
poration System, Bio-Rad). Poprawnos¢ wstawki oraz
transformacji zweryfikowano za pomoca sekwen-
cjonowania (3130 Genetic Analyzer, Hitachi Applied
Biosystems).

Biosynteza. Na poczatku hodowle nocna szczepu E. coli
IChP-112 z plazmidem p/BA-phaCAB prowadzono w temp.
37°C z wytrzasaniem az do uzyskania gestosci optycznej
0,7-1,0 j.u. Nastepnie otrzymang zawiesing bakterii wpro-

wadzano sterylnie do bioreaktora zawierajacego pozyw-
ke GMS, przy czym inokulum stanowito maksymalnie
10% poczatkowej objetosci hodowli. Proces prowadzono
W sposob okresowy do momentu wykorzystania czesci
wyjsciowej puli substratu weglowego (stezenie glukozy
w zawiesinie < 200 mg/dL). W dalszym etapie rozpoczy-
nano podawanie roztworu do dokarmiania zawierajace-
go glukoze albo melase w stezeniu 40%, uzupelnionego
niezbednymi sktadnikami pomocniczymi. Przeptyw regu-
lowano poprzez zmian¢ nastaw pompy perystaltycznej
tak, aby stezenie glukozy w zawiesinie pozostawalo na
poziomie ok. 200 mg/dL. Proces prowadzono w temp.
37°C, utrzymujac pH w przedziale 7,0-7,2. Podczas bio-
syntezy stosowano kaskade regulacji ilosci rozpuszczonego
tlenu w zawiesinie, w ktorej wzrost predkosci mieszania
w zakresie 250-980 rpm kompensowat spadki DO (wartos¢
zadana: 10 dm*/mL). Wybrane parametry procesu (OD,,
stezenie glukozy, temperatura, pH, DO, predkos¢ obrotowa
mieszadta, przeptyw powietrza) monitorowano minimum
raz na godzing. Biosynteze uznawano za zakonczong, gdy
uptywat zatozony czas trwania hodowli lub gdy uzyskiwano
odpowiednig ilo$¢ biomasy.

Dezintegracja. Po zakonczeniu biosyntezy, cata obje-
tos¢ hodowli wirowano, a otrzymany osad zamrazano
w temp. -20°C. Po uplywie minimum 24 h rozmrozong
mokrg biomase zawieszano w wodzie destylowanej (1:1),
sterylizowano termicznie (121°C, 20 min) i dezintegrowa-
no ultradzwickowo (sonikator UP400st z sonotroda H14,
Hielscher Ultrasonics).

Ekstrakcja. P3HB izolowano ze zdezintegrowanej bio-
masy bateryjnej metodg dwuetapowej ekstrakcji rozpusz-
czalnikowej z wykorzystaniem acetonu oraz chloroformu.

Enkapsulacja substancji czynnej. Mikrosfery wytwa-
rzano technika emulsyjng z odparowaniem rozpuszczalnika.
Fazg rozproszong przygotowywano poprzez rozpuszczenie
substancji czynnej i P3HB w rozpuszczalniku organicznym.
Nastepnie roztwor ten wprowadzano do wodnego roztworu
PVA. Uklad mieszano przez 10-24 h, a nast¢pnie rozpusz-
czalnik usuwano poprzez kontrolowane odparowanie prowa-
dzace do wytracenia mikrosfer polimerowych zawierajacych
API. Po zakonczeniu procesu mikrosfery oddzielano, oczysz-
czano 1 osuszano w kontrolowanych warunkach.

Metody analityczne

Gestos¢ optyczng hodowli (OD ) oznaczano spektrofo-
tometrycznie przy dtugosci fali 600 nm z wykorzystaniem

Mgr Piotr KIERYL (ORCID: 0000-0003-2905-9586) ukoriczyt studia
na Wydziale Biologii Eksperymentalnej Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu (Zaktad Wirusologii). Obecnie jest star-
szym specjalista Pionu Wsparcia w Sekcji Inzynierii Genetycznej
i Biosyntezy w Sie¢ Badawcza tukasiewicz - Instytucie Chemii
Przemystowej im. Profesora Ignacego Moscickiego w Warszawie.
Specjalnosc¢ - techniki sekwencjonowania.
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Mgrinz. Dorota SZCZESNA (ORCID: 0000-0002-8991-4815) ukon-
czyta studia na Wydziale Inzynierii Chemicznej i Procesowej
Politechniki Warszawskiej (specjalizacja bioprocesy). Obecnie
jest gtéownym specjalista Pionu Wsparcia w Sekcji Materiatow
Bioaktywnych i Kosmetykéw w Sie¢ Badawcza tukasiewicz
- Instytucie Chemii Przemystowej im. Profesora Ignacego
Moscickiego w Warszawie. Specjalno$¢ - chemia kosmetyczna,
technologie formulacyjne, opracowywanie i wdrazanie nowych
produktéw.
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Fig. 3. Workflow illustrating recombinant pIBA-phaCAB plasmid assembly, host strain engineering, and the metabolic pathway leading to P3HB synthesis in E. coli
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IChP-112 pIBA-phaCAB cells; panel A: generation of the production strain E. coli IChP-112 pIBA-phaCAB; firstly, the phaCAB operon was cloned into the pIBA vector to
obtain the recombinant construct pIBA-phaCAB; the plasmid was then introduced into the host cells, resulting in a genetically modified E. coli IChP-112 strain capa-
ble of synthesising P3HB; panel B: linear map of the pIBA-phaCAB plasmid; the pIBA-phaCAB plasmid contains the following elements: the deoP1P2 promoter (green
rectangle), the phaCAB operon (blue rectangle), the trpA transcription terminator (red rectangle), the tetracycline resistance marker Tet? (yellow rectangle), and the
origin of replication ORI (orange rectangle); panel C: schematic diagram of the phaCAB operon; the upper panel shows the sequence of the phaCAB operon from Cu-
priavidus necator introduced into the pIBA plasmid, which was used to transform the E. coli IChP-112 strain, enabling the bacteria to synthesise P3HB; the phaCAB
operon contains a promoter (shown as a grey rectangle), the phaC, phaA, and phaB genes (shown as arrows, pink, mint green, and purple, respectively), and their
promoters (shown as rectangles, pink, mint green, and purple, respectively); the phaA, phaB, and phaC genes encode enzymes - 3-ketothiolase (PhaA), NADPH-de-
pendentacetyl-CoAreductase (PhaB),and PHAsynthase (PhaC), respectively; 1-acetyl-coenzymeA; 2 - acetoacetyl-coenzymeA; 3- (R)-3-hydroxybutyryl-coenzymeA;
4 - poly(3-hydroxybutyrate); n - number of mer units; the elements forming the hybrid promoter system are marked with an asterisk

Rys. 3. Konstrukcja plazmidu p/BA-phaCAB, otrzymanie szczepu produkcyjnego oraz szlak metaboliczny prowadzacy do syntezy P3HB w komorkach
E. coliIChP-112 pIBA-phaCAB; panel A: uzyskanie szczepu produkcyjnego E. coli IChP-112 pIBA-phaCAB; na poczatku operon phaCAB wklonowano do wekto-
ra pIBA, otrzymujac konstrukt p/BA-phaCAB; nastepnie plazmid wprowadzano do komérek gospodarza, uzyskujac genetycznie modyfikowany szczep E. coli
IChP-112 zdolny do syntezy P3HB; panel B: liniowa mapa plazmidu p/BA-phaCAB; plazmid p/BA-phaCAB zawiera nastepujace elementy: promotor deoP1P2
(zielony prostokat), operon phaCAB (niebieski prostokat), terminator transkrypcji trpA (czerwony prostokat), marker selekcyjny warunkujacy opornosé na
tetracykline Tet® (z6tty prostokat) oraz miejsce inicjacji replikacji ORI (pomaranczowy prostokat); panel C: schemat operonu phaCAB; gérny panel przedsta-
wia sekwencje operonu phaCAB pochodzacego z Cupriavidus necator wprowadzonego do plazmidu p/BA, ktéry nastepnie wykorzystano do transformacji
szczepu E. coli IChP-112, dzieki czemu bakterie byty zdolne do syntezy P3HB; operon phaCAB zawiera promotor (przedstawiony jako szary prostokat), geny
phaC, phaAiphaB (przedstawione jako strzatki, odpowiednio ré6zowa, mietowa i fioletowa) oraz ich promotory (przedstawione jako prostokaty, odpowied-
nio ré6zowy, mietowy i fioletowy); geny phaA, phaB i phaC koduja enzymy - odpowiednio j3-ketotiolaze (PhaA), zalezna od NADPH reduktaze acetylo-CoA
(PhaB) oraz syntaze PHA (PhaC); 1 - acetylokoenzym A; 2 - acetoacetylokoenzym A; 3 - (R)-3-hydroksybutyrylokoenzym A; 4 - poli(3-hydroksymaslan);
n - liczba meréw; gwiazdka zaznaczono elementy tworzace hybrydowy uktad promotoréw

spektrofotometru Ultrospec 3100 Pro (Amersham
Biosciences). Stezenie glukozy monitorowano za pomocg
glukometru Accu-Check Active (Roche) i dedykowanych
testow paskowych. Srednie masy czasteczkowe P3HB (Mn
i Mw) wyznaczano za pomoca chromatografii zelowej GPC
(Agilent 1200 + RID, Agilent Technologies).

Wyniki badan i ich oméwienie
Szczep produkcyjny

Wprowadzenie konstruktu p/BA-phaCAB do E. coli IChP-
-112 (rys. 3A) pozwolilo uzyskac szczep produkcyjny zdolny
do wytwarzania P3HB, ktory jest naturalnie syntezowany
tylko przez nieliczne bakterie i archeony, m.in. C. necator,

Drinz. Otton ROUBINEK (ORCID: 0000-0002-6492-7118) w 2000
roku ukonczyt studia na kierunku biotechnologia przemystowa
na Wydziale Inzynierii Chemicznej i Procesowej Politechniki
Warszawskiej. W 2006 r. uzyskat stopien doktora z zakresu inzy-
nierii chemicznej na tym samym wydziale. Obecnie jest zatrud-
niony w Sekcji Inzynierii Genetycznej i Biosyntezy w Grupie
Badawczej Farmacji, Chemii Kosmetycznej i Biotechnologii
w Sie¢ Badawcza tukasiewicz - Instytucie Chemii Przemystowej
im. Profesora Ignacego Moscickiego w Warszawie. Specjalno$é¢
- inzynieria bioprocesowa.

Dr inz. Jolanta JANISZEWSKA (ORCID: 0000-0003-0958-8018)
ukonczyta studia na Wydziale Chemicznym Politechniki
Warszawskiej. Stopien doktora nauk technicznych uzy-
skata w Sie¢ Badawcza tukasiewicz - Instytucie Chemii
Przemystowej im. Profesora Ignacego Moscickiego w Warszawie,
" a nastepnie odbyta 3-letni staz naukowy w Instytucie Chemii
Organicznej PAN. Jest Liderem Grupy Badawczej Farmacji,
Chemii Kosmetycznej i Biotechnologii w tukasiewicz - IChP.
Specjalnos¢ - synteza zwiazkdéw peptydowych, otrzymywanie
substancji biologicznie czynnych z produktéw pochodzenia
naturalnego, rozwdj produktéw dla przemystu kosmetycznego
i ochrony zdrowia.
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B. megaterium i Alcaligenes latus'®. Ich zdolno$¢ do
wytwarzania tego biopolimeru wynika z posiadania uni-
kalnego metabolizmu determinowanego obecnoscia 3
kluczowych genow (phad, phaB i phaC), kodujacych
odpowiednio f-ketotiolaze (PhaA), zalezng od NADPH
reduktaze acetylo-CoA (PhaB) oraz syntazg PHA (PhaC),
czyli enzymy katalizujace kolejne etapy konwersji ace-
tylo-CoA do poli(3-hydroksymaslanu) (rys. 3C). Cecha
ta nie jest powszechna wsrod mikroorganizmow, dlatego
w przemysle zwykle wykorzystuje si¢ szczepy modyfiko-
wane genetycznie. Takie podejscie pozwala nie tylko skroci¢
czas prowadzenia procesu i zwigkszy¢ jego wydajnosc, ale
réwniez zagospodarowaé inne niz modelowe zrodta wegla,
takie jak np. odpady przemystu petrochemicznego lub rolno-
-spozywczego’ ' 1920 Jednym z najczeSciej wybieranych
gospodarzy, stosowanym zaréwno w produkcji biopolime-
row, jak i innych zwigzkow chemicznych, jest Gram-ujemna
bakteria E. coli*' *¥. Z uwagi na dobrze poznany metabolizm,
fatwos¢ transformacji, a takze wysoka szybko$¢ wzrostu
w relatywnie niewymagajacych warunkach, stanowi ona
uniwersalny model sprawdzajacy si¢ zarowno w badaniach
laboratoryjnych, jak i w aplikacjach przemystowych?* 2.
Wiasnie te cechy okazaty si¢ decydujace przy wyborze E.
coli IChP-112 jako gospodarza w technologii wytwarzania
poli(3-hydroksymaslanu) opracowanej w Lukasiewicz-IChP.

Kluczowym etapem pozyskania szczepu produkcyjnego
zdolnego do syntezy P3HB bylo przygotowanie plazmidu
PpIBA-phaCAB (rys. 3B). Konstrukt ten, oparty na wektorze
pIBA*), posiadat kasete ekspresyjnag obejmujaca promotor
konstytutywny deoP1P2, operon phaCAB oraz terminator
transkrypcji trpA'®. Jej obecnos¢ umozliwita produkcje
P3HB w komorkach E. coli IChP-112, bakterii, ktora natu-
ralnie nie wytwarza tego biopolimeru. Warto zaznaczy¢, ze
plazmid p/BA-phaCAB zawieral natywna sekwencj¢ operonu
phaCAB, pochodzaca z C. necator, gatunku modelowego
w badaniach nad biosyntezg polihydroksyalkanianow?".
Wystepuje on w tzw. modelu zwartym, co oznacza, ze geny
w jego obrgbie utozone sg sekwencyjnie i kontrolowane
przez wspolny promotor P cas (rys. 3C). Taka architek-
tura sprzyja efektywnej i stabilnej ekspresji catego szlaku.
Dodatkowo zastosowanie uktadu hybrydowego promotorow
obejmujacego konstytutywny P, . . umieszczony przed
natywnym P . . (rys. 3B—C) miato na celu zapewnienie
wysokiego, stabilnego poziomu transkrypcji w warunkach
heterologicznych, niezaleznie od mechanizméw regulacyj-
nych charakterystycznych dla C. necator. Warto podkresli¢,
ze oprocz elementow funkcjonalnych $ciezki syntezy P3HB
konstrukt pI/BA-phaCAB zawieral sekwencje ORI i Tef® (rys.
3B) odpowiedzialne za jego stabilne utrzymanie w komor-
kach gospodarza. W rezultacie otrzymany plazmid tworzyt
kompletny uktad ekspresyjny niezbedny do uruchomienia
u E. coli IChP-112 szlaku metabolicznego umozliwiajacego
wytwarzanie P3HB.

Synteza P3HB na $ciezce biotechnologicznej byta oparta
na trojetapowej sekwencji reakcji katalizowanych przez
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enzymy kodowane w operonie phaCAB (rys. 3C). Na
poczatku PhaA przeksztatcat 2 czgsteczki acetylokoenzymu
A do acetoacetylokoenzymu A, tworzac szkielet weglowy
dla przysztego monomeru. Nastepnie PhaB redukowat
powstaty zwigzek do (R)-3-hydroksymaslanokoenzymu
A przy wykorzystaniu NADPH jako donora elektronow.
Ostatni kluczowy dla powstawania P3HB etap byt kata-
lizowany przez PhaC. To enzym, ktéry rozpoznawat
stereospecyficzne monomery o konfiguracji R i faczyl je
wigzaniami estrowymi, tworzac dlugotancuchowy poli-
mer. Syntezowany w ten sposob P3HB stanowit u bakterii
materiat zapasowy 1 z uwagi na hydrofobowy charakter
1 nierozpuszczalno$¢ w wodzie byt magazynowany w cial-
kach inkluzyjnych®. Warto podkresli¢, ze w konstrukcie
pIBA-phaCAB kazdy z 3 gendéw operonu objety byt kontrola
swojego natywnego promotora (rys. 3B), co odzwiercie-
dlato hierarchi¢ transkrypcji obserwowana w C. necator
i umozliwiato utrzymanie wlasciwego stosunku ilosciowego
enzymow w komorce.

Wytwarzanie P3HB w procesie biosyntezy

Biosyntez¢ P3HB z wykorzystaniem szczepu E. coli
IChP-112 pIBA-phaCAB prowadzono w obecnosci 2
wybranych zrodet wegla: glukozy i melasy (rys. 4, tabela 1).
Wydajnos¢ procesu byta Scisle zalezna od stosowanego
substratu. Wykorzystanie glukozy (tabela 1, hodowla I)
umozliwito otrzymanie ponad 2-krotnie wigkszej mokrej
biomasy (763,46 g) oraz ponad 3-krotnie wigkszej ilosci
biopolimeru (106,00 g) w poréwnaniu z hodowlg prowa-
dzona w obecnosci melasy. Wydajnos¢ procesu biosyntezy
P3HB osiggneta w tym przypadku poziom 60%. Glukoza
pehita w badaniach funkcje substratu referencyjnego, gdyz
stanowi ona najlepiej przyswajalne przez E. coli zrodto
wegla, co podczas produkcji P3HB umozliwito uzyskanie
wysokiej wydajnosci biomasy, a takze sprzyjato akumu-
lacji P3HB w komorkach gospodarza?. W przypadku
hodowli powadzonych w obecnosci melasy wydajnosé
biosyntezy wyniosta 37% (tabela 1, hodowla II), co oka-
zalo si¢ wartoscig o ponad 1/3 mniejsza niz w procesie
kontrolnym. Mogto to by¢ wynikiem zlozonego sktadu tego
zrodla wegla. Melasa to jeden z tatwo dostepnych i tanich
surowcow odpadowych stanowigcych produkt uboczny
rafinacji cukru®”. Oprocz mieszaniny mono- i disachary-
déw (glukoza, fruktoza, sacharoza) zawiera takze mikro-
elementy i azot organiczny, ktore wplywaja korzystnie
na przyrost biomasy i akumulacj¢ biopolimeru. Z drugiej
strony, z uwagi na wysoka zmiennos¢ sktadu chemicznego
i mozliwg obecno$¢ inhibitorow, wykorzystanie melasy
w procesach wytwarzania P3HB zachodzacych z udziatem
mikroorganizméw moze by¢ ograniczone®'-3?. Czynniki te
moga wplywacé zaréwno na efektywno$¢ wykorzystania
dostepnych cukréw, jak i na aktywno$¢ enzymatyczng
szlaku biosyntezy poli(3-hydroksymaslanu), czego konse-
kwencja jest zazwyczaj mniejsza akumulacja biopolimeru
w komorkach gospodarza. Niemniej jednak wydajnosé
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Table 1. Yield of P3HB biosynthesis in fed-batch cultures of E. coli IChP-112
pIBA-phaCAB using glucose (1) or molasses (11) as the sole carbon source

Tabela 1. Wydajnos¢ biosyntezy P3HB w hodowlach pétokresowych z wy-
korzystaniem szczepu E. coli IChP-112 pIBA-phaCAB w obecnosci glukozy (1)
albo melasy (ll) jako jedynego zrédta wegla*

Mokra biomasa, | Masa biopolimeru, Wydajnosé,
g g %

I 763,46

Hodowla

106,00 60
I 373,45 32,00 37

* Wydajnos¢ obliczono przy zatozeniu, ze sucha masa stanowi 0,23 wartosci mokrej bio-
masy. Zatozenie oparto na ustaleniach opisanych przez Glazyrina i wspotpr.®)

procesu prowadzonego w obecnosci melasy na poziomie
ok. 40% (tabela 1, hodowla II) stanowita dobry rezultat.
Przedstawione wyniki pokazuja, ze pozostaje ona obiecu-
jaca alternatywa dla konwencjonalnych zrodet wegla nie
tylko ze wzgledu na mozliwos¢ otrzymania zadowalajace;
ilosci biopolimeru, ale rowniez z uwagi na duza zawartos¢
zwigzkow korzystnie wptywajacych na proces biosyntezy,
niski koszt i powszechng dostgpnosé.

Uzyskane wyniki (tabela 1) znalazty odzwierciedlenie
w przebiegach hodowli E. coli IChP-112 pIBA-phaCAB
w obecnosci badanych substratow (rys. 4). W obu warian-
tach procesu wyrdzniono 3 typowe dla bakterii fazy wzro-
stu: faze adaptacji (FA), faze ekspotencjalng (FE) oraz
faze stacjonarng (FS). Czas trwania pierwszej z nich byt
podobny do czasu dla hodowli prowadzonych z wyko-
rzystaniem glukozy oraz melasy i wynosit 5-6 h. Tempo
wzrostu bakterii byto w tym przypadku umiarkowane,
a gestos¢ optyczna zawiesiny nie przekraczata poziomu
4 j.u., niezaleznie od stosowanego zrodta wegla. W trwa-
jacej 12-14 h FE zaobserwowano dynamiczny przyrost
biomasy i wysokg aktywnos$¢ metaboliczng komorek, co
potwierdzito wyrazne zwigkszenie wartosci OD, ; do ok. 50

albo niemal 200 j.u. w przypadku hodowli prowadzonych
w obecnosci odpowiednio melasy i glukozy. Warto zazna-
czy¢, ze tagodniejszy przebieg krzywej zarejestrowanej
dla procesu przebiegajacego z wykorzystaniem badanego
surowca odpadowego wskazywat na wolniejszy metabo-
lizm szczepu E. coli IChP-112 pIBA-phaCAB w obecno-
Sci tego substratu. Hodowle osiggnety FS po 18 1 20 h,
odpowiednio dla glukozy i melasy. Na tym etapie ggstos¢
optyczna zawiesiny nie zmieniata si¢ znaczaco, co swiad-
czylto o ustabilizowaniu liczebnosci komorek wynikajacym
z rbwnowagi miedzy tempem podziatow a obumieraniem
oraz ograniczeniem dostgpnosci sktadnikow odzywczych
niezbednych do dalszego wzrostu, pomimo dokarmiania.
Warto$ci OD,, odnotowane w FE i1 FS dla hodowli pro-
wadzonych w obecnos$ci melasy byly ok. 4-krotnie nizsze
w poréwnaniu z procesem referencyjnym. Zarejestrowane
roznice wynikaty prawdopodobnie z obecnosci trudniej
przyswajalnych niz glukoza zroédet wegla (fruktoza i sacha-
roza) w badanym materiale i koniecznos$ci uruchomienia
alternatywnych $ciezek metabolicznych umozliwiajacych
wykorzystanie przez komorki gospodarza tych sacharydow.
Podsumowujac, biosynteza prowadzona z wykorzysta-
niem melasy charakteryzowala si¢ wolniejszym przyro-
stem biomasy oraz nizszym poziomem akumulacji P3HB
w poréwnaniu z procesem referencyjnym (tabela 1, rys. 4).
Réznice w dynamice wzrostu i intensywnosci produkcji bio-
polimeru wskazuja na ograniczong dostepnos¢ frakcji tatwo
przyswajalnych cukrow i/lub mozliwy wptyw zwigzkow
hamujacych w przypadku hodowli prowadzonych w obec-
no$ci wybranego surowca odpadowego. Warto podkreslic,
ze w procesach biotechnologicznych zachodzacych przy
udziale mikroorganizméw rodzaj stosowanego surowca
jest wskazywany jako kluczowa determinanta wydajnosci
i optacalnos$ci procesu wytwarzania danego

bioproduktu. Drobnoustroje syntetyzujace
o P3HB moga metabolizowa¢ szerokie spek-
trum substratow: od tatwo przyswajalnych
weglowodanow, poprzez ztozone hydro-
lizaty biomasy lignocelulozowej, az po
tanie odpady poprodukcyjne pochodzace
gltéwnie z przemystu rolno-spozywcze-
go*Y. Z uwagi na fakt, ze udzial surowca
w catkowitych naktadach na wytwarzanie
P3HB metodg biosyntezy moze si¢gac
nawet 50%, intensywnie poszukuje si¢
niedrogich, fatwo dostgpnych materiatow,
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Fig. 4. Growth of E. coli IChP-112 pIBA-phaCAB in a fed-batch process in the presence of glucose or
molasses as the sole carbon source; the curves illustrate changes in optical density (ODgy,) of the
E. coli IChP-112 pIBA-phaCAB culture during the fed-batch process, in which glucose (green line)

or molasses (orange line) served as the substrate

Rys. 4. Wzrost E. coli IChP-112 pIBA-phaCAB w procesie potokresowym w obecnosci glukozy
albo melasy jako jedynego zrédta wegla; krzywe przedstawiaja zmiany gestosci optycznej
zawiesiny bakterii E. coli IChP-112 pIBA-phaCAB w czasie trwania procesu potokreso-
wego, w ktérym substratem byta glukoza (kolor zielony) albo melasa (kolor pomaraiczowy)
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25 ktore mogtyby zosta¢ wykorzystane w tego
rodzaju procesach®). Zastosowanie sub-
stratow, takich jak np. glicerol techniczny,
pozostatosci skrobiowe czy hydrolizaty
hemicelulozowe, stanowigcych produkty
uboczne przemystu m.in. rolno-spozywcze-
go 1 biopaliwowego, umozliwia znaczgco
obnizy¢ koszty operacyjne przy jedno-
czesnym zachowaniu wysokiej wydajno-

ghem ":y
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$ci syntezy P3HB, co czyni je szczegolnie atrakcyjnymi
z perspektywy przemystowej. W tym ujeciu, zgodnie
Z zamieszczonymi w niniejszej pracy wynikami, réwniez
melasa moze by¢ postrzegana jako warto§ciowy substrat
alternatywny, z punktu widzenia zaréwno biotechnicznego,
jak i ekonomicznego.

Wtasciwosci makroczasteczkowe P3HB
z hodowli wtasnej

Uzyskany P3HB scharakteryzowano poprzez oznacze-
nie wybranych parametréow opisujacych jego strukture
makroczasteczkowg (tabela 2). P3HB otrzymany w pro-
cesie przebiegajacym w obecnosci glukozy jako jedynego
zrodta wegla (tabela 2, P3HB)) cechowata $rednia masa
czgsteczkowa liczbowa (Mn) i wagowa (Mw) na poziomie
odpowiednio 214-326 g/mol oraz 519-641 g/mol, a takze
polidyspersyjnos¢ (PDI) 2,0-2,6, wskazujaca na dos¢ waski
rozktad dhugosci fancuchow. W poréwnaniu z komercyjnie
dostepnym produktem firmy Biomer®, P3HB wytworzony
w Lukasiewicz-IChP charakteryzowata wicksza jednorod-
no$¢ czasteczek, o czym $swiadczyla nizsza wartos¢ PDI.
Uzyskane wyniki wskazuja, ze otrzymany w procesie pro-
wadzonym w obecnosci glukozy materiat dorownuje jako-
$cig polimerowi handlowemu i moze stanowi¢ dla niego
atrakcyjng alternatywe. Z drugiej strony, wykorzystanie
melasy jako jedynego zrodla wegla w procesie (tabela 2,
P3HB,) pozwolito wytworzy¢ P3HB o ponad 2-krotnie
wigkszej $redniej masie czasteczkowej Mw (1385-1633
g/mol), podczas gdy wartos§¢ Mn pozostata na poziomie
podobnym do referencyjnego (hodowla w obecnosci glu-
kozy). Wartosci te znalazly odzwierciedlenie w wysokiej
polidyspersyjnosci otrzymanego materiatu (PDI = 5,4-6,0)
wskazujacej na obecnos¢ tancuchow o roznej dtugosci.
W porownaniu z produktem firmy Biomer®, charaktery-
zujacym si¢ mniejszg $rednig masg czasteczkowa wagowa
(554-596 g/mol) oraz niemal 2-krotnie nizszym poziomem
PDI (PDI=2,9-3,6), P3HB uzyskany z hodowli prowadzo-
nej z wykorzystaniem melasy wyrdzniata znacznie wigksza
heterogeniczno$¢. Taka struktura makroczasteczkowa prze-
ktadata si¢ na odmienne wtasciwosci mechaniczne i prze-
tworcze badanego biopolimeru, co mogto z kolei prowadzi¢
do mozliwos$ci jego zastosowania w obszarach innych niz
typowe dla produktu komercyjnego. Warto podkreslic, ze
Mn, Mw i PDI to podstawowe wskazniki, ktore pozwalaja
oceni¢ jednorodnos¢ materiatu i jego wlasciwosci mecha-
niczne, termiczne i reologiczne, a takze kontrolowacé prze-
bieg procesu wytwarzania wyrobow na nim bazujacych?®=.
Wartosci tych parametrow w sposob bezposredni determi-
nujg potencjalne obszary wykorzystania P3HB, bowiem
to witasnie od dlugosci tancuchéw i zakresu rozktadu mas
czasteczkowych zalezy, czy materiat bedzie odpowiedni do
danego zastosowania.

Wptyw kontrolowanej degradacji P3HB
na jego wtasciwosci reologiczne i aplikacyjne
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Table 2. Average molecular weights (Mn, Mw) and polydispersity (PDI) of
P3HB obtained in fed-batch cultures of E. coli IChP-112 pIBA-phaCAB grown
with glucose (1) or molasses (I1) as the sole carbon source, compared with the
corresponding parameters of the reference polymer (Biomer®)

Tabela 2. Srednia masa czasteczkowa (Mn, Mw) i dyspersyjnosc (PDI) P3HB
otrzymanego w hodowli pétokresowej szczepu E. coli IChP-112 pIBA-pha-
CAB prowadzonej z wykorzystaniem glukozy (1) albo melasy (Il) jako jedy-
nego zrodta wegla, zestawione z parametrami polimeru referencyjnego
(Biomer®)

Srednia masa czasteczkowa, g/mol

Biopolimer

liczbowo Wagowo
P3HB, 214-326 519-641 2,0-2,6
P3HB, 232-302 1385-1633 5,4-6,0
Biomer® 154-202 554-596 2,9-3,6

PDI - wspétczynnik polidyspersyjnosci; P3HB, oraz P3HB, — P3HB uzyskany z hodowli
prowadzonej w obecnosci odpowiednio glukozy albo melasy

Table 3. Molecular mass of P3HB biopolymer obtained from in-house cultivation

Tabela 3. Masa czasteczkowa biopolimeru P3HB z hodowli wtasnej

Biopolimer Masa czasteczkowa, kDa
Wielkoczasteczkowy P3HB, h-P3HB >200
Matoczasteczkowy P3HB, 1-P3HB <10

Istotnym elementem opracowanej technologii wytwarza-
nia P3HB'*™'” byt etap kontrolowanej degradacji biopoli-
meru wielkoczasteczkowego (h-P3HB) do jego matocza-
steczkowej formy (I-P3HB) (tabela 3). Drastyczna redukcja
masy czasteczkowej z wartosci powyzej 200 kDa do mniej
niz 10 kDa umozliwita uzyskanie materiatu, ktéry moze
peti¢ funkcje modyfikatora reologii nie tylko h-P3HB,
ale i innych (bio)tworzyw. Warto zaznaczy¢, ze wlasciwo-
$ciami utrudniajgcymi szersze wykorzystanie P3HB byly
do tej pory krucho$¢ oraz temperatura topnienia bliska
temperaturze degradacji (tzw. male ,,okno przetworcze”)
wynikajace bezposrednio z jego struktury krystalicznej** 4%,
Wprowadzenie I-P3HB do matrycy polimeru wielokocza-
steczkowego znaczaco poprawilo elastyczno$¢ materiatu
i poszerzylo niewielkie okno przetworcze poprzez obni-
zenie stopnia krystalicznosci kompozycji'>!”. Ponadto,
zaktocenie uporzadkowanej struktury krystalicznej dopro-
wadzito do obnizenia temperatur przemian fazowych oraz
zmniejszenia podatno$ci uktadu na wtorng krystalizacje, co
przetozylo si¢ na stabilniejszy i tatwiejszy do kontrolowania
proces przetworstwa. W efekcie wykorzystanie I-P3HB jako
plastyfikatora h-P3HB pozwolito znaczaco zwigkszy¢ moz-
liwosci aplikacyjne tego biopolimeru'”. Warto podkresli¢,
ze dotychczas problem kruchosci i waskiego okna przetwor-
czego probowano kompensowac poprzez m.in. stosowanie
modyfikatoréw zewnetrznych lub kopolimeréw. Takie
rozwigzania nie zapewnialy jednak homogenicznosci che-
micznej materiatu, co zaburzato kontrolg nad przebiegiem
procesu biodegradacji, pogarszato stabilno$¢ wtasciwosci
uzytkowych i ograniczato mozliwo$¢ wykorzystania w apli-
kacjach wymagajacych wysokiej czystosci. Zastosowanie
1-P3HB jako wewngtrznego modyfikatora reologii h-P3HB
pozwala zachowac jednorodnos¢ chemiczng polimeru, co
jest szczegodlnie istotne m.in. w implantologii, inzynierii
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tkankowej oraz systemach kontrolowanego uwalniania
lekow*! ).

Enkapsulacja substancji czynnej w P3HB
jako strategia uzyskania modyfikowanego uwalniania

W pracy zastosowano 2 warianty technik emulsyjnych,
emulsje pojedyncze typu olej/woda (o/w) oraz emulsje
podwdjne typu woda/olej/woda (w/o/w). Metody te naleza
do najczesciej stosowanych strategii wytwarzania mikrosfer!
polimerowych przeznaczonych do kontrolowanego dostar-
czania substancji czynnych. Wybor odpowiedniej techniki
mikrokapsutkowania zalezy od wtasciwosci fizykoche-
micznych substancji czynnej, charakterystyki polimeru oraz
pozadanego profilu uwalniania. Do najczesciej stosowanych
metod naleza: koacerwacja, polimeryzacja miedzyfazowa,
suszenie rozpytowe, powlekanie w zlozu fluidalnym oraz
techniki emulsyjne*?.

W metodzie o/w faza organiczna, zawierajgca rozpusz-
czony polimer i substancj¢ czynng, byta dyspergowana
w fazie wodnej w obecnosci emulgatora. Intensywne mie-
szanie lub homogenizacja prowadzito do powstania drob-
nych kropli fazy organicznej, ktore po odparowaniu roz-
puszczalnika przeksztatcaty si¢ w mikrosfery polimerowe.
Technika ta jest szczegodlnie czgsto stosowana w przypadku
substancji stabo rozpuszczalnych w wodzie*.

W przypadku podwojnej emulsji w/o/w proces przebiegat
dwuetapowo. W 1. etapie tworzona byta emulsja pierwotna,
w ktorej faza wodna zawierajaca substancj¢ czynng byla
zdyspergowana w roztworze polimeru w rozpuszczalni-
ku organicznym. Nastgpnie emulsje t¢ wprowadzano do
2. fazy wodnej zawierajgcej emulgator, tworzac emulsje
wtorng. Usuniecie rozpuszczalnika prowadzito do utworze-
nia mikrosfer o bardziej ztozonej strukturze wewnetrzne;.
Technika ta umozliwia ograniczenie utraty substancji czyn-
nej podczas procesu enkapsulacji*®. Warto podkresli¢, ze na
wlasciwosci mikrosfer otrzymanych zarowno metoda o/w,
jak 1 w/o/w wplywa wiele parametrow technologicznych,
w tym rodzaj i ste¢zenie polimeru, dobor rozpuszczalnika,
stezenie emulgatora, stosunek objetosci faz oraz warunki
homogenizacji.

W Lukasiewicz-IChP otrzymano uktady emulsyjne
z wykorzystaniem alkoholu poliwinylowego (PVA) petnia-
cego funkcje emulgatora. PVA jest syntetycznym polime-
rem rozpuszczalnym w wodzie, ktorego szkielet weglowy
ulega biodegradacji w $rodowisku biologicznym, dzigki
czemu znajduje zastosowanie w aplikacjach medycznych*.
W systemach mikrosfer polimerowych PVA stabilizowat
faze emulsyjng i wspomagal formowanie jednorodnych
czastek, co byto kluczowe dla uzyskania spdjnego profilu
uwalniania API. Substancja lecznicza byla zawieszona
w matrycy polimerowej*”.

Porownanie mikrosfer otrzymanych 2 technikami emul-
syjnymi o/w oraz w/o/w wskazuje, ze zastosowana metoda

* Mikrosfery to monolityczne, porowate struktury kuliste o $rednicy 1-500 pm.
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kapsulacji wyraznie wptywatla zarowno na wielko$¢ cza-
stek, jak 1 na zawarto$¢ enkapsulowanej substancji czynne;j.
W przypadku metody o/w uzyskano mikrosfery o stosunko-
wo wezszym i bardziej jednorodnym rozktadzie wielkosci
(0,38-0,81 um), przy zawarto$ci API wynoszacej 4,18%.
Natomiast zastosowanie podwojnej emulsji w/o/w dopro-
wadzito do powstania czastek o szerszym zakresie wielkosci
(0,15-0,91 pum), co jest typowe dla uktadow wieloetapo-
wych, w ktorych stabilno$¢ zar6wno emulsji pierwotnej, jak
1 wtornej wplywa na koncowg morfologi¢ mikrosfer. W tym
przypadku uzyskano wigksza zawarto$¢ substancji czyn-
nej (5,59%). Taki wynik sugeruje, ze struktura podwdjne;j
emulsji sprzyjata skuteczniejszemu zatrzymaniu API szcze-
gdlnie o charakterze hydrofilowym w matrycy polimerowej
i ograniczala jego dyfuzje do fazy zewnetrznej w trakcie
formowania czastek*®. Uzyskane wyniki wskazuja, ze
metoda o/w pozwolila uzyskac bardziej jednorodny uktad
czastek, jednak z nieco mniejszg zawarto$cia substancji
czynnej. Metoda w/o/w byta korzystniejsza pod wzgledem
efektywnosci enkapsulacji, cho¢ odbywato si¢ to kosztem
wiekszej heterogenicznosci wielkos$ci mikrosfer. Roznice
te moga mie¢ istotne znaczenie dla pdzniejszego profilu
uwalniania API oraz wlasciwosci farmakokinetycznych
opracowywanego systemu dostarczania leku.

Podsumowanie

P3HB ze wzgledu na swoje wtasciwosci fizykochemicz-
ne, biodegradowalno$¢ 1 biokompatybilnos¢ jest uznawany
za material, ktory moze trwale zastapi¢ konwencjonalne
tworzywa sztuczne w takich obszarach, jak medycyna,
rolnictwo czy opakowalnictwo*?. Powszechne wyko-
rzystanie tego biopolimeru nie tylko wpisuje si¢ w zalozenia
gospodarki o obiegu zamknietym, ale jest rowniez dobra
odpowiedzig na rosngce wymagania regulacyjne i sSrodowi-
skowe w zakresie redukcji odpadow plastikowych. Petne
wykorzystanie potencjatu aplikacyjnego P3HB wymaga
jednak dopasowania wtasciwo$ci materialu do wymagan
konkretnych produktow. Taka mozliwo$¢ daje zastosowanie
matoczasteczkowego 1-P3HB jako wewnetrznego mody-
fikatora reologii h-P3HB (lub innych biotworzyw), ktory
zmienia wlasciwosci mechaniczne 1 przetworcze biopo-
limeru, jednocze$nie pozwalajac zachowaé jednorodnosé
chemiczng uktadu. Co wigcej, pewne cechy poli(3-hydrok-
symaslanu) moga by¢ ksztaltowane juz na etapie biosynte-
zy. Dobor zrodta wegla i warunkoéw prowadzenia procesu
pozwala modulowac¢ strukture i parametry makroczastecz-
kowe otrzymywanego polimeru. Dzigki takim strategiom
mozliwe jest precyzyjne dostosowanie wtasciwosci P3HB
do potrzeb aplikacyjnych, co otwiera droge do jego szero-
kiego wykorzystania w nowoczesnych, zrownowazonych
technologiach.

Badania zostaly sfinansowane ze srodkow przyznanych
przez Ministerstwo Edukacji Narodowej i Nauki w ramach
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projektu statutowego Instytutu Chemii Przemystowej im.
prof. 1. Moscickiego w roku 2020 oraz dotacji celowej
Prezesa Centrum tukasiewicz w ramach projektu pt.
,, Biopolimery bakteryjne w circular economy” (BioBakCir),
realizowanego w latach 2021-2022.
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