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1. Dane

Matgorzata Wszelaka-Rylik
2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

1) magister chemii 1995 r. Uniwersytet Loédzki, Wydziat Matematyczno-Fizyczno-
Chemiczny, tytul pracy magisterskiej: ,Kalorymetryczne badania oddzialywan w

uktadach zawierajacych cholesterol i triglicerole w czterochlorku wegla”.

2) doktor nauk chemicznych 2001 r. Miedzynarodowe Studium Doktoranckie przy
Instytucie Chemii Fizycznej Polskiej Akademii Nauk w Warszawie, tytut rozprawy
doktorskiej: ,Wtasnosci termodynamiczne cytozyny i jej metylo-, hydroksy- i metoksy

pochodnych w wodzie, metanolu i N,N-dwumetyloformamidzie.

3) dyplom ukonczenia studiéw podyplomowych 2010 r., menedzZer jako$ci, Szkota
Gtowna Handlowa, Katedra Zarzadzania Jako$cia, tytut pracy dyplomowej: ,Projekt
systemu jakosci laboratorium badawczego zgodnego z wymaganiami normy PN-EN

ISO/IEC 17025:2005".

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.

W jednostkach naukowych zatrudniona jestem od roku 1995, tj. od zakonczenia
studidw magisterskich. W latach 1995-2014 zatrudniona bytam w Instytucie Chemii
Fizycznej Polskiej Akademii Nauk. Poczatkowo w Zaktadzie Kalorymetrii (asystent/
adiunkt) a nastepnie w wyniku zmian strukturalnych, od roku 2001, w Zaktadzie
Fizykochemii Komplekséw Supramolekularnych (adiunkt/specjalista). Od lutego 2014
roku do chwili obecnej jestem zatrudniona na stanowisku adiunkta naukowo-
dydaktycznego w Katedrze Inzynierii Srodowiska na Wydziale Biologii i Nauk
o Srodowisku Uniwersytetu Kardynata Stefana Wyszynskiego w Warszawie. Obecnie
petnie funkcje prodziekana ds. ksztatcenia Wydziatu Biologii i Nauk o Srodowisku UKSW
oraz funkcje kierownika Zaktadu Chemii Srodowiska Katedry Inzynierii Srodowiska

WBNS UKSW.
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4. Opis osiagniecia naukowego stanowigcego podstawe wniosku

o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego.

Za osiaggniecie naukowe wynikajace z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2013 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.
U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz.U. z 2016 poz 1311), uwazam jednotematyczny cykl
publikacji pt.

Kompleksy inkluzyjne cyklodekstryn ze zwigzkami aktywnymi biologicznie
i farmakologicznie. Zastosowanie obojetnego chemicznie, nanometrycznego

weglanu wapnia jako potencjalnego nosnika substancji aktywnej.

Jednotematyczny cykl publikacji stanowi 10 artykutéw w czasopismach znajdujacych
sie w bazie Journal Citation Report (JCR) oraz jeden patent. Szczegdétowy wykaz
bibliograficzny wszystkich prac zostat przedstawiony w Punkcie 4.1 wraz z informacjag o
wspotczynniku Impact Factor (piecioletni okres) oraz liczbg punktow ministerialnych dla

kazdego z wymienionych artykutéw.

4.1. Wykaz publikacji w czasopismach naukowych uwzglednionych w bazie Journal

Citation Reports stanowiacych osiggniecie naukowe
A. Autorstwo lub wspoétautorstwo w publikacjach

H1. M. Wszelaka-Rylik, Thermodynamics of -cyclodextrins- ephedrine
inclusion complex. Formation and covering of nanometric calcite with these
substances, Journal of Thermal Analysis and Calorimetry, 127 (2017) 1825-
1834.

IF=1,850; MNISW = 20
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H2. M. Ceborska, M. Zimnicka, M. Wszelaka-Rylik, A. Tro¢, Characterization of
folic acid/native cyclodextrins host-guest complexes in solution, Journal of

Molecular Structure, 1109 (2016) 114-118.

IF=1,571; MNISW = 20

H3. M. Ceborska, K. Szwed, M. Asztemborska, M. Wszelaka-Rylik, E. Kicinska, K.
Suwinska, Study of 3-cyclodextrin inclusion complexes with volatile molecules
geraniol and a-terpineol enantiomers in solid state and in solution, Chemical

Physics Letters, 641 (2015) 44-50.

IF=1,784; MNISW = 25

H4. M. Wszelaka-Rylik, P. Gierycz, Isothermal titration calorimetry (ITC) study
of natural cyclodextrins inclusion complexes with tropane alkaloids, Journal of

Thermal Analysis and Calorimetry, 121 (3), (2015) 1359-1364

IF=1,850; MNISW = 20

H5. IV. Terekhova, E. Chibunova, R. Kumeev, S. Kruchinin, M. Fedotova, M.
Kozbiat, M. Wszelaka-Rylik, P. Gierycz, Specific and nonspecific effects of
biologically active inorganic salts on inclusion complex formation of

cyclodextrins with aromatic carboxylic acids, Chemical Engineering Science,

122 (2015) 97-103.

IF=2,662; MNISW=35



https://pbn.nauka.gov.pl/works/671361
https://pbn.nauka.gov.pl/works/671361
http://link.springer.com/journal/10973/121/3/page/1
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H6. M. Wszelaka-Rylik, K. Piotrowska, P. Gierycz, Simulation, aggregation and
thermal analysis of nanostructured calcite obtained in a controlled multiphase
process, Journal of Thermal Analysis and Calorimetry, 119 (2) (2015) 1323-
1338.

IF=1,850; MNISW = 20

H7. M. Wszelaka-Rylik, P. Gierycz, Isothermal titration calorimetry (ITC) study
of natural cyclodextrins inclusion compelexes with drugs, Journal of Thermal

Analysis and Calorimetry 111 (2013) 2029-2035.

IF=1,850; MNISW = 20

H8. K. Kedra-Krolik, M. Wszelaka-Rylik, P. Gierycz, Thermal analysis of
nanostructured calcite crystals covered with fatty acids, Journal of Thermal

Analysis and Calorimetry 101 (2010) 533-540.

IF=1,850; MNISW= 20

H9. W. Zielenkiewicz, IV. Terekhova, M. Wszelaka-Rylik, RS. Kumeev,
Thermodynamics of inclusion complex formation of hydroxypropylated a- and

-cyklodextrins with aminobenzoic acids in water, Journal of Thermal Analysis

and Calorimetry 101 (2010) 15-23.

IF=1,850; MNISW = 20




Zatacznik Nr 2

DO WNIOSKU O PRZEPROWADZENIE POSTEPOWANIA HABILITACYJNEGO
M. WSZELAKA-RYLIK

H10. W. Zielenkiewicz, I.V. Terekhova, M. Kozbial, M.Wszelaka-Rylik, R. S.
Kumeev, Complexation of niflumic acid with native and hydroxypropylated
alpha- and beta-cyclodextrins in aqueous solution, Journal of Physical Organic

Chemistry 21 (10) (2008) 859-866.

IF=1,222; MNISW =20

B. Patenty

H11. K. Kedra-Krdlik, M. Wszelaka-Rylik, P.Gierycz

~Sposob wytwarzania monodyspersyjnego weglanu wapnia pokrytego

rownomiernie kwasami ttuszczowymi.”
PATENT NR 211605 - przyznany 2012.

Numer zgtoszenia P-389155. Data zgtoszenia: 2009.09.29.

4.2. Omowienie celu naukowego w/w prac i osiagni¢tych wynikow wraz z omowieniem

ich wykorzystania.

Zagadnienia naukowe opisane w pracach zaliczonych do jednotematycznego cyklu
publikacji pt. ,Kompleksy inkluzyjne cyklodekstryn ze zwigzkami aktywnymi
biologicznie 1 farmakologicznie. Zastosowanie obojetnego chemicznie,
nanometrycznego weglanu wapnia jako potencjalnego nosnika substancji

aktywnej” obejmuja nastepujace tematy:

[. Opracowanie metody kompleksowania cyklodekstryn ze zwigzkami biologicznie i

farmakologicznie aktywnymi, w tym:




Zatacznik Nr 2

DO WNIOSKU O PRZEPROWADZENIE POSTEPOWANIA HABILITACYJNEGO
M. WSZELAKA-RYLIK

e Opis termodynamiczny utworzonych komplekséw (K, AG, AS, AH) oraz okreslenie

ich stechiometrii.

e Okreslenie struktury wybranych komplekséw oraz ocena ich trwatosci przy

zastosowaniu metod analizy termiczne;.

I1. Opis wytwarzania statego nos$nika (nanometryczny weglan wapnia)
o odpowiednich wtasciwos$ciach (rozmiar pojedynczych czastek) poprzez
zaproponowanie nowego modelu opisujgcego proces powstawania weglanu
wapnia w reaktorze z obrotowymi dyskami. Poréwnanie uzyskanych danych
morfologicznych krysztatéw z danymi modelowymi.

Dodatkowo przedstawiono mozliwo$s¢ praktycznego wykorzystania
prezentowanych osiggnie¢ poprzez opracowanie projektu instalacji do
wytwarzania nanometrycznego weglanu wapnia w skali techniczne;.

[1L Opracowanie metody nanoszenia zwigzkéw aktywnych biologicznie
i farmakologicznie, cyklodekstryn i ich komplekséw na nanometryczny weglan

wapnia.

Zagadnienia, ktére ponizej przedstawiam, doskonale wpisuja sie w nowoczesne
badania, rozwijajace sie w ostatnich latach, w dziedzinie tworzenia nowych systemow
stuzacych miedzy innymi do dostarczania lekdw do organizmu, opartych na
nieorganicznych czastkach, w tym weglanie wapnial.2:3, jak réwniez z zastosowaniem
cyklodekstryn jako no$nikéw i materiatéw kapsutkujgcych#5.

Weglan wapnia (CaCOs3) charakteryzuje sie wyjatkowym potencjatem jako system

transportu réznego rodzaju lekdw®. Rezultaty badan wptywu weglanu wapnia na komérki

1 C-M. ]J. Hu, L. Zhang, Nanoparticle-based combination therapy toward overcoming drug resistance in
cancer, Biochemical Pharmacology, 83 (2012) 1104.

2 D. Sun etal. Synthesis of CaCOs Nanobelts for drug delivery in cancer therapy, Nanoscale Reaserch Letters,
10 (2015) 23.

3 S. Biradar, Calcium carbonate nanoparticles; Synthesis, characterization and biocompatibility Journal of
Nanoscience and Nanotechnology, 11 (2011) 6868.

4 A. Ahmed at al. Surface engineered cyclodextrin embedded polymeric nanoparticles through host-guest
interaction used for drug delivery, Chemical Engineering Science, 125 (2015) 121.

5].Zhang, P.X. Ma, Cyclodextrin-based supramolecular systems for drug delivery: recent progress and future
perspective, Advanced Drug Delivery Reviews, 65 (2013) 1215.

6 Y. Ueno, Drug-incorporating calcium carbonate nanoparticles for a new delivery system. Journal of
Controlled Release, 103 (2005) 93.
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potwierdzajg przewage tego rodzaju nieorganicznego no$nika nad innymi’. W literaturze
szczegblng uwage zwraca sie na potencjalng role takiego ukladu m. in.
w leczeniu raka8?. Zastosowanie weglanu wapnia jako no$nika pozwala na specyficzne
ukierunkowanie leku na nowotwér i zwiekszong jego akumulacje w komoérkach
nowotworowych. Istnieje zatem duza szansa na zmniejszanie stosowanej dawki leku
a tym samym skutkéw ubocznych konwencjonalnej chemioterapii. Nanoczastki CaCOs3
wykazujg rowniez potencjalnie podwdjne zastosowanie w chorobach kosci, jako
substancja lecznicza i no$nik lekul0. Ze wzgledu na powolng biodegradacje w organizmie
matryc zbudowanych z weglanu wapnia, moze by¢ on stosowany do tworzenia uktadow
o przedtuzonym uwalnianiu leku!!. W ten sposob utrzymuje sie efekt leczniczy przez dhuzszy
czas po podaniu leku. Duze znaczenie ma w tych zastosowaniach ma wrazliwo$¢ weglanu
wapnia na pH $rodowiska, co wplywa na proces uwalniania leku'?. Ponadto atutem jest jego
dostgpnos¢ oraz tatwa i tania produkcja. Pomimo tego, ze opracowane nanomaterialy majg
bardzo duze =zalety nadal istniejg znaczgce wyzwania w zakresie poprawy i rozwoju
nanoformulacji zwigzanej z wykorzystaniem weglanu wapnia. Jednym z aspektow jest wybor
1 doktadny opis metody otrzymywania nanometrycznego weglanu wapnia oraz opracowanie
metody jego pokrywania substancja lecznicza. Nowoscia w badaniach nad opracowaniem
systemu transportu lekow jest moja propozycja zastosowania weglanu wapnia otrzymanego
metodg stracania w reaktorze z obrotowymi dyskami oraz opracowanie metody bezposredniego
nanoszenie na otrzymany weglan wapnia monowarstw substancji 0 znaczeniu
farmakologicznym. W  swoich  pracach  przedstawiltam mozliwo$s¢  pokrywania

nanometrycznego weglanu wapnia substancjami aktywnymi, kompleksami substancji

7 M. Horie, et al. Evaluation of cellular influences caused by calcium carbonate nanoparticles, Chemico-
Biological Interactions, 210 (2014) 64.

8 S.K. Kim et al. Targeted delivery of EV peptide to tumor cell cytoplasm using lipid coated calcium carbonate
nanoparticles, Cancer Letters, 334 (2013) 311.

9]. Zhang et al. Design of Nanoparticles as Drug Carriers for Cancer Therapy, Cancer Genomics&Proteomics,
3 (2006) 147.

10 M. Dizaj et al. Calcium Carbonate Nanoparticles, Potential in Bone and Tooth Disorders, Pharmaceutical
Sciences, 20 (2015) 175.

11 C. Zhou et al., Aptamer CaCOs nanostructures: A facile, pH-responsive, specific platform for targeted
anticancer theranostics, Chemistry An Asian Journal, 10 (2014) 167.

12S L. Goss et al. Determination of calcium salt solubility with changes pH and pCO2, simulating varying
gastrointestinal environments, Journal of Pharmacy and Pharmacology, 59 (2007) 1485.




Zatacznik Nr 2

DO WNIOSKU O PRZEPROWADZENIE POSTEPOWANIA HABILITACYJNEGO
M. WSZELAKA-RYLIK

aktywnych z cyklodekstrynami [H1] oraz samg cyklodekstryna®3. Nanoczastki CaCO3 zostaty
réwniez pokryte monowarstwa dwoch kwasow thuszczowych [H8, H11]. Stosowane do tej pory
metody dawaty mozliwo$¢ pokrywania czastek weglanu wapnia kwasami thuszczowymi, ale
byly to mieszaniny mono- bi- i wielowarstw. Do okre§lenia morfologii zaadsorbowanych
warstw substancji na nanometrycznym weglanie wapnia wybratam metode analizy termiczne;.
Moim osiggni¢gciem w tym obszarze jest stworzenie dobrze opisanego materiatu t.
uktadu nosnika ( CaCQg) i substancji o znaczeniu farmaceutycznym. Sa to uktady modelowe,
ktére moga potencjalnie postuzy¢ do opracowania systemu dostarczania leku do organizmu.
W literaturze opisane sg dwie gtowne metody przygotowywania weglanu

wapnia jako no$nika lekow. W chemicznej metodzie wytrgcania reakcja miedzy jonami
wapnia i jonami weglanowymi w wodnych roztworach prowadzi do otrzymania
nanoczastek weglanu wapnia 4. Przy wytwarzaniu nanoczastek CaCOs za pomoca
mikroemulsji w pierwszym etapie faza wodna zawierajaca jony wapnia miesza sie z fazg
organiczng w celu wytworzenia mikroemulsji. Nastepnie mieszajac mikroemulsje dodaje
sie wodny roztwor zawierajacy jony weglanowe do wytracenia CaCO3. W ostatnim etapie
oddziela sie nanoczastki 1516 . Te metody otrzymywania CaCOs dajga mozliwos$é
kontrolowania procesu wytracania, ale otrzymany weglan wapnia moze wystepowac
w réznych odmianach polimorficznych i moze by¢ on zanieczyszczony substancjami
stosowanymi w trakcie procesOw otrzymywania. W syntezie czesto dodawane sg zwigzki
petniagce role surfaktantéw. W swoich pracach wykazatam, ze sama substancja aktywna
naniesiona na weglan wapnia moze peinic role czynnika zapobiegajgcego agregacji [H1,
H8]. Czystos¢ i pelna kontrola jest niezwykle wazna w przypadku stosowania weglanu
wapnia jako nos$nika lekéw. Proponowana przeze mnie metoda otrzymywania weglanu

wapnia daje mozliwo$¢ uzyskania czystego weglanu wapnia w najtrwalszej odmianie

13 M. Wszelaka-Rylik, K. Piotrowska, P. Gierycz, Pokrywanie nanoczqsteczkowego weglanu wapnia
monowarstwq a-cyklodekstryny, Numer zgtoszenie P-409581. Data zgtoszenia: 2014.09.24.

14 AW. Xu, et al, Stable Amorphous CaCO3 Microparticles with Hollow Spherical Superstructures Stabilized
by Phytic Acid, Advanced Materials, 17 (2005) 2217.

15P.].]. A. Buijnsters et al. Oriented Crystallization of Calcium Carbonate under Self-Organized Monolayers
of Amide-Containing Phospholipids, Langmuir, 17 (2001) 3623.

16 C. Damle, et al, Growth of Calcium Carbonate Crystals within Fatty Acid Bilayer Stacks, Langmuir, 18
(2002) 6075.

10
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polimorficznej kalcycie, o wymiarach czastek okoto 30 nm (zalecany w tego typu
zastosowaniach wymiar wynosi od 5 do 300 nm). Proces otrzymywania weglanu wapnia
jest w peini kontrolowany przez okreslone parametry takie jak stezenie wyjSciowe
produktéw czy predkos¢ mieszania w reaktorze [H6]. Otrzymane nanoczasteczki
weglanu wapnia sg stabilne w pH 7,4 co potencjalnie daje mozliwo$¢ stworzenia uktadu
wrazliwego na zmiany pH.

Procesy tworzenia i agregacji weglanu wapnia sg badane od wielu lat17.18,
W literaturze opisane sg dwa podstawowe mechanizmy wzrostu krysztatéw1920, Jeden
zaktada, ze duze powstaja z matych krysztatéw i drugi zaktadajacy taczenie sie
nowopowstajgcych nanokrysztatéw, ktére nastepnie rosng tworzac duze krysztaty.
Réwniez istotne dla wzrostu krysztatéw moga by¢ obecne w roztworze jony i zwigzki
organiczne?l. Mechanizmy agregacji powstatych krysztatow CaCOs silnie zalezg natomiast
od sposobu prowadzenia reakcji otrzymywania 22-23.24, Jednym z problemow przy
produkcji funkcjonalnych materiatéw statych opartych na weglanie wapnia, jest w petni
kontrolowana reakcja jego wytracania poczawszy od mechanizmu nukleacji, poprzez
wzrost krysztatow do ich agregacji. Nowy model opisu powstawania i agregacji weglanu
wapnia w reaktorze dyskowym [H6], ktory zaproponowatam i przedstawiam, jako czes¢
swojego osiggniecia, odpowiada (z dokladnoscig eksperymentalng) rzeczywistemu
procesowi zachodzacemu w tym reaktorze. Wyniki moich obliczen sg w petni zgodne z

wynikami do$wiadczen, ktére przeprowadzitam i opisatam.

17T. Jung et al. Effect of monovalent salts on morphology of calcium carbonate crystallized in Couette-Taylor
reactor, Crystal Research and Technology, 40 (2005) 586.

18 B. Feng, A.K. Yonga, H. Ana, Effect of various factors on the particle size of calcium carbonate formed in a
precipitation processMaterials Science and Engineering A, 15 (2007) 170.

19 N. Spanos and P.G. Koutsoukos, Kinetics of Precipitation of Calcium Carbonate in Alkaline pH at Constant
Supersaturation. Spontaneous and Seeded Growth Journal of Physical Chemistry. B, 102 (1998) 6679.

20 B. Judat, M. Kind, Morphology and internal structure of barium sulphate--derivation of a new growth
mechanism, Journal of Colloid and Interface Science, 269 (2004) 341.

211 F. Banfield, et al. Aggregation-based crystal growth and microstructure development in natural iron
oxyhydroxide biomineralization products, Science, 289 (2000) 751.

22 H. Colfen, M. Antonietti, Mesocrystals: inorganic superstructures made by highly parallel crystallization
and controlled alignment. Angewandte Chemie International Edition, 44 (2005) 5576.

23T. Wang, M. Antonietti,H. Colfen, Calcite Mesocrystals: “Morphing” Crystals by a Polyelectrolyte Chemistry,
A European Journal, 12 (2006) 5722.

24 S, Kiborga, M. Oner, Chemical of the Experimental Parameters on Calcium Carbonate Precipitation,
Engineering Effect, 32 (2013) 2119.
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Dodatkowo przedstawiam mozliwo$¢ otrzymywania weglanu wapnia metodg
wytrgcania w reaktorze dyskowym, w skali technologicznej, co stanowi podstawe
przygotowanego zgtoszenia patentowego?> .

Drugim aspektem prowadzonych przeze mnie badan bylo wszechstronne
scharakteryzowanie kompleksow cyklodekstryny z wybranymi zwigzkami aktywnymi
biologicznie poprzez podanie ich parametréow termodynamicznych, w tym statych
trwato$ci utworzonych komplekséw. Kontrola statej trwato$ci kompleksu, ktora okresla
site wigzania cyklodekstryny z lekiem jest szczegolnie istotna w przypadku zastosowania
cyklodekstryn do transportu lekéw. W stanie statym komplekséw czasteczki goscia moga
by¢ zawarte w obrebie wneki albo moga by¢ potgczone na zewnatrz czasteczki
cyklodekstryny [H3]. W roztworze mamy do czynienia z réwnowagya pomiedzy
skompleksowanymi i nieskompleksowanymi czasteczkami go$cia. Sitami napedowymi
procesu kompleksowania sg zaré6wno oddzialywania Van der Waalsa jak i efekt
hydrofobowy [H1, H4, H7]. W kompleksowaniu mogg rowniez odgrywac role wigzania
wodorowe tworzgce sie na krawedzi wneki 26 . 27 | Utworzenie kompleksow z
cyklodekstryng wptywa na witasciwosci fizykochemiczne substancji, takie jak
rozpuszczalno$¢ w wodzie, szybkoS¢ rozpuszczania czy trwato$¢ zwigzku. Pomysine
zwiekszenie rozpuszczalnosci stabo rozpuszczalnych w wodzie lekéw nalezy do
najwazniejszego zastosowania takich kompleksow?28.29. Wiekszo$¢ substancji w formie
skompleksowanej wykazuje dwukrotnie wieksza biodostepno$¢ niz forma
nieskompleksowana, co powoduje mozliwo$¢ zmniejszenia stosowanej dawki leku.
Cyklodekstryny moga rowniez petni¢ role ochronng dla substancji czynnej. Uzyskanie

wiarygodnych danych, m.in. statych trwatos$ci kompleksu, pozwala zatem na

25 P. Gierycz, P. Religa, M. Wszelaka-Rylik, Instalacja do otrzymywania do nanoczgsteczkowego,
monodyspersyjnego weglanu wapnia w skali technologicznej. Opracowanie merytoryczne po
pozytywnej opinii rzecznika patentowego, w procedurze przygotowania zgtoszenia patentowego przez
firme WKG Trading sp. z o.o.

26 E.M.M. Del Valle, Cyclodextrins and their uses: a review, Process Biochemistry, 39 (2004) 1033.

27 M.V. Rekharsky, Y. Inoue, Complexation thermodynamics of cyclodextrins, Chemical Revievs, 98 (1998)
1875.

28 R.A. Rajewski, V. ]. Stella, Pharmaceutical application of cyclodextrins 2. In-vivo. Drug delivery, Journal of
Pharmaceutical Sciences, 85 (1996) 1142.

29 T. Loftssan, M.E. Brewster Pharmaceutical application of cyclodextrins 1. Solubilization and stabilization,
Journal of Pharmaceutical Sciences, 85 (1996) 1017.
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zaplanowanie odpowiednich warunkéw podawania leku takich jak: rodzaj
cyklodekstryny, ilo§¢ uwalnianego leku oraz czas jego uwalniania. Sa to zagadnienia ciggle
aktualne i nie do konca poznane pomimo wielu badan prowadzonych w tym obszarze.
Proces uwalniania leku moze by¢ kontrolowany przez zastosowanie pochodnych
cyklodekstryny np. hydroksypropylowych. Jedna z najcze$ciej stosowang w przemysle
farmaceutycznym i spozywczym pochodng jest hydroksypropylo-B-cyklodekstryna.
Poprzez jej zastosowanie mozna zwiekszy¢ rozpuszczalno$¢ i biodostepnos$¢ lekow
nierozpuszczalnych. Hydroksypropylo-B-cyklodekstryna moze takze zwiekszaé
stabilno$¢  sktadnika odzywczego i  wydtuzy¢ czas jego  aktywnosci.
W niektérych przypadkach mozliwe jest tez uzywanie jako substancji leczniczej
mieszaniny fizycznej substancji aktywnej i cyklodekstryny.

Prowadzone przez mnie analizy uzyskanych wynikéw kompleksowania
cyklodekstryn ze zwigzkami o znaczeniu biologicznym i farmakologicznym oraz
pordéwnanie ich z wynikami uzyskanymi przy zastosowaniu innych metod potwierdzity
stuszno$¢ wyboru izotermicznej kalorymetrii miareczkujgcej, jako metody
bezposSredniego  wyznaczania parametrow  termodynamicznych  otrzymanych
kompleksow, ktéore z powodzeniem mogg by¢ wykorzystane do charakterystyki
powstajacych komplekséw [H2, H4, H7, H9, H10]. Metoda izotermicznej kalorymetrii
miareczkujacej jest szeroko stosowana do charakteryzowania kompleksow inkluzji lekow
z naturalnymi cyklodekstrynam30.31,32,33 ' gle wszystkie badania, ktore przedstawitam
byty pierwszymi opisanymi w literaturze. W swoich badaniach okreslitam m. in. jak
proces dimeryzacji substancji aktywnej wptywa na proces kompleksowania a tym samym

na parametry termodynamiczne reakcji kompleksowania [H2]. Niezwykle wazne sg

30 M. Stojanov et al. Study of the inclusion complexes formed between cetirizine and a-, b-, and c-
cyclodextrin and evaluation on their taste-masking properties, Journal of Pharmaceutical Sciences, 100
(2011) 3177.

31 K. Bouchemal, New challenges for pharmaceutical formulations and drug delivery systems
characterization using isothermal titration calorimetry. Drug Discovery Today, 13 (2008) 960.

32 G. Castronuovo, M. Niccoli, Thermodynamics of inclusion complexes of natural and modified
cyclodextrins with propranolol in aqueous solution at 298 K. Bioorganic and Medicinal Chemistry, 14
(2016) 3883.

33 D.Z. Sun et al. Isothermal titration calorimetry and 1H NMR studies on host-guest interaction of
paeonol and two of its isomers with beta-cyclodextrin. International Journal of Pharmaceutics, 316 (2006)
7.
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réwniez badania tworzenia komplekséw cyklodekstryn z lekami i bioczgsteczkami w
roztworach uwzgledniajacych srodowisko organizméw zywych. W szczegblnosci wazne
sg badania w roztworach soli nieorganicznych, ktére czesto wystepuja w Srodowiskach
komorkowych [H5]. Badanie tworzenia kompleksu CD w obecnosci soli nieorganicznych
i zrozumienie wtasciwosci komplekséw inkluzyjnych w warunkach fizjologicznych jest
niezwykle istotne dla zastosowan tego typu uktadéw do transportu lekéw. Szczegétowy
opis osiggnie¢ naukowych przedstawiam ponize;j.

4.2.1. Opracowanie metody kompleksowania cyklodekstryn ze zwigzkami

biologicznie i farmakologicznie aktywnymi.

Izotermiczna kalorymetria miareczkujgca, ktéra jest metoda przewodnig w moich
badaniach pozwala na bezposrednie okreSlanie zmian w  wielkoSciach
termodynamicznych spowodowanych procesem kompleksowania. Te zmiany zwigzane
s3 z zachowaniem czasteczek wody we wnece cyklodekstryny, usuwaniem czasteczek
wody z wneki w trakcie procesu kompleksowania oraz reorganizacja czasteczek wody
wokot substancji aktywnej. W swoich badaniach oprécz kalorymetrii wykorzystywatam
rowniez inne techniki badawcze i porownywatam uzyskane rezultaty. Na tej podstawie
stwierdzilam, Ze izotermiczna kalorymetria miareczkujgca jest doskonala metoda do
termodynamicznego opisu kompleksow cyklodekstryny ze zwigzkami organicznymi w
tym biologicznie i farmakologicznie aktywnymi.

Do okreslenia wptywu réznego rodzaju czynnikéw na kompleksowanie wybratam
szereg modelowych uktadow cyklodekstryn i zwigzkéw o znaczeniu biologicznym.
Badatam wptyw rozpuszczalnika, temperatury, pH, struktury cyklodekstryny i zwigzku
skompleksowanego na proces kompleksowania. Okreslitam wptyw dimeryzacji zwigzku
skompleksowanego na warto$¢ statej trwatosci otrzymywanych komplekséw. Oceniatam
zdolnos$¢ cyklodekstryny do rozdzielania izomerédw. Przedstawitam proces tworzenia
kompleksow zwigzkéw o znaczeniu biologicznym z hydroksypropylocyklodekstrynami:
a i B. Badatam roéwniez trwato$¢ komplekséw cyklodekstryny ze zwigzkami
nierozpuszczalnymi w wodzie stosujac z powodzeniem metody analizy termiczne;j.

Opracowatam metode oznaczania ilosci wody w statych kompleksach cyklodekstryny.
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Badania wplywu rozpuszczalnika na reakcje kompleksowania a- i -
cyklodekstryny z kwasem nikotynowym i kwasem m-aminobenzoesowym prowadzitam
we wspéltpracy z Instytutem Roztworéw Niewodnych Rosyjskiej Akademii Nauk [H5].
Badania przeprowadzono w wodzie i 0,2-molowych roztworach KCIl, KBr, KH2PO4 oraz
K2S04. Do badan wykorzystano metody 1H NMR oraz spektroskopii UV. Eksperymenty
podparte byty mechanika obliczen statystycznych w ramach metody 3D RISM z analiza
wigzan jonowych miedzy nieorganicznymi anionami i dodatnio natadowanymi grupami
kwaséw. Powinowactwo wigzania cyklodekstryn do kwaséw zmniejsza sie w obecnosci
badanych soli. Jest to spowodowane wptywem rozwazanych nieorganicznych anionéw na
kompleksowanie, przy czym wpltyw jonéw chlorkowych i siarczanowych okazat sie
niespecyficzny i nieistotny. Natomiast wrecz przeciwnie, jony Br- i H2PO4- moga znaczaco
wptyna¢ na tworzenie komplekséw. Wstawienie jonéw Br-do makrocyklicznego zwigzku,
jakim jest cyklodekstryna oraz efekty przyciggania pomiedzy jonami H2PO4 i aminowymi
grupami kwasu nikotynowego i kwasu m-aminobenzoesowego sg gtdwnymi procesami,
ktére moga konkurowa¢ z kompleksowaniem przez cyklodekstryny. Wykazatam, ze
wptyw soli zalezy od rozmiaru wneki cyklodekstryny i stopnia jonizacji kwasu.

W pracy H10 zostat przedstawiony sposob oddziatywania pomiedzy pochodnag
kwasu nikotynowego, kwasem niflumowym oraz o- i [-cyklodekstryng i jej
hydroksypropylowymi pochodnymi. Jak wynika z danych literaturowych kwas
niflumowy jest catkowicie zjonizowany przy pH wiekszym od 7. Z tego powodu badania
przeprowadzitam przy pH=7,4, co odpowiada catkowitej jonizacji kwasu, fizjologicznemu
pH oraz korzystnie wplywa na zwiekszenie jego rozpuszczalnosci. Ocenitam wptyw
rozmiaru cyklodekstryny oraz obecno$¢ podstawnikéw hydroksypropylowych na
stabilno$¢ uzyskanych w tych warunkach komplekséw. Badanie przeprowadzono przy
zastosowaniu réznych technik pomiarowych: 1H NMR, spektroskopii UV-Vis, densymetrii
i kalorymetrii. Okre$lone parametry termodynamiczne wskazujg na istnienie kompleksu
1:1. Wyniki pomiar6w magnetycznego rezonansu jadrowego 1H NMR wskazujg, ze kwas
niflumowy jest kompleksowany przez wszystkie badane cyklodekstryny. Zwrocitam
uwage na wspotistnienie dwoch réznych rodzajow komplekséw o stechiometrii 1: 1. W

luke cyklodekstryny moze by¢ wprowadzony zaroéwno pierScien fenylowy jak i
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pirydynowy kwasu niflumowego. Trwato$¢ komplekséw jest bardzo niska ze wzgledu na
duzy kompensacyjny efekt entalpowo-entropowy. Tworzenie kompleksu 3-CD z kwasem
niflumowym charakteryzuje sie najwyzszymi zmianami entalpii i entropii
spowodowanymi procesami dehydratacji. Wprowadzenie grup hydroksypropylowych
wptywa korzystnie na proces wigzania kwasu niflumowego przez cyklodekstryny.

Na podstawie termodynamicznej charakterystyki reakcji kompleksowania
zaproponowatam model wigzania i sposéb oddziatywania pomiedzy hydroksypropylo-[3-
cyklodekstryng i hydroksypropylo-a-cyklodekstryng z kwasami p-aminobenzoesowym
(p-ABA) i m-aminobenzoesowym (m-ABA) [H9]. Analiza wynikow do$wiadczalnych
wskazuje, ze podstawienie cyklodekstryny grupa hydroksypropylowa nie zmienia
znaczaco parametrow termodynamicznych reakcji kompleksowania a tym samym
sposobu wigzania cyklodekstryny z substratem. Badania zostaly przeprowadzone
réznymi metodami eksperymentalnymi: kalorymetrig, densymetrig, NMR i spektroskopia
UV-Vis. Zanalizowano wptyw struktury reagenta na proces tworzenia kompleksu oraz
poréwnano powinowactwo do reagenta cyklodekstryn i ich hydroksypropylowych
pochodnych. Termodynamiczne parametry wskazujg na stechiometrie kompleksow 1:1.
Trwalsze kompleksy w przypadku hydroksypropylo-a-cyklodekstryny. Reakcje
kompleksowania sg entalpowo uprzywilejowane ze wzgledu na obecnos$¢ oddziatywan
van der Waalsa oraz wigzan wodorowych jako gtownych sit wigzacych. W przypadku
kompleksé6w z [-cyklodekstryng zaobserwowano wiekszy wktad entropowy, ktory
spowodowany jest procesem dehydratacji substancji w zwigzku z gtebszym
wprowadzeniem w wiekszg wneke hydroksypropylo-B-cyklodekstryny, czemu
towarzyszy znaczgca reorganizacja czasteczek rozpuszczalnika. Kompleksowanie p-ABA
i m-ABA z hydroksypropylo-a-cyklodekstryng jest procesem bardziej egzotermicznym
niz z hydroksypropylo-f-cyklodekstryng. Badania densymetryczne potwierdzity, ze w
przypadku kompleksowania ABA z hydroksypropylo-f-cyklodekstryng fakt ten
powoduje znaczaca reorganizacja rozpuszczalnika w trakcie procesu kompleksowania.
Gtebszemu wnikaniu we wneke hydroksypropylo-B-cyklodekstryny zaréwno kwasu m-
aminobenzoesowego i jak i p-aminobenzoesowego towarzyszy silniejszy efekt

dehydratacji i hydrofobowego oddziatywania. Zwigzane z tym sg mniej ujemne zmiany
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entalpii i entropii w poréwnaniu z kompleksowaniem hydroksypropylo-a-
cyklodekstryny. Entalpie kompleksowania uzyskane metodg kalorymetryczng i z danych
spektroskopii UV-Vis s3a zgodne. Zalezno$¢ statej trwatoSci od temperatury
zaobserwowatam dla uktadu: mABA/HP-a-cyklodekstryna.

State trwatosci komplekséw kwasu foliowego (FA), nalezgcego do grupy witamin
rozpuszczalnych w wodzie By, z naturalnymi cyklodekstrynami byty okreslone metoda
magnetycznego rezonansu jgdrowego, izotermicznej kalorymetrii miareczkujacej
i spektroskopii [H2]. Podatam peing charakterystyke termodynamiczng powstajacych
kompleksow: entalpia (4H), energia Gibbsa (4G) i entropia (4S) tworzenia kompleksow.
Na podstawie przeprowadzonych analiz tymi trzema metodami stwierdzitam, Ze
stabilno$¢ kompleks6w wzrasta w nastepujacym szeregu: a-cyklodekstryna / FA <y-
cyklodekstryna / FA <B-cyklodekstryna / FA. Metody magnetycznego rezonansu
jadrowego i izotermiczna kalorymetria miareczkujgca daty poréwnywalne rezultaty
w odniesieniu do wartos$ci trwatoSci statych, a wyniki otrzymane dla pomiaréw MS byty
znacznie wieksze ze wzgledu na rézne oddziatywania elektrostatyczne, odpowiedzialne
za tworzenie sie komplekséw. Wykazatam, ze nie ma istotnej réznicy miedzy statymi
trwatosci i entalpiami tworzenia komplekséw pomiedzy 3-CD i FA w wodzie i roztworze
buforowym (HEPES, pH=7.4). Stwierdzitlam, ze kwas foliowy i jego sole agregujg w
roztworach. Badania magnetycznym rezonansem jagdrowym wskazywaly na tworzenie
dimerow. Okreslong stata dimeryzacji Kp = 6.6 M-1uwzglednitam w ocenie powstajgcych
kompleksow: cyklodekstryna/FA. Badania 'TH NMR wskazujg réwniez na tworzenie
kompleksow poprzez wnikanie substancji aktywnej do wneki cyklodekstryny.

Na podstawie danych kalorymetrycznych ocenitam jak proces dimeryzacji
zwigzku moze wptywac na state trwatosci powstajacych komplekséw. W stosowanej
metodzie wyznaczania statej trwatoSci uwzglednitam ponizsze zaleznosci: (FA - kwas

foliowy, FA2 - dimer kwasu foliowego, CD - cyklodekstryna (-, y-cyklodekstryna)
a) Kp - stata dimeryzacji FA + FA— FA2
Kb = [FA2]/[FA]?

b) Kk - tworzenie kompleksu: FA2 + CD— CDFA:2
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Kk = [CDFA:z]/([FA2z][CD])

c) Kp —-obliczona z danych eksperymentalnych FA + FA + CD — CDFA2
Kp = [CDFA2]/([FA]?[CD])

Kb Kk = Kp

Model stosowany do interpretacji danych kalorymetrycznych zaktadat istnienie
jednego rodzaju miejsc wigzacych. Na podstawie tego modelu okreslitam, Ze jedna
czasteczka kwasu foliowego jest zwigzana z jedng czasteczka (3-CD, podobne rezultaty
uzyskatam dla kompleksu FA i y-CD. Zauwazytam, ze stata trwatosci komplekséw [3-CD z
kwasem foliowym jest znaczgco wieksza niz ta uzyskana dla y-CD. Kompleksowanie z
B-CD, ktéra ma mniejsza wneke od y-CD z kwasem foliowym jest procesem bardziej
egzotermicznym. W przypadku y-CD kompleksowanie z kwasem foliowym zwieksza
warto$¢ entropii. To oznacza, Ze silniejsze oddziatywania van der Waalsa istniejq
w kompleksach 3-CD z kwasem foliowym. Jest to spowodowane prawdopodobnie tym, ze
egzotermiczny efekt zwigzany z istnieniem sit van der Waalsa oraz wigzan wodorowych i
efekt zwigzany z usuwaniem wody z wneki cyklodekstryny naktada sie na endotermiczne
efekty zwigzane z dehydratacja i oddziatywaniami hydrofobowymi. Ponadto,
zniwelowanie warstwy otoczki wodnej i uwolnienie czasteczek wody do roztworu
powoduje takze wzrost wartoSci AH i AS komplekséow. Wynikiem tego jest silna
egzotermiczno$¢ reakcji kompleksowania prowadzaca do utraty stopni swobody
reagentdw i w konsekwencji spadku entropii (A4S p-cyclodextrin < AS y-cyclodextrin).

Prowadzone analizy uzyskanych wynikéw kompleksowania cyklodekstryn ze
zwigzkami o znaczeniu biologicznym i farmakologicznym oraz poréwnanie ich
z wynikami uzyskanymi przy zastosowaniu innych metod potwierdzity stuszno$¢ wyboru
izotermicznej kalorymetrii miareczkujacej, jako metody bezposredniego wyznaczania
parametréow termodynamicznych otrzymanych komplekséw, ktére
z powodzeniem moga by¢ wykorzystane do charakterystyki powstajacych komplekséw.

Do scharakteryzowania procesu tworzenia kompleksow 3-cyklodekstryny (3-CD)

z efedryng w roztworach wodnych wykorzystatam izotermiczng Kkalorymetrie
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miareczkujaca [H1]. Wyznaczytam statg rownowagi (K), entalpie tworzenia (AH), energie
Gibbsa tworzenia komplekséw (AG) i entropie tworzenia (AS) komplekséw. Uzyskane
wyniki wskazujg, Ze [B-CD tworzy kompleks inkluzyjny o stechiometrii 1: 1,
w ktéorym czastka efedryny wchodzi we wneke [B-CD. Tworzenie kompleksu jest
napedzane przez czynnik entropowy. Potwierdza to moje wcze$niejsze rozwazania, iz
dodatnia zmiana entropii otrzymanego kompleksu jest prawdopodobnie spowodowana
przez uwalnianie czasteczek wody w procesie dehydratacji, ktéry poprzedza
kompleksowanie z [-cyklodekstryng (produkcja pozytywnego wkiadu do AH i AS
badanego kompleksu). Ponadto tworzenie kompleksow jest egzotermiczne, co moze by¢
wyjasnione faktem, Ze egzotermiczne efekty zwigzane z oddzialywaniami van der Waalsa
oraz wigzan wodorowych i efekt zwigzany z usuwaniem wody z wneki cyklodekstryny
naktada sie, w tym przypadku, tylko w niewielkim stopniu na endotermiczne efekty
zwigzane z dehydratacjg i oddzialywaniami hydrofobowymi. Nalezy zwrdéci¢ uwage na
fakt, ze dodatnie zmiany entropii badanych komplekséw sg prawdopodobnie
spowodowane zniwelowaniem warstwy otoczki wodnej i uwolnieniem czgsteczek wody
do roztworu (wzrost wartosci AH i AS komplekséw).

W pracy H7 podatam wartos$¢ statej rownowagi (K), entalpie tworzenia (AH),
energie Gibbsa tworzenia (AG) i entropie tworzenia (AS) kompleksow cyklodekstryny
z wybranymi grupami lekéw: cyklopentolate, (+) bromofeniramina i (%)
bromofeniramina, natomiast w pracy H4 podatam peten opis termodynamiczny reakcji
kompleksowania tropanowych alkaloidéw: (bromowodorku homatropiny, skopolaminy i
siarczanu atropiny) z cyklodekstrynami (a- i §-). Dla badanych uktadéw okreslitam
stechiometrie powstajagcych komplekséw, uwzgledniajagc w rozwazaniach budowe
i wielkos$¢ czasteczki cyklodekstryny, goscia oraz rodzaj oddziatywan. Udowodnitam, ze
réznice w opisie termodynamicznym kompleksow nie s3 zwigzane ze stechiometria
powstajacym kompleksow inkluzyjnych. Pokazatam jak wielkos$ci czasteczki goscia maja
wptyw na rodzaj sit napedowych procesu tworzenia kompleksu a tym samym, jaki ma to
zwigzek ze stechiometria powstajacych kompleksow. Wykazatam, ze tworzenie
kompleksu zaréwno z a-CD jak i $-CD ze wszystkimi badanymi alkaloidami jest procesem,

w ktérym najwiekszy udzial na czynnik entropowy. Proces reorganizacji rozpuszczalnika
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wymaga znacznej organizacji przestrzennej wigzan wodorowych i w zwigzku z tym
charakteryzuje sie duzym wktadem entropowym. Udowodnitam, Ze egzotermiczne skutki
oddzialywania van der Waalsa, wigzan wodorowych i usuwania wody z wneki
cyklodekstryny w tych przypadkach znacznie mniej pokrywaty efekty endotermiczne
zwigzane z reorganizacjg rozpuszczalnika. Zatem réznica wymiaréw wneki nie ma tutaj
znaczenia, co doprowadzito do utworzenia komplekséw o takiej samej stechiometrii 1:2.
Tworzenie kompleksow z a-cyklodekstryng moze by¢ mozliwe w przypadku
wystepowania znacznej liczby odziatywan van der Waalsa. Mozliwe zatem jest tworzenie
kompleksow tylko w przypadku bromowodorku homatopiny. Kompleksy inkluzyjne o
stechiometrii 1: 1 z cyklopentolate, (+) bromofeniraming i (*) bromofeniraming tworzy
tylko B-CD. Z kolei mniejsza czasteczka a-CD tworzy kompleksy inkluzyjne o dwoch
réznych stechiometriach: ze zwigzkami o wiekszych czasteczkach ((+) bromofeniramina
i (¥) bromofeniramina) o stechiometrii 2: 1, a ze zwigzkami o mniejszych czasteczkach
(cyklopentolate) o stechiometrii 1: 2. Entalpia procesow tworzenia kompleksow 3-CD
zarOwno z (+) bromofeniraming, (*) bromofeniraming jak i cyklopentolate, w ktorych
wystepuja znaczne zmiany w liczbie oddziatywan miedzyczasteczkowych jest
zdominowana przez czynnik entalpowy. Natomiast kompleksy a-CD ze wszystkimi
badanych lekami sg entalpowo-entropowo stabilizowane. Wktad entalpowy wynikajacy
ze Sredniej energii potencjalnej oddzialtywan w kompleksach i wktad entropowy, ktory
jest miarg nieuporzgdkowania w rozpuszczalniku sg sobie r6wne. Wskazuje to, Ze réznica
wielko$ci wneki ma znaczenie w przypadku czasteczek o réznych rozmiarach, co
odzwierciedla sie w roznicy sit napedowych koniecznych do utworzenia kompleksow, a
to skutkuje utworzeniem komplekséw o réznej stechiometrii. Nie stwierdzitam r6znic w
statych trwatosci uzyskanych dla enancjomeréw, tak wiec cyklodekstryna nie moze by¢
w tym przypadku wykorzystana do rozrézniania enancjomerow.

W pracy H3, ktorej jestem wspdtautorem przedstawione sg badania kompleksow
cykodekstryny z geraniolem i (+) i (-) a-terpineolem, ktére sa lotnymi zwigzkami
nierozpuszczalnymi w wodzie. Uzyskano stabilne kompleksy tych zwigzkéw w szerokim
zakresie temperatur (do temperatury 250°C). Wszystkie badane zwigzki tworza

kompleksy o stechiometrii 2:2. Stale trwatoSci komplekséw w roztworze zostaty
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wyznaczone metodg HPLC. Wykazano, Ze state trwato$ci uzyskane dla enancjomeréw nie
réznig sie miedzy soba, tak wiec cyklodekstryna nie moze by¢ i w tym przypadku
wykorzystana do rozrdézniania enancjomeréw. Zastosowanie analizy termicznej
pozwolito na ilosciowe oznaczanie wody krystalizacyjnej i wody zaabsorbowane;j. [los¢
wody, ktorg okreslitam jest zgodna z uzyskanymi i przedstawionymi w publikacji danymi
krystalograficznymi. Warto zauwazy¢, ze czasteczki wody w kompleksach cyklodekstryny

z geraniolem s3 zwigzane w inny sposéb niz te w kompleksach z o-terpineolem

Prawdopodobnie cze$¢ czasteczek wody (okoto 2-3 czasteczki) w kompleksie z

geraniolem jest zwigzana mocniej w sieci krystaliczne;j.

4.2.2. Opis wytwarzania stalego nosnika (nanometryczny weglan wapnia) o
odpowiednich wtasciwosciach (rozmiar pojedynczych czastek) poprzez
zaproponowanie nowego modelu opisujacego proces powstawania weglanu
wapnia w reaktorze z obrotowymi dyskami. Porownanie uzyskanych danych
morfologicznych krysztalow z danymi modelowymi. Opracowanie projektu
instalacji do wytwarzania nanometrycznego weglanu wapnia w skali

techniczne;j.

W moich badaniach nad stworzeniem dobrze zdefiniowanego no$nika bardzo istotne
byto wybranie odpowiedniej metody otrzymywania stabilnych, jednorodnych i czystych
nanoczasteczek weglanu wapnia oraz opracowanie modelu ich tworzenia. Wybrana
i zastosowana przez mnie metoda otrzymywania weglanu wapnia pozwala na uzyskanie
jednej tylko odmiany polimorficznej weglanu wapnia - kalcytu, ktéra jest forma
najbardziej stabilng termodynamicznie spo$réd wszystkich odmian polimorficznych
weglanu wapnia. Otrzymywany weglan wapnia ma bardzo dobrze rozwinietg
powierzchnie. Dla przysztych zastosowan, weglanu wapnia sg to szczeg6lnie istotne
czynniki.

Do opisu sposobu agregacji nanoczasteczek w reaktorze zaproponowatam nowy
model reakcji strgcania weglanu wapnia uwzgledniajacy réwniez proces tworzenia
agregatow. Ponadto okreslitam, w jaki sposdb proces agregacji nanoczastek moze by¢
kontrolowany przez warunki mieszania w reaktorze i przez poczatkowa zawartosc¢

zawiesiny wodorotlenku wapnia [H6]. Zasadnicza czeScia aparatu jest reaktor
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z obrotowymi dyskami, w ktérym prowadzona jest reakcja w tréjfazowym uktadzie ciecz-
gaz-ciato state, w odpowiednich, $ciSle zdefiniowanych dla tego celu, warunkach
procesowych. Reakcja otrzymywania CaCOs przebiega w cienkim filmie cieczy (zawiesina
wodorotlenku  wapnia) utworzonym na  powierzchni dyskéw  bedacych
w statym kontakcie z przeptywajacym dwutlenkiem wegla (CO2). Reakcje prowadzi sie
w Scisle okreslonych warunkach temperatury i ci$nienia oraz przy okreslonym pH.

W skali laboratoryjnej, przy zastosowaniu reaktora z obrotowymi dyskami
przeprowadzitam proces nasycania zawiesiny Ca(OH)2z dwutlenkiem wegla. Uzyskane
wyniki wskazuja, Ze proces nasycania rozproszonego wodorotlenku wapnia w wodzie w
obecnosci gazowego CO2 w warunkach otoczenia, prowadzi do wytracenia agregatow
sub-mikrometrycznych w zakresie <1 um. Rozmiar otrzymywanych agregatéw jest silnie
uzalezniony zaréwno od warunkéw wytracania (szybko$¢ mieszania i poczatkowe
stezenie zawiesiny) jak i czasu przebywania w roztworze. Metoda dynamicznego
rozpraszania $wiatta DLS wykazata, ze uzyskujemy stabilne, nanokrysztaty kalcytu, ktore
natychmiast agreguja. Srednica agregatéow zmniejsza sie ze wzrostem szybkosci
mieszania. Jednak przy bardzo duzej szybko$ci mieszania (160 obrotéw na minute)
mieszanie nie jest jednorodne, co prowadzi do wiekszej wielkosci aglomeratéw. Wielkosci
agregatow sg rowniez zalezne od poczatkowego stezenia zawiesiny. Przy wyzszym
stezeniu zawiesiny tworzg sie wieksze agregaty. Przy zastosowaniu metod analizy
termograwimetrycznej opracowatam metode przygotowania powierzchni weglanu
wapnia do nanoszenia substancji aktywnej. Otrzymany nanometryczny weglan wapnia
nalezy ogrzewa¢ w suszarce, w temperaturze 400 ©°C przez okoto
2 godziny. Ogrzewanie prowadzi sie do uzyskania chemicznie czystych agregatow kalcytu,
ktére maja Srednig wielko$¢ rowng 950 nm.

W celu wyja$nienia sposobu agregacji czastek w postaci kalcytu przeprowadzitam
poréwnanie danych morfologii otrzymanych krysztaléw w trakcie procesu wytracania z
wynikami symulacji tworzenia agregatow na podstawie zaproponowanego przeze mnie
nowego modelu, bioragcego pod uwage oprdcz kinetyki reakcji wielofazowych i wzrostu

krysztatéw takze proces ich agregacji.
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Do opracowania modelu procesu zarodkowania i wzrostu czgstek weglanu wapnia

w badanym reaktorze, przyjetam nastepujgce zatozenia:

1) Stezenie Ca(OH)2 w roztworze wodnym jest okre$lone poprzez jego rozpuszczalnos¢
i utrzymywane na stalym poziomie do momentu gdy nadmiar statego wodorotlenku
wapnia jest w mieszaninie reakcyjnej. Nastepnie stezenie rozpuszczonego Ca(OH)2

zanika eksponencjalnie (zgodnie z literaturowymi danymi doswiadczalnymi).

2) Stezenie reagenta gazowego (CO2) jest utrzymywane na stalym poziomie a jego
stezenie w roztworze wodnym jest SciSle okreslone poprzez jego rozpuszczalnos$é

w wodzie w danych warunkach temperatury i ci$nienia.

3) Rozpuszczony weglan wapnia ulega wytraceniu zgodnie z prawami kinetycznymi

opisanymi w modelu, gdy jego stezenie w roztworze przekracza poziom nasycenia.

4) Szybko$¢ wzrostu otrzymanej masy krysztatdw jest proporcjonalny do catkowitej

powierzchni zarodkéw.

5) Przedziat czasowy dla obliczen formowania zarodkdw i wzrostu krysztatéw jest rowny

czasowi absorpcji dwutlenku wegla w mieszaninie reakcyjne;j.

6) Zmiane szybkos$ci obrotowej dyskow symulowano poprzez zmiane catkowitego czasu

trwania procesu.

Poniewaz powstawanie zarodkéw Kkrystalizacyjnych jest procesem o wiele
szybszym od wzrostu krysztatéw, w programie obliczeniowym utworzono dwie petle:
zewnetrzng, zliczajaca rozmiar wytrgcanych ziaren i petle wewnetrzna, obliczajaca
gestosc¢ rozktadu poszczegolnych wielkosci ziaren. Efektywny rozmiar zarodkéw Lo zostat
obliczony z rownania Gibbsa - Thomsona, wedtug przyblizenia Wachi i Jonesa. Warto$¢
Lo waha sie od 3-10-® m do 10-10-8 m. Obliczenia modelowe potwierdzaja w peini wyniki
przeprowadzonych badan eksperymentalnych i wyjasniaja przyczyne statosci wielkosci
pojedynczych czastek nanometrycznego weglanu wapnia otrzymywanych w reaktorze
rotacyjnym, ktére maja wymiary zblizone do wielkosci zarodkéw CaCOs. Ze wzgledu na

warunki hydrodynamiczne panujgce w tym reaktorze wzrost pojedynczych czastek
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nanometrycznego weglanu wapnia jest na tyle maly, ze w ciggu trwania procesu
wytracania nie sg one w stanie zmieni¢ znaczaco swych rozmiaréw. Poniewaz wyniki
obliczen sa w petni zgodne z wynikami doswiadczen przeprowadzonych w reaktorze z
obrotowymi dyskami, mozna przyja¢, ze zaproponowany przez mnie do obliczen model
procesu otrzymywania nanometrycznego weglanu wapnia, odpowiada (z doktadnoscia
eksperymentalng) rzeczywistemu procesowi zachodzacemu w tym reaktorze. W
przypadku otrzymywania weglanu wapnia, w reaktorze z obrotowymi dyskami mamy do
czynienia z procesem precypitacji zachodzacym w uktadzie tréjfazowym ciato state -
ciecz - gaz. W reaktorze tym, reakcja przebiega w cienkim filmie roztworu wodorotlenku
wapnia, utworzonym na powierzchni wirujgcych dyskow, ktory jest kontakcie z
dwutlenkiem wegla przeplywajacym (staly przeptyw) przez reaktor. W ten sposob,
tworzy sie stata powierzchnia miedzyfazowa gaz - ciecz, w ktérej zachodzi homogeniczna
reakcja

w uktadzie trojfazowym (gaz - COz, ciecz - Ca(OH)2, cialo stale - CaCOs). Reakcje

zachodzgce w tym procesie, moga by¢ opisane, nastepujagcymi rOwnaniami:

CO2(g) = CO2( (1)
COz(g + OH-= HCO3 (2)
HCO3" + OH- = CO3% + H20 (3)
Ca?* + CO3? = CaCOs3(s) (4)

Do okreslenia bilansu masy reakcji przebiegajacych w reaktorze zastosowatam teorie

filmu3435;

34 S. Wachi, A.G. Jones, Mass transfer with chemical reaction and precipitation, Chemical Engineering
Science, 46(4) (1991) 1027.
35 P.V. Danckwerts Gas-liquid reaction. New York: McGraw-Hill, 1970.
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acgt—oz = DCOZ(%J —KCeo2CoH (5)

OCon _ Doy [62(:2'4 j— KCco2CoH ()
ot OX

% = Dcacos (%J —kCco2Con —G™—B (7)

gdzie:

t - czas, [s],

ccoz, con, ccaco3 - odpowiednio, stezenia CO2z) (substrat), (OH-) (substrat) i CaCOs3

(produkt) [kg/m3],
G’, B’ - odpowiednio, szybkos$¢ nukleacji i wzrostu krysztatéw produktu, [kg/(m3s)],
k - stata szybkosci reakcji drugiego rzedu, [m3/(kg s)],
Dcoz, Don, Dcacos - odpowiednio, wspotczynniki dyfuzji (COz2), (OH-) i (CO3%), [m?/s].

Zaktadajac, ze stezenie [CO3271 jest stale w warstwie dyfuzyjnej opisatam

réwnowage populacji wytrgconych czastek (CaCO3) za pomocg nastepujacego

réwnania3®:

oN oN 0°N

T T)-o 5] .
gdzie:

36A.D. Randolph, M.A. Larson Theory of particulate processes. 2n ed. New York: Academic Press; 1988.
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N - gestos¢ populacji czastek, [m1m-3],
G - szybkos¢ wzrostu krysztatu, [m/s],
L - wymiar charakterystyczny czastki, [m],
Dp - wspo6tczynnik dyfuzji czastki, [m?2/s].
Podstawiajgc réwnanie
N=P/L 9

Otrzymujemy zalezno$¢:

2
8—P+G(8—P)=DP 6_I: <SP (10)
ot oL OX L
gdzie:

P(x,L;t) - gestos¢ rozktadu czastek o wymiarze L;, [m-3],
Li - charakterystyczny wymiar nowo zarodkowanej czastki [m],

Rozwigzujac réwnania bilansu masy (roéwnania 5 - 7) i rOwnanie populacji
(ré6wnanie 10) (z wtasciwymi warunkami brzegowymi) moglam obliczy¢ gestos¢
rozktadu czastek (P (t, x, Li)) i $Srednice czastki Li.

Aby obliczy¢ wielko$¢ agregatéw uzyskiwanych w reaktorze rotacyjnym,
postanowitam rozszerzy¢ model dodajac czynnik opisujacy proces agregowania
i dezagregowania czastek. Dla Dp = const, réwnanie (8) mozna zapisa¢ w nastepujacej

formie37:

37 A.S. Bramley et al. Aggregation during precipitation from solution. A method for extracting rates from
experimental data, Journal of Colloid and Interface Science, 183 (1996) 155.
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ON ON 0°N
ot +G(6LJZDP£8XZJ+S (11)

gdzie:
S - funkcja opisujaca szybko$¢ agregacji i dezagregaciji.

Funkcja S (zalezna od objetosci) moze by¢ zapisana jako réznica dwodch funkgji:
funkcji opisujacej tworzenie agregatow - b (v) ("urodzenie") i funkcji opisujacej ich

zanikanie - d (v) ("$Smierc¢").
S(v) =b(v)—d(v) (12)

Obie funkcje (b(v) i d(v)) sktadajg sie z dwéch czynnikéw dotyczacych agregacji
czastek (ba(v) i da(v)) oraz dwdch zwigzanych z ich rozktadem (bd(v) i dda(v)). W
przypadku agregacji czastek zatozytam tworzenie jak i zanik agregatoéw, poniewaz wiele
matych agregatow (czynnik zanikania - da(v)) tworzy wieksze agregaty (czynnik
powstawania nowych czgstek - ba(v)). Ta sama sytuacja ma miejsce w przypadku zaniku
agregatow - duze agregaty znikajg (dda(v)) i tworza sie nowe mate agregaty (czynnik

tworzenia nowych czastek - ba(v)).

Tak wiec:
S(v)= ba(v)+bd (V)_da(v)_dd(v) (13)

Zatozytam dalej, ze w przypadku wytrgcania sie soli weglanu (stabo
rozpuszczonej soli) wielko$¢ czastek okreSlona jest przez agregacje, a zatem proces
zaniku moze by¢ pominiety w rozwazaniach. To zatoZenie jest szczeg6lnie poprawne dla
procesu krystalizacji zachodzacego w reaktorze z dyskiem obrotowym z powodu duzego
przesycenia roztworu i krétkiego czasu procesu. Po tym zatozeniu réwnanie (13) bedzie

miato nastepujaca postac:
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S(v)= ba v)— da(v) (14)
gdzie dla poczatku agregacji mamy38:
n(vt=0) =n,(v) (15)

a czynniki ba(v) i da(v) przyjmuja nastepujacg forme:

\%
by (v) = [ A —V' v In(v—v* )n(v' )av' (16)
0
da(v)= n(v)Tﬁ(v,v' n(v' )dv’ (17)
0
gdzie:

B(v,v)) - szybkosS¢ agregacji (czestotliwo$S¢ zderzenia czgstek o objetosSci v i czgstek

o objetosciv '),

n(v) - liczba czastek o objetosci v.

Réwnania (16, 17) mozna wyrazié, nie w postaci funkcji objetosci, ale w postaci

funkcji wymiaru charakterystycznego czastki:

L
D) =5 [ B =27V iyn = n)3s (18)
0

38 H.M. Hulburt, S. Katz Some problems in particle technology—statistical mechanical formulation. Chemical
Engineering Sciences. 19 (1964) 555.
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da (L) =) BT )n()di (19)
0

gdzie:

B(LA) - szybkos$¢ agregacji (czestotliwo$¢ zderzenia czastek o wielko$ci L z czastkami o

rozmiarze 1),
n(L) - liczba czastek o wymiarze L

Wstawiajac rownania (18, 19) do réwnania (14) otrzymujemy ostateczng

forme funkcji (S) opisujaca agregacje czastek w reaktorze z obrotowymi dyskami:
L L 00
S(L) = [ AL* =27 Y2 n(L = Wn)di—n()] L Hn()d (20)
0 0

Poniewaz wzrost krysztatow i ich agregacja silnie zalezy od przesycenia roztworu,
przyjetam, za Rigopoulos’em i Jones’em, Ze ze wzgledu na przesycenie roztworu
uzyskiwane w reaktorze z obrotowymi dyskami, wyrazenia opisujace szybko$¢ wzrostu
krysztatéw iich agregacje beda miaty taka samg forme. Tak, wiec szybko$¢ agregacji moze

by¢ opisana nastepujgcym rownaniem:

BAL —2),2) =K, (ks — 1) (L + (L% - 2% )%) (21)

gdzie:
kq - stata agregacji,
As — stopien przesycenia roztworu,

g - kolejno$¢ wzrostu krysztatu
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Szybkos$¢ przesycenia roztworu mozna wyrazi¢ nastepujagcym réwnaniem3?:

/15_1: /%_1 (22)
sp

daca+, Acos- - aktywnosci jonowe odpowiednio dla Caz* i CO32

gdzie:
Ksp — rozpuszczalno$¢ produktu (weglan wapnia)

Aktywno$¢ jonowa moze by¢ obliczona z przeksztatconego réwnania

Debye-Hiickel’a;

& =7G (23)

N
logy. = —A 20 _N" 0.3l
00y; DH Zi [1_'_\/'— 03} (24)

gdzie:

«

Yi -- aktywnos$¢ jonu “1,
ci — stezenie jonu “i",
I - sita jonowa,

o

zi — tadunek jonu “i",

Aph - stala Debye-Htckel’a

3% A.P. Collier, M.J. Hounslow, A growth and aggregation rates for calcite and calcium oxalate monohydrate, AIChE Journal.
45 (1999) 2298.

30



Zatacznik Nr 2

DO WNIOSKU O PRZEPROWADZENIE POSTEPOWANIA HABILITACYJNEGO
M. WSZELAKA-RYLIK

Sita jonowa jest opisana nastepujagcym rownaniem:
1
| = EZ“zfci (25)
i

Rozwigzujac rownania bilansu masy (réwnania 5 - 7) i rownanie populacji
(réwnanie (11)) mogtam obliczy¢ dyskretyzowang gestos¢ rozktadu czastek (P (t, x, Li))
i dyskretyzowang Srednice Li.

Do przeprowadzenia obliczen symulacyjnych potrzebowatam jeszcze znajomoSci
wyrazenia opisujacego dyfuzje czastek oraz szybko$¢ nukleacji i wzrostu krysztatow
(z odpowiednimi warunkami brzegowymi). Dyfuzje krysztatow w ciektej warstwie

opisatam réwnaniem Stokesa-Einsteina:

D, =k, T /(67ur) (26)
gdzie:

ks - stata Boltzmann’a, ks = 1.38 10-23 [kg m2s-2K-1],

T - temperatura [K],

u - lepkos¢ [P],

r - promien czastki

Szybko$¢ nukleacji (Jn) i liniowy wzrost krysztatéw (G) wyrazono za pomoca

rownan Nielsena:

Jn=kn(C-C)n (27)
G=kg(C-C)9 (28)
gdzie:

n, g - odpowiednio, rzad nukleacji i wzrostu,
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C, C* - odpowiednio, stezenie sktadnika i réwnowagowe stezenie sktadnika (stan

nasycenia) [kg/m3]

kn, kg - odpowiednio, state szybkos$ci nukleacji, [m®/(kg s)], i wzrostu krysztatow [m*/(kg

s)].

Réwnania moga te by¢ przedstawione jak nizej:

J n— kn (\/CCaCCOB - \/Ksp )n (29)
G =k (\/CCaCCOS - \/Ksp )g (30)
gdzie:

cca, cco3 - odpowiednio, stezenie (Ca2+) i stezenie (CO3%), [kg/m3],
Ksp - iloczyn rozpuszczalnos$ci produktu (weglan wapnia), [kg2/m®].

Réwnania opisujace masowaq szybko$¢ nukleacji i wzrostu krysztatéw maja

nastepujacg postac:

B'=apJ L (a=nr/6dlakuli) (31)

G'=) BoP(x,L;)GL (B =m dla kuli) (32)
i=0

gdzie:

p - gestosc¢ krysztatow

Warunki brzegowe dla miedzyfazowej powierzchni gaz - ciecz, przyjetam
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zakladajac, ze, poza gazowym (COz(g)), pozostate reagenty nie sg lotne. Warunki te

mozna wtedy opisa¢ nastepujagcymi rGwnaniami:
x=0;t>0 - ccoz= cco2?, dcon/dx = 0, dccosz/dx = 0, dP/dx = 0 (33)

Warunki brzegowe dla filmu utworzonego na powierzchni dysku (6r - grubos$¢
filmu) przyjetam, zaktadajac, ze nowo tworzone czastki majg efektywny rozmiar réwny

rozmiarowi zarodkéw - Lo:

2
dlat>0,0<x<6rt>0;—>L=Lo; 8lZ)JrCE.[EszP oP +J,+S (34)
ot oL ox?

L—>o0;P=0 (35)

Model ten bardzo dobrze opisuje przebieg precypitacji w cieklym filmie. Stezenie
Ca(OH)2 maleje w czasie z powodu bardzo wysokiej szybko$ci nukleacji. Wyzsze
przesycenie, akumulowane w ciektym filmie z powodu wysokiego oporu dyfuzji,
determinuje powstawanie matych krysztatéw, poniewaz szybkos$¢ nukleacji (n = 4) jest
bardziej wrazliwa na przesycenie roztworu niz szybko$¢ wzrostu krysztatow (g = 2).
Whniosek ten jest w petni zgodny z wynikami eksperymentu.

Analiza morfologiczna, wielko$¢ oraz agregacja otrzymanych krysztatéw czystego
CaCOs zostata udokumentowana poprzez wykonanie fotografii przy pomocy
skaningowego mikroskopu elektronowego. Wida¢ na nim wyraZnie, ze krysztaty CaCOs3
tworza agregaty krystalitow. Czastki tworzace te dobrze upakowane agregaty
charakteryzuja sie dobrze rozwinieta romboedryczng strukturg morfologiczna.
Pojedyncze krysztaly CaCOs maja jednorodng strukture morfologiczng i rozmiar
ewidentnie mniejszy niz 50 nm. Nie stwierdzitam bardzo duzych agregatow w badanych
probkach proszkéw. Nie zaobserwowatam migracji czastek i sedymentacji proszkow w
badanych prébkach przez ok. 20 min. Po tym czasie stabilno$ci badane czastki zaczynaja
agregowacC i po osiggnieciu odpowiedniej masy (wielko$ci) sedymentowac. Analiza
dyfraktometryczna pokazuje, Ze jedyng otrzymana forma polimorficzng CaCOs jest czysty
kalcyt. Dyfraktogramy otrzymanych czastek CaCO3 s3 zgodne ze wzorcem. Rezultaty

zostaty przedstawione w pracy H6.
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Opracowana metoda wytwarzania nanometrycznego weglanu wapnia zostata
wykorzystana do opracowania modelu procesu wytwarzania nanometrycznego weglanu
wapnia oraz przygotowania projektu reaktora (wraz z instalacja membranowa) w skali
technicznej. Prace realizowatam we wspétpracy z firmg WKG Sp. z 0.0 w ramach projektu
finansowanego przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju. W trakcie realizacji projektu
zostat wykonany reaktor dyskowy w skali pottechnicznej i zastosowany do wytworzenia
nanometrycznego weglanu wapnia z wodorotlenku wapnia dostarczonego przez firme
WKG Sp. z o. 0. Uzyskane probki weglanu wapnia byly analizowane pod katem morfologii
(dyfraktometr proszkowy), wielkosci uzyskanych krysztatéw CaCOs
i ich aglomeratéw (metoda SEM) oraz ich czystoSci (termograwimetria ze spektrometrig
mas). Obliczone $rednice pojedynczych krysztatow weglanu wapnia, dla trzech badanych
surowcow byty do siebie bardzo zbliZzone i wynosity ok. 85 nm. Kryterium optymalno$ci
prowadzenia procesu na pilotazowym stanowisku badawczym  (reaktor
z obrotowymi dyskami) sg parametry procesowe, dla ktorych mozna otrzymac
jednorodny produkt. Stwierdzitam, ze wielko$¢ pojedynczych czastek otrzymywanych
w pilotazowym, dyskowym reaktorze rotacyjnym jest ok 2.5-krotnie wieksza, niz
w przypadku wynikdw badan uzyskanych w reaktorze laboratoryjnym. Mozna to
wyttumaczy¢ faktem, iz w pilotazowym, dyskowym reaktorze rotacyjnym (duzo wieksza
skala w poréwnaniu z reaktorem laboratoryjnym) mamy do czynienia z dtuzszym czasem
przebywania zarodkéw w reaktorze, co powoduje wzrost ich rozmiaréw
w poréwnaniu z reaktorem laboratoryjnym. Jednak i tu otrzymuje sie, jednorodny,
jednomodalny rozktad czastek. Wyniki otrzymane dla badanych prébek, pokazuja, Ze
w pilotazowym, dyskowym reaktorze rotacyjnym uzyskano czysty nanometryczny
weglan wapnia, ktory spetnia wymogi stawiane materiatom PCC i moze by¢ stosowany w
wielu dziedzinach przemystu, m. in. do produkcji farmaceutykéw.

Opisane wyniki dotyczace otrzymywania nanometrycznego weglanu wapnia
w pilotazowym reaktorze z obrotowymi dyskami pozwolity na zaprojektowanie reaktora
(wraz z instalacja membranowg do przygotowania wody procesowej) do wytwarzania
nanometrycznego weglanu wapnia z surowcoéw dostarczanych przez WKG Sp. z 0.0, w

skali technicznej2s.
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Projekt reaktora wraz z instalacja membranowg do produkcji nanometrycznego
weglanu wapnia z posiadanego surowca w skali technicznej?> sktada sie z trzech
zintegrowanych ze sobg elementow:

e Zespotu reaktora: mieszalnik z mieszadtem szybkoobrotowym, dyskowy reaktor
rotacyjny, butla z CO2 wraz z uktadem regulacji, wysokoci$nieniowy zestaw
myjacy.

¢ Instalacji membranowej do przygotowywania wody procesowe;j.

¢ Instalacji do odwadniania weglanu wapnia: odstojnik, uktad do filtracji wstepnej,
uktad do mikrofiltracji.

Reasumujac nalezy stwierdzi¢, Ze projekt wstepny reaktora (wraz z instalacja
membranowg) do produkcji nanometrycznego weglanu wapnia w skali technicznej2>
wskazuje na mozliwo$¢ produkcji jednorodnego (rozkiad jednomodalny),
nanometrycznego weglanu wapnia (wielko$¢ pojedynczych czastek ok. 100 nm),

z wydajnoscia ok. 85%.

4.2.3. Opracowanie metody nanoszenia zwigzkow aktywnych biologicznie i
farmakologicznie, cyklodekstryn i ich komplekso6w na nanometryczny
weglan wapnia.

Osiagnigciem w tym zakresie, bedacym efektem powigzania wszystkich opisanych powyzej
zagadnien, jest metoda tworzenia uktadu no$nik-substancja czynna lub no$nik-substancja
aktywna w formie kompleksu. Wigze ono ze soba badania termodynamiki kompleksow
substancji czynnych z cyklodekstrynami, modelowy opis procesu wytwarzania
nanometrycznego weglanu wapnia oraz pokrywanie nanometrycznego weglanu wapnia
substancjg czynng, cyklodekstryng lub ich kompleksem.

W przypadku pokrywania nosnika kompleksem w pierwszym etapie tworzenia uktadu
nalezy przygotowac i opisa¢ termodynamicznie kompleks cyklodekstryny z substancja czynna.
Znajomos$¢ wyznaczonych parametrow termodynamicznych kompleksowania w tym stalej
rownowagi pozwoli na kontrolowanie procesu uwalniania substancji  czynnej
z badanego uktadu. Drugi etap to przygotowanie, w kontrolowany sposob nanoczastek, ktore
beda stosowane jako no$nik do osadzania leku badz jego kompleksu, a na koniec pokrycie tych

czastek substancja lub jej kompleksem z cyklodekstryng zgodnie z opracowana przeze mnie
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metoda [H1]. Efedrynai jej kompleks z B-CD zostaty wykorzystane do pokrywania uzyskanego
w sposob kontrolowany nanometrycznego weglanu wapnia. Weglan wapnia otrzymatam przy
zastosowaniu opisanej metody w skali laboratoryjnej. Testy pokazaty, ze mamy do czynienia z
czystym kalcytem. Wielko$¢ krystalitow oszacowanych rownaniem Scherrera wynosita okoto
30 - 38 nm (+ 3 nm). Wyznaczona s$rednica czastek zostala réwniez potwierdzona w
mikrografach SEM. Czysto§¢ kalcytu przeanalizowalam na podstawie badan
termograwimetrycznych. Wielkos$¢ skupisk czystych czastek kalcytu, jak réwniez czastek
CaCOs pokrytych efedryna i jej kompleksem z B-CD zostaly zmierzone metoda DLS.
Stwierdzitam, istnienie czystych, prawie monodyspersyjnych agregatow CaCOs o S$redniej
srednicy réwnej 329 nm (+ 5 nm). Okreslitam optymalne warunki najwigkszego pokrycia
czastek CaCOs przez czasteczki efedryny i kompleksu efedryny z B-CD. Zgodnie z opisang
procedurg okreslitam termograwimetrycznie stopien pokrycia weglanu wapnia. Ponadto
podatam wielko$¢ czastek weglanu wapnia pokrytego efedryng i jej kompleksami metoda
dynamicznego rozpraszania $§wiatta. W przypadku efedryny zaobserwowano dwumodalny
rozktad czastek. Pierwsza matg populacje o sredniej $rednicy ok. 180 nm (£5 nm) i drugg —
duzg o $redniej $rednicy ok. 274 nm (£5 nm). Odmienny, podobny do otrzymanego dla czystego
CaCOg, rozktad czastek otrzymano dla inkluzyjnych kompleksoéw efedryny z -CD. Populacja
czastek charakteryzowala si¢ bardzo waskim, jednomodalnym rozktadem o $redniej $rednicy
réwnej ok. 211 nm (+5 nm). Nalezy zwroci¢ uwage, ze w obydwu tych przypadkach $rednia
srednica agregatow czastek byta mniejsza niz w przypadku czystego CaCOs. Spowodowane
jest to tym, ze zaréwno efedryna jak 1 jej kompleks B-CD speinia tu role czynnika
antyagregujacego, podobnego do roli surfaktantow. Zgodne jest to z moimi poprzednimi
badaniami i dowodzi, ze w badanych przypadkach mamy do czynienia z adsorpcja substancji
aktywnych na powierzchni CaCOs.

Metode nanoszenia cyklodekstryny na powierzchni¢ weglanu wapnia opisatam

w zgloszeniu patentowym®,

Zaprezentowana metoda pozwala na wytwarzanie bardzo
stabilnych i dobrze zorganizowanych krysztatow CaCOs (kalcyt), pokrytych monowarstwa
a-cyklodekstryny. Uzyskanie maksymalnego pokrycia czastek kalcytu monowarstwa
a-cyklodekstryny jest mozliwe w przypadku zastosowania Scisle okre$lonego poczatkowego
stezenia roztworu wodnego o-cyklodekstryny. Jednorodne agregaty a-cyklodekstryny

o sprecyzowanej wielko$ci sg nastepnie wytrzasane z manometrycznym weglanem wapnia,
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w odpowiednich proporcjach i w okreslonym czasie. Do analizy adsorpcji a-cyklodekstryny na
powierzchni kalcytu zostata zastosowana metoda termograwimetryczna, pozwalajaca zarOwno
na analiz¢ morfologiczng zaadsorbowanych warstw jak i okre§lenie ich ilosci. Przed
przystapieniem do analizy naniesionej na nanometryczny CaCOs a-cyklodekstryny
przeprowadzono badania termograwimetryczne mieszaniny fizycznej o-cyklodekstryny i
nanometrycznego weglanu wapnia. Badalam wplyw czasu wytrzasania roztworu a-
cyklodekstryny z nanometrycznym weglanem wapnia na jej nanoszenie na CaCOs.
Stwierdzilam, Ze czas wytrzasania probek nie ma wplywu na ilo$¢ zaadsorbowanej na
powierzchni nanometrycznego weglanu wapnia a-cyklodekstryny. Nalezy przy tym zauwazyc,
ze badany weglan wapnia zostat pokryty monowartswa a-cyklodekstryny. Wyniki pomiarow
metodg DLS pokazaty rowniez, ze a-cyklodekstryna wystepuje w wodzie w postaci agregatow.
Srednia efektywna $rednica agregatéow w badanym zakresie stezen wynosita ok. 430 nm, ale
wyraznie rosta ze wzrostem stezenie a-cyklodekstryny. Dlatego tez, wykonano dodatkowo
pomiar wielko$ci agregatéw a-cyklodekstryny, dla wyznaczonego eksperymentalnie stezenia,
przy ktérym otrzymuje si¢ maksymalne pokrycie nanoweglanu wapnia monowarstwa o-
cyklodekstryny. Otrzymane wyniki pokazuja, ze dla wybranego st¢zenia roztworu o-
cyklodekstryna wystepuje w postaci jednorodnych (rozktad jednomodalny) agregatow. Taka
agregacja powoduje wzrost, w porownaniu do wyliczen teoretycznych, ilosci zaadsorbowane;j
monowarstwy a-cyklodekstryny na powierzchni stosowanego nanometrycznego CaCOa.
Nanoczastki CaCOsz zostaly rowniez pokryte monowarstwa dwoch kwasoéw
thuszczowych: kwasu laurynowego i mirystynowego [H1, H8]. Uzyskanie pokrycia czastek
kalcytu tylko monowarstwg jest mozliwe w przypadku zastosowania $cisle okreslonego
poczatkowego stezenia kwasow tluszczowych odpowiadajacego pokryciu otrzymanych w
reaktorze czastek monowarstwa. Badania powierzchni wiasciwej czastek CaCO3z pokrytych
kwasami  tluszczowymi  pokazuja, ze jest ona  Dbardziej rozwini¢ta niz
w przypadku czystych czastek CaCOgz, w wyniku zapobiegania agregacji krystalitow. Podobnie
do wynikéw otrzymanych dla czystego CaCOs, czasteczki CaCOs pokryte zarowno kwasem
laurynowym jak i mirystynowym charakteryzujg si¢ waskim rozktadem wielkos$ci czastek a ich
srednica zalezy od ilosci kwasu tluszczowego uzytej do pokrywania powierzchni kalcytu.
Otrzymane wyniki wskazuja, ze warstwa kwasu laurynowego i mirystynowego zaadsorbowana

na powierzchni kalcytu w znaczacym stopniu powstrzymuje agregowanie czastek kalcytu.
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Wykonatam analize morfologiczng zaadsorbowanych warstw kwasow tluszczowych jak i
okreslitam ich ilo$ci. Wyniki pokazuja, ze w przypadku obydwu kwaséw thuszczowych
najlepsze wyniki zostaty otrzymane dla stezenia kwasu odpowiadajacego tworzeniu
monowarstwy na powierzchni kalcytu. Dla tego stezenia, bowiem, powierzchnia kalcytu byta
pokryta najwigksza iloscig kwasow thuszczowych i tworzyta si¢ wowczas tylko monowarstwa
kwasu ttuszczowego. Dla nizszych stezen kwasoéw thuszczowych réwniez tworzyla si¢ tylko
monowarstwa, ale ilo$¢ zaadsorbowanych kwasow tluszczowych byta znacznie mniejsza. Dla
wysokich stezen kwasow tluszczowych tworzyly si¢ na powierzchni kalcytu zaréwno

monowarstwy jak i lokalne dwuwarstwy.

5. Omoéwienie pozostalych osiagnie¢ naukowych

5.1. Praca zawodowa i dzialalno$¢ naukowo-badawcza przed uzyskaniem

stopnia doktora nauk chemicznych.

W czerwcu 1995 roku ukonczytam, rozpoczete w pazdzierniku 1990 roku, studia
magisterskie na Wydziale Matematyczno-Fizyczno-Chemicznym Uniwersytetu
Lodzkiego, na specjalnoSci chemia fizyczna. Ze wzgledu na moje zainteresowania
zagadnieniami zwigzanymi z badaniami energetyki oddziatywan zwigzkéw o znaczeniu
biologicznym oraz ich roli w procesach zZyciowych, prace dyplomowa realizowatam
w Katedrze Chemii Fizycznej Uniwersytetu Lodzkiego pod kierunkiem dr hab. Henryka
Piekarskiego, prof. UL oraz dr Pawta Géralskiego. W Katedrze tej od wielu lat prowadzono
badania dotyczace wiasciwosci fizykochemicznych uktadéw o znaczeniu biologicznym.
Prowadzone badania, mimo, Ze w warunkach odbiegajacych od Srodowiska realnych
uktadow biologicznych, sa niezwykle pomocne w interpretacji zjawisk zachodzacych w
warunkach rzeczywistych. Byly to prace poswiecone oddziatywaniom w roztworach
peptyddw, aminokwasow, zwigzkéw koronowych, sktadnikéw bton komérkowych oraz
cholesterolu. Ja zajetam sie kalorymetrycznymi badaniami oddzialywan w uktadach
zawierajacych cholesterol i trojglicerydy w czterochlorku wegla. Uwaga badaczy
skierowana byla wowczas na zjawisku samoasocjacji chlolesterolu. Z analizy dostepne;j

wtedy literatury wynikato, iz brak jest wiarygodnych danych dotyczacych efektow
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energetycznych specyficznych oddzialywan cholesterolu. W pracy magisterskiej
przedstawitam rezultaty pomiaréw kalorymetrycznych w uktadach dwusktadnikowych:
trégliceryd-czterochlorek wegla oraz w uktadach tréjsktadnikowych: cholesterol-
tréjgliceryd-czterochlorek wegla. Badanymi zwigzkami byty tréjglicerydy kwasow:
octowego, mastowego, laurynowego, palmitynowego i oleinowego. Z przeprowadzonych
badan wynikato, Ze troéjglicerydy te wykazuja stabe oddziatywania ,substancja
rozpuszczona - substancja rozpuszczona” typu dipol-dipol lub poprzez sity van der
Waalsa. State troéjglicerydy charakteryzuja sie wysokimi warto$ciami entalpii
rozpuszczania. Przyczyng tego jest wysoka wartos$¢ entalpii przej$cia fazowego ciato
state-ciecz tych zwigzkéw. Z prowadzonych pomiaréw ciepta mieszania roztworéw
cholesterol-CCls i trojgliceryd-CCls wynikato, Ze asocjaty cholesterolu z trojglicerydami
tworza sie za posrednictwem stosunkowo stabych wigzan wodorowych. Diugosé
tancucha weglowodorowego jak réwniez obecno$¢ wigzania podwdjnego (trojgliceryd
kwasu oleinowego) ma niewielki wplyw na site powstajacych wigzan. Zaobserwowatam
jednak korelacje miedzy entalpig tworzenia kompleksu a zasadowoscig trojglicerydu
wystepujacego w charakterze akceptora protonu. Byt to dla mnie pierwszy krok w
kierunku samodzielnego tworzenia ukladéw modelowych zwigzkdw o znaczeniu
praktycznym. W okresie pisania pracy magisterskiej zdobytam rowniez bardzo duze
doswiadczenie jako eksperymentator. Juz w trakcie studidw nawigzatam wspotprace z
Zaktadem Kalorymetrii Instytutu Chemii Fizycznej Polskiej Akademii Nauk w Warszawie
kierowanym przez prof. dr hab. Wojciecha Zielenkiewicza. Prace magisterska obronitam
w czerwcu 1995 roku. Te pierwsze doswiadczenia badawcze sprawily, ze moje
zainteresowania naukowe realizowane w kolejnych latach (zar6wno w trakcie trwania
studiéw doktoranckich, jak tez po uzyskaniu stopnia naukowego doktora) byty juz $cisle
zwigzane z chemig fizyczng zwigzkéw bioaktywnych, a doktadnie z termodynamika tych
zwigzkow.

Po ukonczeniu studiéow magisterskich, z dniem 1 wrze$nia 1995 roku,
rozpoczetam prace w Instytucie Chemii Fizycznej PAN w Zaktadzie Kalorymetrii. Zesp6t

naukowy kierowany przez prof. dr Wojciecha Zielenkiewicza prowadzit wéwczas badania

zasad kwasow nukleinowych w ramach grantu KBN. Wiaczytam sie aktywnie

39



Zatacznik Nr 2

DO WNIOSKU O PRZEPROWADZENIE POSTEPOWANIA HABILITACYJNEGO
M. WSZELAKA-RYLIK

w te badania, czego rezultatem byta publikacja 40 dotyczaca termochemicznych

wiasciwosci roztworéw metylowanych pochodnych adeniny. W roku 1996 rozpoczetam,

prowadzone w Instytucie Chemii Fizycznej PAN, studia doktoranckie oraz realizacje pracy

doktorskiej pod kierunkiem prof. dr hab. Wojciecha Zielenkiewicza. Zakres mojej pracy

doktorskiej obejmowat:

e Wyznaczenie entalpii oddziatywan cytozyny i jej metylo-, metoksy- i hydroksy-
pochodnych z woda.
Jako metode postepowania przyjetam okreSlenie entalpii solwatacji na podstawie
doswiadczalnie wyznaczonych entalpii rozpuszczania i sublimacji oraz pétempirycznie
okreslonych entalpii tworzenia wneki w cieklym rozpuszczalniku. Dane do$wiadczalne
entalpii solwatacji (okre$lone na podstawie eksperymentalnie wyznaczonych entalpii
rozpuszczania i sublimacji) w roztworach wodnym, metanolowym i N, N-
dwumetyloformamidzie umozliwity okreslenie entalpii przejScia woda-metanol i
woda-DMF.

e Stworzenie modelu oddzialywan wybranych pochodnych zasad kwaséw
nukleinowych z rozpuszczalnikiem.
Model ten oparty byt na zatozeniu, Ze woda zaré6wno jako dobry akceptor jak i donor
protonéw, oddziatuje z atomami tlenu, azotu i wodorami polarnymi badanych
substancji. Metanol, jako lepszy donor protonéw niz ich akceptor, oddziatuje
z atomami azotu i tlenu, a DMF, ze wzgledu na swoje akceptorowe wtasciwosci,
oddziatuje tylko z atomami wodoru. Przy tak przyjetym zatozeniu okreslitam
powierzchnie dostepne dla rozpuszczalnika i skorelowatam je z wyznaczong przeze
mnie entalpig solwatacji.

e Badania poszerzylam o okreSlenie czgstkowych molowych objetosci roztworow
badanych substancji. Wyznaczytam parametr charakteryzujacy wtasciwosci
objetosciowe badanych uktadéw (a), zdefiniowatam polarnos$¢ badanych zwigzkéw

w réznych rozpuszczalnikach (P) oraz wyznaczytam korelacje a=f (P).

40 A. Zielenkiewicz, M. Wszelaka-Rylik, ]. Poznanski, W. Zielenkiewicz Thermochemistry of aqueous
solutions of 6,6,9-trimethyladenine and 6,6-dimethyladenine at 25°C, 35°C, 45°C. Journal of Solution
Chemistry, 26 (1997) 551,
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e Okreslitam relacje pomiedzy wtasnosciami objetosciowymi i entalpowymi badanych
zwigzkow. Wykazatam, Ze entalpia solwatacji zalezy od parametru 3 bedacym miarg
reorganizacji rozpuszczalnika spowodowang wprowadzeniem czgsteczki badanej
substancji do rozpuszczalnika. Wyniki te potwierdzilty przypuszczenia, ze dla
pochodnych pirymidynowych zasad kwaséw nukleinowych mozna oczekiwac prostej
korelacji pomiedzy wtasno$ciami objetosciowymi a entalpowymi tych zwigzkow.

e Skonstruowatam i skalibrowatam wraz z naukowcami z Rosyjskiej Akademii Nauk
nowy przyrzad do wyznaczania entalpii sublimacji. Przyrzad ten umozliwit
przeprowadzenie pomiaréw badanych substancji, ktére dostepne byty tylko w bardzo
matych ilo$ciach i charakteryzowaty sie niskimi preznosciami pary, co wykluczato
zastosowanie innych (standardowych) aparatéw. Zasada wykorzystana w konstrukcji
tego urzadzenia oparta jest na metodzie przeptywu gazu obojetnego nad substancja

sublimujaca.

Rozprawe doktorska pt. ,Wtasnosci termodynamiczne cytozyny i jej metylo-,
hydroksy- i metoksy- pochodnych w wodzie, metanolu i N,N-dwumetyloformamidzie”
obronitam w czerwcu 2001 roku i w tym roku Rada Naukowa Instytutu Chemii Fizycznej
PAN przyznata mi stopien doktora nauk chemicznych. Wyniki moich badan zostaty
zauwazone przez Komitet Naukowy Amerykanskiej Konferencji Kalorymetrycznej, ktory
w roku 1998 przyznat mi nagrode za wktad w rozwdj kalorymetrii. Zostatam zaproszona
do przedstawienia wynikdw swoich badan w wyktadzie na 54 Amerykanskiej Konferencji
Kalorymetrycznej, odbywajacej sie w Tallahassee na Florydzie. Wyniki badan
przedstawionych w rozprawie doktorskiej, wraz z ich dyskusja, zostaty opublikowane w

formie artykutow#1.42:43,44,

41 A. Zielenkiewicz, M. Wszelaka-Rylik, ]. Poznanski, W. Zielenkiewicz, Thermochemistry of aqueous
solutions of alkylated nucleic acid bases.X. Enthalpies of hydration of cytosine and some methylated
hydroxy- and methoxy- derivatives of cytosine, Journal of Solution Chemistry, 27 (1998) 235.

42 W. Zielenkiewicz, G.L.Perlovich, M. Wszelaka-Rylik The vapour pressure and the enthalpy of sublimation
determination by inert gas flow method, Journal of Thermal Analysis 57 (1999) 225.

43 W. Zielenkiewicz, M. Wszelaka-Rylik, ]. Poznanski Thermodynamic investigations of cytosine and their
methyl, methoxy and hydroxy derivatives. Enthalpies of solvation in methanol and N,N-dimethylformamide,
Journal of Molecular Liquids, 92 (2001) 185.

44 W. Zielenkiewicz, M. Wszelaka-Rylik Volumetric Investigations of Solute-Solvent Interactions of

Cytosine and Their Methyl-, Methoxy and Hydroxy- Derivatives in Methanol and N,N-Dimethylformamide
at 25°C. Thermochimica Acta, 394 (2002) 45.
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W trakcie studiéow doktoranckich odbytam trzymiesieczny staz naukowy
w Uniwersytecie Blaise Pascal we Francji. W trakcie stazu rozpoczetam badania reakcji
kompleksowania zwigzkéw makrocyklicznych oraz dwupeptydéw. Wyniki tych badan
zostaly opisane w p. 5.2.4. Ponadto odbytam staz w Interdyscyplinarnym Centrum
Modelowania Matematycznego i Komputerowego, gdzie prowadzitam obliczenia
parametrow strukturalnych zasad kwaséw nukleinowych i ich pochodnych takich jak:
powierzchnia czasteczek, powierzchnie poszczegbélnych atomdw, czy objetosci otoczek
solwatacyjnych.

Po zakonczeniu realizacji pracy doktorskiej prowadzitam badania oddziatywan
uracylu i jego alkilowanych pochodnych z rozpuszczalnikiem. Do analizy wynikéw
gestosci oraz czastkowych molowych objetosci roztworéw uracylu i jego pochodnych
zastosowatam model opracowany w pracy doktorskiej opierajacy sie na zatozeniu, iz
gesto$SC otoczki solwatacyjnej zalezy od struktury i polarnosci (P) rozpuszczonej
substancji. Rezultaty tych obliczen potwierdzity przypuszczenia, ze opracowany dla
cytozyny i jej pochodnych model mozna z powodzeniem stosowac dla pochodnych
pirymidynowych zasad kwas6w nukleinowych. Wyniki tych badan zostaty przedstawione

w publikacji*s.

5.2.Dzialalnos¢ naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doktora nauk

chemicznych.

Po uzyskaniu stopnia doktora moim celem byto dazenie do poznania specyfiki
oddziatywan zwigzkow biologicznych m.in. takich jak: biatka, peptydy, cukry,
nukleozydy, nukleotydy, ktére niewatpliwie odgrywaja znaczaca role w procesach
zyciowych. W obszarze moich badan byly takze odziatywania zwigzkow
makrocyklicznych ze zwigzkami o znaczeniu biologicznym. Gtdwne moje zainteresowania

ukierunkowane byty na okreslanie parametréw termodynamicznych tych oddzialywan

45 W. Zielenkiewicz, M. Wszelaka-Rylik. Volumetric Investigations of Solute-Solvent Interactions of Some
Alkylated Derivatives of Uracil in Methanol and N,N-dimethylformamide at 25°C, Journal of Molecular
Liquids, 95 (2002) 285.
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oraz zaleznoSci miedzy wtasciwosciami fizykochemicznymi badanych zwigzkéw a
rodzajem oddziatywan.

W tym okresie wspoétpracowatam z réznymi instytucjami naukowymi w kraju
i zagranicg, gdzie miatam mozliwo$¢ spotkania i pracy z naukowcami zajmujacymi sie
badaniem zwigzkdéw o znaczeniu biologicznym jak i specjalistami z réznych gatezi
przemystu.

Ponizej przedstawiam moje prace badawcze podzielone na cztery gtéwne nurty
moich zainteresowan naukowych. Wszystkie publikacje, ktére ilustruja przebieg
ponizszych badan, wspierajg prace prowadzace do zasadniczych osiggnie¢, ktére

zamieszczone sg w jednotematycznym cyklu.

5.2.1. Badania termodynamiki proces6w agregacji biatek prostych pod wptywem

roznego rodzaju elektrolitu.

Przeprowadzone przeze mnie termodynamiczne badania proceséw wsalania
i wysalania matych globularnych biatek byly pierwszymi badaniami przeprowadzonymi
w tak szerokim zakresie. Prace doprowadzity do podania termodynamicznej
charakterystyki procesu wsalania (salting-in) i wysalania (salting-out), przyjetych jako
modelowe biatek: lizozymu i owalbumniny przy uzyciu jedno- i dwuwarto$ciowych soli.
Badania prowadzone byly w ramach wysoko ocenionego projektu KBN pt
,Kalorymetryczne badania oddzialywan biatek z elektrolitami”, ktérego bytam
wykonawca. Badania prowadzitam gtéwnie poprzez wyznaczenie entalpii oddziatywan
biatko-jon. Oprdcz kalorymetrii do interpretacji wynikéw zostaly wykorzystane takze
metoda dynamicznego rozpraszania $wiatta (DLS), spektroskopia magnetycznego
rezonansu jagdrowego (NMR), densymetria i spektroskopia UV-Vis.

Daleko-zasiegowe oddziatywania elektrostatyczne sg niezwykle istotnym
czynnikiem dla specyficznego odzialywania biatko-biatko w komérkach zywych. Mimo,
ze zagadnienie to wzbudzato ogromne zainteresowanie to jednak wcigz mato byto danych
literaturowych na ten temat. Modyfikacja tych oddziatywan poprzez zmiane rodzaju

jonéw czy ich stezenia pozwolita na lepsze rozpoznawanie stopnia samoorganizacji
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biatek. Opublikowane dane wskazaty, ze kinetyka procesu krystalizacji jest silnie zalezna
od warunkéw poczatkowych takich jak pH, polidyspersyjnos¢, pochodzenie lizozymu,
sktad soli oraz stezenia zaréwno soli jak i lizozymu. Dane dotyczace struktur
krystalograficznych (jednoskos$nych, tr6jskosnych, rombowych i czworokatnych)
wykazywaty obecno$¢ maksymalnie oSmiu stabo zwigzanych anionéw chlorkowych w
strukturze lizozymu. W nasyconym buforowym roztworze lizozymu zaktadano wigzanie
21-23 jonow chlorkowych. Zatem w celu wzbogacenia wiedzy o procesie wysalania
lizozymu zdecydowano sie podjac¢ systematyczne badania termodynamicznych wtasnosci
wigzania anionéw chlorkowych do lizozymu w nienasyconych roztworach. Rezultaty
badan pozwolity stwierdzi¢, Ze oszacowana ilo$¢ miejsc wigzania zalezy od stezenia
lizozymu. Zastosowanie wspétczynnikow McMillan-Mayera zredukowanych do trzeciego
rzedu pokazato, Zze oprécz dominujacego wpltywu interakcji biatko-sél istotny jest
rowniez wspotczynnik opisujacy agregacje lizozymu w trakcie dodawania soli. Analiza
wspotczynnikow wirialnych sugerowata, ze proces krystalizacji rozpoczyna sie juz dla
milimolowych stezen biatka. Do analizy wykorzystano réwniez model Joba, ktéry
potwierdzit, Ze liczba miejsc wigzacych zalezy od stezenia lizozymu. Okreslitam
maksymalne stezenie wysalania lizozymu dla 0.63 M chlorku sodu, w ktorym to stezeniu
proces wysalania lizozymu jest spowodowany wigzaniem okolo 2-3 anionéw
chlorkowych. Wnioski opracowatam na podstawie analizy catkowitego efektu cieplnego
serii miareczkowan kalorymetrycznych oraz analizie zalezno$ci stezeniowej liczby miejsc
wigzacych na powierzchni lizozymu. Obie analizy sg zgodne z wynikami obserwowanymi
w miareczkowaniu SPQ. Wartos$¢ 0.63 M NaCl jest w doskonatej zgodnosci z wynikami
uzyskanymi metodg dynamicznego rozpraszania S$wiatla. Prezentowane wyniki
udowodnity tez iz mikrokalorymetria moze by¢ niezalezng metoda dla okreslenia
optymalnego stezenia soli w procesach krystalizacji biatek.

Zachecajace wyniki spowodowaty che¢ dalszego rozwijania badan nad procesem
wsalania i wysalania. Badania zostaty rozszerzone na inne roztwory elektrolitéw: LiCl,
KCl, K2504, Li2SO4 i (NH4)2SO4 oraz inne biatko - owalbumine. Wyznaczytam entalpie
wsalania owalbuminy przy roznych stezeniach stosowanych soli i okre$litam state

réwnowagi. Okreslitam takze zalezno$¢ liczby miejsc wigzacych jony na powierzchni
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badanego biatka od stezenia soli, stezenie biatek i r6znych jonéw (Na*, K*, Li*, NH4» Mg*2,
Cl, SO42) charakterystyczne dla rozpoczecia procesu agregacji oraz podatam korelacje
tych danych z szeregiem Hofmeistera. Do analizy zastosowalam entalpowe
wspoétczynniki oddziatywan McMillana-Mayera charakterystyczne dla procesu wsalania
jak i wysalania wskazujac, ze w pierwszym przypadku dominujace sg oddzialywania
lizozym-sdél, w drugim lizozym-lizozym. W kinetycznych badaniach przy uzyciu metody
rozpraszania $§wiatta, NMR oraz densymetrycznej wskazano istnienie zaleznosci procesu
aglomeracji biatek od czasu. Wyniki prac zostaly opublikowane w formie artykutéw

naukowych#6:47:48,49,50,

5.2.2. Badania oddzialywan bialek. Termodynamika reakcji kompleksowania

albuminy surowicy krwi ludzkiej (HSA) z jonami metali.

Wspétpraca z Zaktadem Biofizyki Instytutu Biofizyki i Biochemii, gdzie
prowadzone s3 badania m.in. mechanizméw dziatania aktywnych biologicznie jonow
metali, skierowata moje zainteresowania na tematyke wigzania jonéw Co i Cu przez
albumine surowicy krwi ludzkiej. Mimo, ze od wielu lat tematyka ta jest przedmiotem
badan, to wiele probleméw, dotyczacych przede wszystkich mechanizméw wigzania
jonéw, jest niewyjasnionych. Albumina surowicy krwi ludzkiej jest biatkiem
jednotanncuchowym zbudowanym z 585 aminokwaséw, HSA zawiera w swej strukturze
35 reszt cysteiny (17 par w mostkach dwusiarczkowych oraz wolng cysteine w pozycji

34) i jedna reszte tryptofanu w pozycji 214. Ze wzgledu na liczne wneki na powierzchni

46 M. Wszelaka-Rylik, W. Zielenkiewicz, Thermodynamic investigation of salting effect of ovalbumin in
various salts solutions. Journal of Thermal Analysis and Calorimetry, 87 (2007) 85.

47 M. Wszelaka-Rylik, W. Zielenkiewicz, Enthalpy changes of salting processes of hen-egg white lysozyme
in various electrolyte solutions. Journal of Thermal Analysis and Calorimetry, 83 (2006) 607.

48], Poznanski, M. Wszelaka-Rylik, W. Zielenkiewicz HEW lysozyme salting by high concentration NaCl
solutions followed by titration calorimetry. Biophysical Chemistry, 113 (2005) 137.

49]. Poznanski, M. Wszelaka-Rylik, W. Zielenkiewicz, Concentration dependencies of NaCl salting of
lysozyme by calorimetric methods. Thermochimica Acta, 409 (2004) 25.

50 M. Wszelaka-Rylik Determination of lysozyme enthalpic pairwise interaction parameters using a
titration calorimeter at 288.15, 298.15, 308.15 K. Bulletin of the Polish Academy of Sciences: Chemistry,
51 (2) (2003) 135.
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jej czasteczki albumina odgrywa wazng role w transporcie wielu endogennych
i egzogennych substancji w tym jonéw metali. Trwato$¢ komplekséw albuminy z jonami
metali zalezy od tadunku i promienia jonu oraz od energii stabilizacji wynikajgcej
z rozszczepienia orbitali w oddzialywaniu z ligandami, a okre$la jg stata trwatosci.
Szczegblnie istotnym wydawala mi sie, zatem identyfikacja miejsc wigzgcych na
powierzchni albuminy i uzyskanie wiarygodnych danych termodynamicznych, ktére
okre$lajg trwato$¢ i energetyke tworzonych komplekséw albumina-jon poprzez
wyznaczenie statych kompleksowania, zmian entalpii, entropii i energii swobodnej
spowodowanej kompleksowaniem. Pomimo ogromnej liczby prac dotyczacych albuminy
brak byto prac zwigzanych z bezposrednim sposobem wyznaczania efektéw cieplnych
towarzyszacych tym procesom. Nawet w przypadku wyznaczania metodami posrednimi
zmian energii swobodnej Gibbsa dla okreslenia podstawowych parametrow
termodynamicznych brak jest mozliwo$ci wyznaczenia entalpii. Wiadomo przy tym, ze w
bardzo wielu przypadkach proces kompleksowania charakteryzuje sie wystepowaniem
zjawiska kompensacji entalpowo-entropowej. W tych przypadkach okreslenie wytacznie
zmian energii swobodnej Gibbsa nie moze da¢ odpowiedzi, jaki jest charakter odzialtywan.
Przy zastosowaniu réznych metod eksperymentalnych mozliwe byto stwierdzenie iloSci
miejsc wigzacych i ich charakterystyka w warunkach fizjologicznych. Dlatego istotnym
wydawato sie okre$lenie parametréw termodynamicznych a w tym zmian energii
swobodnej Gibbsa, entropii i entalpii w oparciu o eksperymentalnie wyznaczone dane
kalorymetryczne kompleksowania albuminy surowicy krwi ludzkiej (HSA) z kobaltem
(II) i miedzig (II). Te dwa jony albumina wigze w warunkach fizjologicznych na koncu N.
Na tej podstawie zostat opracowany i opisany w literaturze test wigzania jonéw Co(1I) do
albuminy w osoczu - (ang. ACB-Albumin Cobalt Binding Assay), ktéry jest
wykorzystywany pomocniczo w medycynie do wykrywania réznych schorzen
wywotanych niedotlenieniem takich jak: dtawica piersiowa czy ostry zawal mie$nia
sercowego. Prowadzone przez nas badania oceny trwatosSci powstajacych kompleksow
wniosty znaczacy wktad w badania wptywu jonéw metali na funkcje albuminy w

organizmie cztowieka. Jednym z najwazniejszych sukceséw w tym obszarze moich badan
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byto okreslenie i termodynamiczne scharakteryzowanie miejsc wigzacych te metale w
albuminie surowicy krwi ludzkiej HSA51.

W ramach porozumienia o wspétpracy naukowej pomiedzy Polska Akademig Nauk
a Rosyjska Akademig Nauk realizowatam kilka projektéw badawczych. W ramach jednego
z nich przeprowadzitam badania stabilnosci cieplnej albuminy surowicy bydlecej (BSA)
pod wplywem czynnika kompleksujacego. Badania zostaly przeprowadzone za pomoca
spektroskopii absorpcyjnej w podczerwieni, spektroskopii elektronowej, spektroskopii

fluorescencyjnej i r6znicowej kalorymetrii skaningowe;j>2.

5.2.3. Termodynamika specyficznych oddzialywan miedzyczasteczkowych

analogow koncow 5' mRNA (kap) oraz specyficznych nukleotydow.

Prace badawcze prowadzone w tym obszarze mojej aktywnoSci rozpoczetam
w roku 2001 w ramach wspétpracy z Zaktadem Biofizyki Instytutu Fizyki Doswiadczalnej
Wydziatu Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego. Badania tej grupy skoncentrowane byty
na stworzeniu modelu oddziatywan analogéw koncéow 5' mRNA (kap) z jadrowym
kompleksem biatkowym CBC, ktore odgrywa znaczacg role w procesach zwigzanych z
ekspresja genu. W badaniach sg wykorzystywane syntetyczne, chemicznie modyfikowane
analogi 5' mRNA kapu i rekombinowane czynniki biatkowe. Wyniki wsp6lnych badan w
tym zakresie tematycznym zostaty przedstawione w publikacji®3.

W roku 2005 w trakcie stazu podoktorskiego w Instytucie Biofizyki i Biochemii
Polskiej Akademii Nauk w Zaktadzie Biofizyki kierowanym przez prof. dr hab. Wojciecha
Bala prowadzilam badania nietypowego nukleotydu Ap4A (diadenozyno 5'5"-P1,P4-

51 M. Sokotowska, M. Wszelaka-Rylik, ]. Poznanski, W. Bal Spectroscopic and thermodynamic
determination of three distinct binding sites for Co(II) ions in Human Serum Albumin. Journal of Inorganic
Biochemistry, 103 (2009) 1005.

52 LN. Mezhevoi, W. Zielenkiewicz, M. Wszelaka-Rylik, E. V. Parfenyuk, and V.G. Badelin Heats of
interactions of D-Maltose and Sacharose with Di- and Tripeptides in Aqueous Solutions. Russian Journal
of Physical Chemistry, 78 (2004) 980.

53 K. Kiraga-Motoszko, ]. Stepinski, A. Niedzwiecka, ]. Jemielity, M. Wszelaka-Rylik, R. Stolarski, W.
Zielenkiewicz, E. Darzynkiewicz Interaction between yeast eukaryotic initiation factor elF4E and analogues
of mRNA 5' -cap differs from that for murine elF4E. Nucleosides, Nucleotides & Nucleic Acids, 22 (2003)
1711-1714.
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tetrafosforan), ktory jest jednym z regulatorow cyklu komoérkowego. Pytanie, jakie
postawiono przed rozpoczeciem badan dotyczyto roli Zn(II) w stabilizacji aktywnej formy
dinukleotydu. Nasze badania zmierzaty do okreslenia podstaw chemicznych stabilnosci
kompleksu tego nukleotydu z cynkiem. Do tego celu zastosowane zostaty trzy metody
badawcze: spektroskopia NMR, potencjometria i izotermiczna kalorymetria
miareczkujgca. Badania wykazaly, ze Ap4A stabo wigze cynk, tak, Ze mato
prawdopodobna jest bezposrednie oddziatywanie z jonami cynku w procesach
komoérkowych>4. Ponadto oznaczatam state wigzania jonéw Mn 2+ i Mg2+ do Ap4A>5>.
Prace badawcze z zakresu tematyki zwigzanej z nukleotydami, oligomerami
prowadzone od roku 2013 we wspoétpracy z zespotem prof. dr. hab. Wtodzimierza
Kutnera z Instytutu Chemii Fizycznej PAN zaowocowaly zgloszeniem patentowym 6.
Przedmiotem opisanego wynalazku jest sztuczny oligomer o sekwencji zasad
nukleinowych ATATTT (A-adenina, T-tymina) komplementarny do promotorowe;j
sekwencji TATAAA oraz sztuczna ni¢ promotorowa DNA, zawierajgca ten oligomer, w
warstwie oligomeru ATATTT shybrydyzowanego za pomoca oligonukleotydu TATAAA.
Ponadto zostal opisany sposdb wytwarzania warstwy shybrydyzowanego oligomeru
ATATTT jako sztucznej nici DNA oraz zastosowanie sztucznej nici promotora DNA do

wykrywania i selektywnego oznaczania oligonukleotydu TATAAA.

54M. Wszelaka-Rylik, A. Witkiewicz-Kucharczyk, W. Bal,, Ap4A is not efficient Zn (II) binding agents. A
concerted potentiometric, calorimetric and NMR study. Journal of Inorganic Biochemistry, 101 (2007)
758.

55 B. Szurmak, A. Wyslouch-Cieszynska, M. Wszelaka-Rylik, W. Bal, M. Dobrzanska, A diadenosine 5 ',5 "'-
P1P4 tetraphosphate (AP4A) hydrolase from Arabidopsis thaliana that is activated preferentially by Mn2+
ions. Acta Biochimica Polonica 55 (1) (2008) 151.

56 A. Pietrzyk-Le, K. Bartold, K. Noworyta, W. Lisowski, M. Pietrzak, M. Wszelaka-Rylik, W. Kutner, F.
D’Souza, E. Licandro F. Sannicold, P. R. Mussini, Nowy sztuczny oligomer o sekwencji zasad nukleinowych
ATATTT komplementarny do promotorowej sekwencji TATAAA, sztuczna ni¢ promotora DNA zawierajaca
ten oligomer i jej zastosowanie do selektywnego wykrywania i oznaczania oligonukleotydu TATAAA.
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5.2.4. Termodynamika procesow kompleksowania zwiazkéw makrocyklicznych

Z substratami o znaczeniu biologicznym.

Badaniem proceséw kompleksowania zwigzkéw makrocyklicznych zajetam sie juz
w roku 1996 podczas stazu we Francji. Prowadzitam wtedy badania dotyczace sposobu
oddziatywan dwupeptydéw (alanylo-alanina, alanylo-kwas glutaminowy, alanylo-seryna
czy L-serylo-L-leucyna) ze zwigzkami makrocyklicznymi: eterem koronowym i
kaliksarenem Na podstawie doswiadczalnie wyznaczonych gestosci
i pojemnosci cieplnych wodnych roztworéw dwupeptydow i zwigzkdw makrocyklicznych
(przy zastosowaniu densymetrii przeptywowej i kalorymetru przeptywowego)
wyznaczytam czastkowe molowe objetoSci i pojemnosci cieplne przejscia zwigzku
makrocyklicznego z wody do roztworéw dwupeptydéw. Zaobserwowatam dodatnie
wartosci funkcji przejscia. Stwierdzitam tworzenie kompleksu o stechiometrii 1: 1 tylko
w przypadku eteru koronowego i peptydu sktadajgcego sie z reszt aminokwasowych
alaniny i kwasu glutaminowego. Tworzenie tych kompleksow wynika ze specyficznego
oddzialywania bocznego tancucha grupy funkcyjnej peptydu z eterem koronowym.
Czastkowe molowe wielkoSci przejScia zmniejszaja sie wraz ze zwiekszaniem
hydrofobowego charakteru peptydu. Czgstkowe molowe wielkoSci przejScia dla
kaliksarenu sg mniejsze niz dla eteru koronowego. Stwierdzitam tworzenie komplekséw
o stechiometrii [kaliksaren/dwupeptyd] od 2:1 do 1:4 w zaleznosci od rodzaju i stezenia
dwupeptydu®?.

W ramach polsko-rosyjskiej wspéipracy prowadzitam badania odzialtywan
cukrow ( D-maltozy i sacharozy) z roztworami dwu- i tréjpeptydow>8.

W ramach projektu kierowanego przez prof. dr hab. Kinge Suwinska KBN 4 T09A

068 25 pt. ,Inzynieria komplekséw supramolekularnych tworzonych przez

57W. Zielenkiewicz, O. Pietraszkiewicz, M. Wszelaka-Rylik, M. Pietraszkiewicz, G. Roux-Desgranges, A.H.
Roux, and J-P. E. Grolier Molecular Interactions of Macrocycles with Dipeptides in Aqueous Solutions. Partial
Molar Volumes and Heat Capacities of Transfer of a Chiral 18-Crown-6 and of a Calix[4]resorcinarene
Derivative from Water to Aqueous Dipeptide Solutions at 25°C. Journal of Solution Chemistry 27(1998)
121.

58 L.N. Mezhevoi, W. Zielenkiewicz, M. Wszelaka-Rylik, E. V. Parfenyuk, and V.G. Badelin Heats of
interactions of D-Maltose and Sacharose with Di- and Tripeptides in Aqueous Solutions. Russian Journal
of Physical Chemistry, 78 (2004) 980.
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makrocykliczne receptory z substratami o znaczeniu biologicznym”, ktérego bytam
wykonawcg, prowadzitam badania dotyczace kompleksowania kaliksarenéw ( C4S, CeS,
CsS) nastepujacymi zwigzkami: siarczanem streptomycyny, l-efedryng i kreatyning. Dla
wszystkich  badanych  kompleks6w  wyznaczytam  stechiometrie, parametry
termodynamiczne i state trwato$ci. Praca prezentowana byta na miedzynarodowych
konferencjach. Czes¢ rezultatow badan prowadzonych w ramach wspétpracy z grupa
prof. K. Suwinskiej z Instytutu Chemii Fizycznej PAN oraz grupa prof. A. W. Colemana
z Instytutu Biologii i Chemii Biatek Uniwersytetu w Lyonie, dotyczacych struktury

kaliksarenéw, zostata przedstawiona w publikacji>®.

5.2.5. Pozostale zainteresowania naukowe.

Moje zainteresowania naukowe zwigzane sg rdwniez z zagadnieniami dotyczgcymi
zarzadzaniem S$rodowiskiem. Wiedze w tym zakresie zdobylam na studiach
podyplomowych w Szkole Gtéwnej Handlowej. Zdatam egzamin i uzyskatam certyfikat
audytora wewnetrznego zintegrowanego systemu zarzadzania jakoScia, bhp i
Srodowiskiem: ISO 9001:2008, ISO14001:2004, PN-N-18001:2004. Prowadze réwniez
prace inzynierskie ze studentami kierunku inzynieria Srodowiska zwigzane z tematyka
racjonalnego korzystania ze Srodowiska zwigzane m. in z wykorzystaniem paliw
alternatywnych w procesach technologicznych czy z problemami zwigzanymi
z usuwaniem farmaceutykéow z wod i osadow Sciekowych. W poszukiwaniu metod
rozwigzania problemu lekéw w osadach $ciekowych wykorzystuje tematyke, ktora
stanowi gtéwne moje osiagniecie, czyli kompleksowanie lekéw cyklodekstrynami oraz
badanie mozliwo$ci wykorzystania nanometrycznego weglanu wapnia jako adsorbera

farmaceutykéw.

59K. Suwinska, B. Le$niewska, M. Wszelaka-Rylik, L. Straver, S Jebors, A. W. Coleman A dodecametric self-
assembled calix[4]arene aggregate with two types of cavities. Chemical Communications, 47 (2011)
8766.
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Wiedze w zakresie racjonalnego korzystania ze S$rodowiska wykorzystatam
przygotowujac, we wspotpracy z grupa prof. dr hab. Pawta Gierycza z Politechniki
Warszawskiej, publikacje dotyczaca termodynamicznego modelu propagacji
zanieczyszczen. Model ten zostat zastosowany do obliczenia dystrybucji
wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych (WWA) w Zalewie Domaniow.
Problem zwigzany jest z produkcjg elektrycznosci w Polsce, gtdwnie w elektrowniach
weglowych znajdujacych sie w zachodniej czesci kraju. Ze wzgledu na dominujgce wiatry
zachodnie, powoduje to obecno$¢ substancji kancerogennych, jakimi sg WWA
w powietrzu oraz wodzie, gruncie i osadach sedymentacyjnych w centralnej
i wschodniej Polsce. Dlatego tez, niniejsza praca dotyczy analizy akumulacji WWA
w wodzie, powietrzu, gruncie i osadach sedymentacyjnych w centralnej Polsce. Jako
reprezentatywny dla tego regionu obszar wybrano zbiornik ,Domaniéw” - drugi, co do
wielkos$ci zbiornik wodny na Mazowszu. Do analizy zastosowano termodynamiczny
model propagacji zanieczyszczen oparty na koncepcji fugatywnosci i wspdtczynnikow
podziatu. Wyniki obliczen zostaly poréwnane z danymi eksperymentalnymi dotyczacymi
stezen WWA w zbiorniku Domaniéw, w wodnych strumieniach zasilajgcych i
wyptywajacych ze zbiornika oraz w zanieczyszczeniach powietrza zebranych z nad
badanego zbiornika. Otrzymano bardzo dobrg zgodno$¢ wynikow modelowych i danych
doswiadczalnych. Dodatkowo okreslono réwniez réze wiatréow dla Mazowsza. Wyniki

zostaty przedstawione w artykule naukowym®0,
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60 P, Gierycz, S.K. Malanowski, M. Wszelaka-Rylik, W.T. Kacperski, D. Kowalczyk, R. Swietlik, Wind rose and
modeling of the fate of polynuclear aromatic hydrocarbons (PAHs) in the central Poland. Environment
Protection Engineering, 4 (2016) 1.
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