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OSIAGNIECIA NAUKOWE ZWIAZANE Z PRACA DOKTORSKA

A. Zgloszenia patentowe:
1. A Wolny, A. Chrobok, A. Siewniak, P. Latos, Sposob otrzymywania (S)-(+)-ibuprofenu
(P.441467; WIPO ST 10/C PL441467) 2022.
2. A Wolny, A. Chrobok, Sposdb otrzymywania estréow furfurylowych (WIPO ST 10/C
PL447899) 2024.

B. Projekty:

1. Projekt NCN PRELUDIUM2Z UMO-2023/49/N/S5TB/01633 pt. Projektowanie
biokatalizatoréw na bazie cieczy jonowych i projektowalnych nosnikdw w modelowych
procesach chemicznych (01.2024-01.2026). Petniona funkcja: kierownik.

2. Projekt NCN OPUS20 2020/39/B/ST8&/00693 pt. Projektowalne ciekle zwiagzki
kompleksowe metali jako katalizatory modelowych proceséw chemicznych
i elektrochemicznych (07.2023-07.2024). Peiniona funkcja: wykonawca stypendysta.

3. Realizacja doktoratu w ramach Uniwersytetu Europejskiego projektu EURECA-PRO

+Odpowiedzialna konsumpgja i produkcja” (13.01.2023-30.09.2024).

C. Staie naukowe i szkoty letnie:

1. 01.08.2021 — 01.12.2021: uczestnictwo w ,International Summer School 2021
Responsible consumption and production for digitized higher education” finansowane
w ramach Uniwersytetu Europejskiego EURECA-PRO, TU Bergakademia Freiberg,
Niemcy.

2. 7.11.2022 — 26.11.2022: uczestnictwo w ,International PhD Journey 2022 Clean
energy"” finansowane w ramach Uniwersytetu Europejskiego EURECA-PRO,
Montanuniversitat Leoben, Austria.

3. 12.02.2024 —12.03.2024: sta? zagraniczny w Monash University w Melbourne, Australia
finansowany w ramach projektu Narodowe] Agencji Wymiany Akademickiej (PPI/
APM/2018/1/00004).

4. 24.06.2024 — 26.08.2024: sta? krajowy w Instytucie Katalizy i Fizykochemii Powierzchni
PAN w Krakowie finansowany w ramach Stypendium Rektora dla najlepszych

doktorantow 2023/2024 (Uczelnia Doskonalosci — Uczelnia Badaweza).
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D. Prezentacje na konferencjach krajowych i miedzynarodowych
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10.

@

VI International Interdisciplinary Conference of PhD students of Technical Universities
— InterTechDoc'2021 21-23.07.2021, Ustron, Polska; New method for pure ibuprofen
synthesis (wystgpienie ustne).

Wili Lodzkie Symposium of Chemistry PhD Students 24.09.2021, £6d2, Polska; Supported
ionic liquid phase as innovative biocatalysts for fine chemicals synthesis (poster).

6th International Conference on lonic Liquid-Based Materials 22-26.11.2021,
Strasbourg, Francja; High enantioselective resolution of ibuprofen racemate via
enzymatic esterification (poster).

Vil International Interdisciplinary Conference of PhD students of Technical Universities
— InterTechDoc’2022 5-7.04.2022, Ustron, Polska; Syntera czystego (S)-ibuprofenu
(Synthesis of (S)-ibuprofen) (wystgpienie ustne).

X Kongres Technologii Chemicznej 11-14.05.2022, Wroclaw, Polska; Heterogeniczny
rozdziat kinetyczny racematu ibuprofenu poprzez enzymatyczng estryfikacje do estru
(S)-ibuprofenu (wystgpienie ustne).

5th Symposium on Biotransformations for Pharmaceutical and Cosmetic Industry 13-
15.06.2022, Krakdw-Czestochowa, Polska; Heterogeneous kinetic resolution of the
ibuprofen racemate by enzymatic esterification to (S)-ibuprofen ester (poster).

The 3rd International Congress on Advanced Materials Sciences and Engineering 21-
25.07.2022, Opatija, Chorwacja; Title: Supported ionic liquid phase as catalyst for fine
chemicals synthesis (poster).

IV National Symposium Bioorganic and Organic Chemistry, and Biomaterials 3.12.2022,
Poznan, Polska; Biotransformacja a-angelika laktonu w obecnosici rozpuszczalnikdw
gleboko eutektycznych (poster).

9th Congress on lonic Liquids 24-28.04.2023, Lyon, Francja; Water-tolerant silica-based
trifloaluminate ionic liquids dedicated for Diels-Alder reaction (wystgpienie ustne).
Ogdlnopolska Konferencja Naukowa — ZrownowaZony Rozwoj w Obszarze Kosmetykow
i Detergentdow, ICSO 12.04.2024, Kedzierzyn Koile, Polska; Wysoce aktywny
heterogeniczny biokatalizator dedykowany dia syntezy estrow furfurylowych kwaséw

C8 — C18 w systemie ciaghym (poster).
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11.

12,

13

14.

XXl Konferencja Ochrona Srodowiska — Nauka i Przemyst dla ochrony Ziemi, 24-
26.04.2024, Ustron, Polska; Biodegradowalny biokatalizator dedykowany dla zielonej
syntezy estrow furfurylowych kwasow C8 — C18 w systemie cigglym (poster).

6th Symposium on Biotransformations for Pharmaceutical and Cosmetic Industry, 17-
19.06.2024, Krakow, Polska; Active and stable biocatalyst for the continuous flow
synthesis of CB-C18 carboxylic acids esters of biomass-derived furfuryl alcohal
(wystapienie ustne).

. XI Kongres Technologii Chemicznej 16-19.09.2024, Poznan, Polska; Biokatalizator do

syntezy estrow kwasow karboksylowych C8-C18 i alkoholu furfurylowego w systemie
przeptywowym (wystapienie ustne).

Green Technology for Sustainable Environment 2024 22.09-26.09.2024, Poznaf,
Polska; An effective biocatalyst for the continuous flow production of C8-C18 carboxylic

acid esters derived from biomass based furfuryl alcohol (wystapienie ustne).

E. Nagrody oraz wyrdinienia

1.

@

Nagroda |l stopnia za prezentacje posterowa na 5th Symposium on Biotransformations
for Pharmaceutical and Cosmetic Industry, Krakow, 13-15.06.2022.

Magroda Il stopnia w konkursie BASF Polska ,Drive Innovation — Rozwigzania dla
Zrownowazonego Rozwoju”, Warszawa, 14.03.2024.

Nagroda | stopnia 2a prezentacje posterowa na Ogdlnopolskiej Konferencji Naukowej —
Zrownowazony Rozwoj w Obszarze Kosmetykow i Detergentow, ICSO Kedzierzyn Koile,
12.04.2024.

Nagroda 1 i lll stopnia za prezentacje posterowe na XXIl Konferencji Ochrony Srodowiska
— Nauka i Przemyst dla ochrony Ziemi, Ustror, 24-26.04.2024.

Stypendium Rektora Politechniki Slaskiej dla najlepszych doktorantéw w latach
2021/2022, 2022/2023, 2023/2024.

Nagroda Il stopnia Rektora Politechniki Slaskiej w 2023 roku za wysoko punktowane
publikacje, udrielone patenty, pozyskane projekty badawcze, prace naukowo-

badawcze.
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ALFABETYCZNY SPIS SKROTOW | AKRONIMOW

335i MAS NMR Spektroskopia magnetycznego rezonansu jgdrowego ciata statego
krzemu
AlLs Kwasowe ciecze jonowe (z ang. Acidic fonic Liquids)
BET Analiza powierzchni wlasciwej metodg Brunauer-Emmett-Tellera
BJH Analiza powierzchni wlasciwej metoda Barrett-Joyner-Halenda
CALB Lipaza B z Candida antarctica
COX Cyklooksygenazy
EDX Rentgenowska spektroskopia dyspersji energii
ee Nadmiar enancjomeryczny (z ang. enantiomeric excess)
FT-IR Spektroskopia w podczerwieni z transformacjg Fouriera
GC Chromatografia gazowa
HPLC Wysokosprawna chromatografia cieczowa
iLs Ciecze jonowe (z ang. lonic Liquids)
LAO Lipaza z Aspergillus oryzae
MA Bezwodnik maleinowy
RME Efektywnosé masowa reakcji (2 ang. Reaction Mass Efficiency)
SCIL (z ang. Solid Catalyst with lonic Liquid Layer)
SEM Skaningowa mikroskopia elektronowa
SILC (z ang. Supported lonic Liquid Catalyst)
SILLP (z ang. Supported lonic Liguid-Like Phase)
SILP (z ang. Supported lonic Liquid Phase)
TGA Analiza termograwimetryczna
TOF Czestotliwosc cykli katalitycznych (z ang. Turnover Frequency)
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| WPROWADZENIE | CEL PRACY

Celem badan realizowanych w ramach pracy doktorskiej byfo opracowanie wysoce
aktywnych i stabilnych katalizatoréw opartych o enzymy lub kwasowe ciecze jonowe
dedykowanych dla czystych technologii chemicznych z sektora lekkiej syntezy organicznej.

Projektowanie zrownowazonych procesdw chemicznych wpisuje sie w Swiatowy trend
dazenia do wdrazania neutralnych dla srodowiska technologii produkcyjnych. Idea ta jest scisle
powigzana z Agendg 2030 na rzecz zrdwnowaZonego rozwoju przyjeta przez kraje czionkowskie
ONZ. Szczegolny nacisk nakiada sie na modernizacje procesow produkeji zwigzkdw z sektora
lekkiej syntezy organicznej, ktore charakteryzuje czesto wieloetapowosc | generowanie duzych
ilodci odpaddw. Do gléwnych wyzwan zwigzanych z ekologiczng transformacja metod syntezy
tych zwigzkdw zalicza sie poszukiwanie alternatywnych, wysoce selektywnych, aktywnych
i stabilnych katalizatoréw w miejsce dotychczas stosowanych konwencjonalnych kwasowych
katalizatoréw, eliminacje lotnych zwigzkdw organicznych oraz toksycznych reagentdow
i érodkéw pomocniczych.™?

Z7godnie z ideg gospodarki w obiegu zamknietym, katalizator powinien nie tylko
charakteryzowac sie wysokg aktywnoscig i selektywnoscig w procesie, ale réwniez wysoka
stabilnodcia umozliwiajaca jego ponowne wykorzystanie. Choc katalizatory homogeniczne
charakteryzuja sie wysoka aktywnoscia, gldwnie dzieki tatwej dostepnosci miejsc aktywnych, to
ich trudnosci w oddzielaniu od mieszaniny poreakcyjnej sprawiajg, Zze w przemysle czesciej
stosuje sie katalizatory heterogeniczne. Zwiekszona dystrybucja miejsc  aktywnych
w katalizatorach heterogenicznych, a tym samym aktywnosc, moie by¢ modelowana za
pomocg materiatéw o rozbudowanej powierzchni wiasciwej, na ktdrych unieruchamiana jest
faza katalityczna. Dodatkows przewaga katalizatorow heterogenicznych nad katalizatorami
homogenicznymi jest mozliwosc ich zastosowania w reaktorach przeplywowych.?

Poszukiwania alternatywnych katalizatorow dia przemystowych procesdw chemicznych,
o niskiej toksycznosci, bezpiecznych dia Srodowiska s3 istotnym elementem transformacji
technologii chemicznych na Swiecie. Dlatego tei w pracy doktorskiej skupitam sie nad
badaniami dotyczacymi wykorzystania jako faz aktywnych katalizatoréow kwasowych cieczy

jonowych lub enzymow.
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Ciecze jonowe (z ang. lonic Liguids, ILs) to zwigzki skladajgce sie z organicznego kationu
oraz organicznego lub nieorganicznego anionu. Ich gléwng zalets jest moiliwos¢ projektowania
struktury poprzez odpowiedni dobdr kationu i anionu, co pozwala na uzyskanie specyficznych
whasciwosci, dzieki czemu znajdujg one szerokie zastosowanie w przemysle chemicznym.
Dodatkowymi atutami wykorzystania ILs w technologiach chemicznych jest niska preinosc par,
wysoka stabilnosd termiczna oraz szeroki zakres temperaturowy, w ktdrym pozostajg w stanie
cieklym.*® Istotng grupe cieczy jonowych stosowanych jako katalizatory stanowia kwasowe
ciecze jonowe (2 ang. Acidic lonic Liquids, AlLs).” AlLs moina sklasyfikowac na podstawie rodzaju
kwasowego centrum na typy kwasow Brgnsteda i Lewisa. Moiliwe jest wprowadzenie wiece]
niz jednej grupy kwasowej do struktury Alls oraz projektowanie cieczy jonowych poprzez
polgczenie kwasowych typow Brensteda i Lewisa. Kwasowe centrum Brpnsteda mozna
wprowadzi¢ do cieczy jonowych jako: kwasowy woddr w kationie (A), anionie (B) lub obu jonach
(C), kwasowy woddr znajdujacy sie w grupie funkcyjnej (D) lub kwasowy woddr znajdujacy sie
rardwno w grupie funkcyjnej, jak i w kationie/anionie (E). Kwasowe ciecze jonowe typu kwasu
Lewisa s gldwnie oparte na anionach halometalicznych (F) oraz atomie boru w kationie (G)
(Rysunek 1). Powstawanie mieszanych cieczy jonowych Bransteda—lewisa zostalo réwniei

przedstawione na Rysunku 1 (H).5*
ol R
X hkla Vi

R
8= _b
0 o e S O

HS0, L &
pirydyniowy R i ARGy Ao
A B C D E
] B
5 o {OH);
i IE?}
i N
| x ﬂ \/\ R—MN— &
f RS I &
Chiorogiinan Halogenei Chéorcarelazian (1)
F G H

Rysunek 1. Przykiadowe struktury kwasowych cieczy jonowych typu Brensteda i Lewisa.

Gltéwnym wyzwaniem zwigzanym 2z zastosowaniem kwasowych cieczy jonowych
w przemysle jest ich stabilnod¢ w procesie | mozliwosc stosowania w wielu cyklach reakcyjnych.
Mozliwos€ immobilizacji AlLs na stalej matrycy w sposéb fizyczny (2 ang. Supported lonic Liguid
Phase, SILP) lub poprzez wiazania chemiczne (2 ang. Supported lonic Liquid-Like Phase, SILLP),
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pozwala na latwe oddzielenie katalizatora od mieszaniny reakcyjnej. Graficzng wizualizacje obu
opisanych technik immobilizacji AlLs przedstawiono na Rysunku 2. Podczas unieruchomienia,
AlL tworzy cienka warstwe na nosniku, co redukuje jej iloS¢ w procesie. Dodatkowo
immobilizacja AlL poprawia transfer masy do centrow katalitycznych na granicy faz ciecz-ciecz.
Co wiecej, heterogeniczny katalizator SILP lub SILLP moZe by¢ z powodzeniem stosowany
zardwno w procesach okresowych, jak i cigglych, w tym w reaktorach ze zlozem statym lub

fluidalnym, 1>

Rysunek 2. Graficzne przedstawienie technik SILP i SILLP.
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Rysunek 3. Immobilizacja chemiczna cieczy jonowej na powierzchni krzemionki poprzez kation
lub anion. Przywigzanie IL do nodnika moina uzyskad poprzez bezposrednia immaobilizacje IL (A)
lub poprzez budowanie struktury IL na nosniku (B).
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Chemiczne wigzanie cieczy jonowej z powierzchnig nosnika zapobiega jej wymywaniu.
Dzieki obecnosci licznych grup hydroksylowych, dobrze rozwinietej powierzchni wiasciwej oraz
kontrolowanej porowatosci, materialy krzemionkowe staly sie powszechnie stosowanymi
nosnikami do chemicznej immobilizacji IL. Metody przygotowania materiatow SILLP na bazie
krzemionki obejmujg reakcje miedzy IL lub prekursorem IL a grupami hydroksylowymi
obecnymi na powierzchni krzemionki lub technike zol-Zel. IL moze by¢ przylaczona do grupy Si-
OH poprzez kation lub anion (Rysunek 3). Przywigzanie IL do nodnika mozna uzyskac poprzez
bezpoirednie unieruchomienie IL (Rysunek 3A) lub przez budowanie struktury IL na nosniku
(Rysunek 3B).1°

Katalizatory SILLP typu Lewisa na bazie materiatéw krzemionkowych s3 zazwyczaj
syntezowane poprze? przywigzanie kationu IL z wykorzystaniem prekursorow, takich jak: 3-
(chloropropylo)trietoksysilan, 3-(chloropropylo)trimetoksysilan lub 3-
(merkaptopropylo)trimetoksysilan, uzyskujgc struktury przedstawione na Rysunku 4. Materiat
SILLP moze charakteryzowad sie centrum kwasowym Lewisa rzlokalizowanym w farncuchu
alkilowym zmodyfikowanym grupami -50:Cl lub -50:0H (Rysunek 4A), badZ w anionie na bazie
halogenku metalu, ktdry powstaje w reakcji kompleksowania z odpowiednim halogenkiem

metalu (Rysunek 4B, C).5012
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Rysunek 4. Struktury katalizatoréw SILLP typu Lewisa.

Katalizatory SILLP typu Brensteda na bazie materialow krzemionkowych s3 syntezowane
poprzez przywigzanie kationu IL. Ciecze jonowe typu Brensteda sa przytaczane do powierzchni
krzemionki za pomoca takich samych prekursordw jak wymienione powyiej, tworzac struktury
przedstawione na Rysunku 5. Centrum kwasowosci Brensteda, ktére znajduje sie w anionie, to
najczesciej [H504], natomiast w kationie zazwyczaj jest zlokalizowane w faricuchu alkilowym

zmodyfikowanym grupa -50sH.1%%
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Rysunek 5. Struktury katalizatoréw SILLP typu Brensteda.

Wiekszosc€ katalizatoréw typu SILLP zawiera w swojej strukturze aniony halogenkowe,
co stanowi istotny problem w ich potencjalnym przemysiowym zastosowaniu. W celu
zapobiegania hydrolizie i powstawaniu niebezpiecznych kwasdw, takich jak HCI, zastepowanie
anionow halogenkowych jest kluczowym elementem badan w tej dziedzinie. Ich eliminacja
pozwala na obnizenie kosztow zwigzanych z potrzebg stosowania specjalistycznego sprzetu,
korozjg aparatury oraz toksycznymi mi odpadami. Dodatkowo budowa anionu cieczy jonowej
ma kluczowy wplyw na wiasciwosci katalityczne SILLP, ktére moga byé moze by¢ bardziej lub
mniej kwasowe, w 2alefnosci od specyficznych wymagarn.

W pracy przegladowej pt.: _Silica-Based Supported lonic Lliguid-like Phases as
Heterogeneous Catalysts” zaprezentowalam przeglad literatury dotyczacej zastosowania
chemicznie immobilizowanych kwasowych cieczy jonowych na materiatach krzemionkowych
jako katalizatorow w syntezie organicznej. Opisalam metody immobilizacji AlLs na materiatach
krzemionkowych, przedstawilam rowniez metody ich charakterystyki oraz przykiady
zastosowania jako katalizatoréw z podziatem na SILLP typu Lewisa i Bronsteda w reakcjach
syntezy organicznej (np. alkilowanie Friedla-Craftsa, cykloaddycja Dielsa-Aldera, estryfikacja
Fischera, utlenianie Bayera-Villigera, transestryfikacja, hydroliza, kondensacja).*

Enzymy stanowig kolejny typ alternatywnych biokatalizatordw, ktére znajdujg coraz
szersze  zastosowanie w przemyéle chemicznym.® Enzymy to biodegradowalne
wielkoczasteczkowe rwiazki zbudowane 2 uporzadkowane] sekwencji od kilkudziesieciu do

nawet tysiecy aminokwasow, gdzie centrum aktywne zazwyczaj tworzy jedynie kilka z nich.
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W zwigzku z tym enzymy posiadajg unikalng zdolnosé katalizowania reakcji z wyjatkowa
selektywnoscia oraz specyficznoscia. Duzg zaletg enzymdw jest wysoka aktywnosdcé, co
umozliwia prowadzanie procesdw w lagodnych warunkach. Podwyiszenie stabilnosci enzymow
w zmiennych warunkach reakcyjnych jest przedmiotem wielu badan.'®

Lipazy s3 najpowszechniej stosowanymi enzymami w syntezie organicznej ze wzgledu
na ich szeroka specyficznost substratowa | wysoka enancjoselektywnosé. Lipazy naleig do
grupy hydrolaz i s3 naturalnie odpowiedzialne za hydrolize tréjglicerydédw w organizmach
rywych. W poréwnaniu z innymi enzymami wykazuja one stosunkowo wysoka stabilnodé
w srodowisku organicznym pozwalajac na przeprowadzanie procesdw w  wysokich
temperaturach (nawet do 120 °C) i w szerokim zakresie pH. Dzieki temu lipazy zyskaly znaczace
maczenie w wielu gateziach przemystu chemicznego, takich jak: produkcja farmaceutykdw,
tekstyliow, biopaliw, polimerdw, surfaktantow czy w przemysle spozywczym oraz
piekarniczym .72 Biatka te wykazuja zdolnos¢ katalizowania reakcji na granicy faz olej-woda
dzieki zjawisku zwanemu ,aktywacja miedzyfazowa”. W przypadku wiekszodci lipaz centrum
aktywne jest osloniete zewnetrznie hydrofilowym, a wewnetrznie hydrofobowym wieczkiem.
W Srodowisku hydrofobowym wieczko to czedciowo sie otwiera, odslaniajac centrum aktywne,
ktére staje sie bardziej dostepne dla substratéw, co zwieksza efektywnosé katalizy. *2°

Na aktywnosc¢ i stabilnosc lipaz w procesach organicznych wplywa wiele czynnikow,
z ktorych najwainiejszym jest obecnos$é niezbednej ilosci wody umozliwiajacej lipazom
utrzymanie katalitycznej konformacji w srodowisku hydrofobowym. Przekroczenie optymalnej
iloéci wody powoduje natomiast szybszg dezaktywacje biatka.?*

ledna 7z metod zwiekszenia stabilnosci lipaz w zmiennych warunkach procesu jest ich
immuobilizacja na stalej matrycy poprzez oddzialywania fizyczne (adsorpcja, pulapkowanie) lub
wigzania chemiczne (zwigzanie kowalencyjne z nosnikiem, sieciowanie). Czesto immobilizacja
enzymow nie tylko zwieksza ich stabilnosé podczas procesu, ale takle powoduje wzrost ich
aktywnosci, selektywnosci, odpornosci na uszkodzenia mechaniczne i termiczne oraz umotiliwia
fatwy zawrdt do kolejnego cyklu reakcyjnego. Najpopularniejszg z metod immobilizacji
enzymow jest adsorpcja fizyczna na nosniku ze wzgledu na niski koszt i prostote procedury.
Istotnym aspektem podczas immobilizacji danego biatka jest dobdr wlasciwego nosnika, ktory
powinien charakteryzowac sie odpornosdcia mechaniczng i termiczng, dobrze rozwinieta

powierzchnig wiasciwg | porowatoscia oraz mozliwoscia modyfikacji powierzchni.?>*
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ledng z najskuteczniejszych metod stabilizacji lipaz jest fizyczna immobilizacja na
hydrofobowej matrycy, ktéra jednoczesnie zwieksza ich aktywnos¢ dzieki mechanizmowi
aktywacji miedzyfazowej.”™=?" W zwigzku z tym najczesciej wybieranymi matrycami do
immobilizacji lipaz s3 materialy weglowe (np. wegiel aktywny, nanorurki weglowe) lub
materialy polimerowe (np. poli{metakrylan metylu-co-diwinylobenzen)).222* W niektdrych
przypadkach, ze wzgledu na korzystniejsza cene oraz korzystniejsze wlasciwosci strukturalne,
do immobilizacji lipaz wybiera sie materialy hydrofilowe, takie jak krzemionka. Obecnos¢ grup
hydroksylowych na powierzchni krzemionki umoiliwia jej funkcjonalizacje czasteczkami
hydrofobowymi, takimi jak n-alkilotrietoksysilany lub ciecze jonowe, co zapewnia efektywna

immobilizacje lipaz (Rysunek 6).2%*
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Rysunek 6. Chemiczna funkcjonalizacja materialéw krzemionkowych grupami alkilowymi.

Ciecze jonowe odgrywajg istotng role w procesie stabilizacji enzymdw. Struktura ILs
przypomina siec, w ktdrej kationy i aniony sa polaczone za pomoca wiazan wodorowych,
tworzac zardwno regiony polarne, jak i niepolarne. Biatka zajmuja hydrofilowy obszar
supramolekularnej sieci ILs, ktory jest stabilizowany przez silne interakcje jonowe. Interakcja
miedzy enzymami a ILs odgrywa kluczows role w stabilizacji zlozonej, trojwymiarowej struktury
biatek. Kluczowe wilasciwosci ILs, ktdre wplywajg na aktywnosc enzymatyczng, to: polarnosc,
hydrofobowosé, nukleofilowosé anionu, diugosc fanicucha alkilowego w kationie, zdolnos¢ do
tworzenia wigzan wodorowych oraz lepkosc. Najpopularniejszymi Ils  stosowanymi
w stabilizacji lipaz sg zwigzki oparte o kation imidazoliowy i aniony, takie jak: chlorkowy Cl,
bis(trifluorometanosulfonowy)imidkowy  [NTf:], dietylosiarczanowy (VI}  [Etz504],
heksafluorofosforanowy [PFg] i tetrafluoroboranowy [BF,] (Rysunek 7).2%!
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Rysunek 7. Struktury cieczy jonowych stosowanych w stabilizacji enzymdw.

Interesujacym podejéciem jest potaczenie techniki immobilizacji biatek z ich stabilizacja
w Srodowisku IL. W tej metodzie moizna wyrdznic cztery rozne techniki (Rysunek 8). Pierwsza
z nich polega na fizycznym unieruchomieniu enzymu na nosniku, na ktérym wczesniej zostata
raadsorbowana ciecz jonowa (SILP), natomiast gdy biatko zostanie fizycznie unieruchomione na
nosniku chemicznie zmodyfikowanym ciecza jonowa, proces ten okresla sie jako SILLP. Réinica
w syntezie opisanych nosnikdw polega na odmiennym podejsciu do unieruchomienia cieczy
jonowej na matrycy: dla SILP jest to sposdb fizyczny, a dla SILLP poprzez wigzanie kowalencyjne.
Inne rozwigzanie zaklada unieruchomienie enzymu na stalej matrycy, ktdra nastepnie jest
pokrywana warstwg cieczy jonowej (2 ang. Solid Catalyst with lonic Liquid Layer, SCIL), a ostatnia
technika polega na przylaczeniu enzymu, poprzez wigzanie kowalencyjne, do grup cieczy
jonowej, ktdre sg chemicznie osadzone na stale] matrycy (2 ang. Supported lonic Liquid Catalyst,
S5ILC). Wykorzystanie nosnikdw modyfikowanych cieczami jonowymi do immaobilizacji lipaz
minimalizuje ryzyko wymywania enzymow z matrycy, a dzieki zdolnosci cieczy jonowej do
utrzymania aktywnej konformacji lipazy, mozna znaczgco poprawic aktywnosé, stabilnodc

i moiliwosé wielokrotnego uzycia immobilizowanych enzymaéw. 2332
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Rysunek 8. Techniki stabilizacji enzymow na nosnikach modyfikowanych cieczami jonowymi.

W pracy przegladowej pt.: , lonic Liguids for Development of Heterogeneous Catalysts
Based on Nanomaterials for Biocatalysis” zaprezentowatam przeglad literatury dotyczacej
zastosowania fizycznie immobilizowanych enzyméw na nosnikach typu SILP i SILLP jako
biokatalizatorow w syntezie organicznej. Przedstawitam metody immobilizacji enzymdw na
materiatach modyfikowanych ILS, opisatam czynniki wplywajace na stabilizacje enzymdw w ILs
oraz przyklady zastosowania biokatalizatoréw typu SILP i SILLP w reakcjach syntezy organicznej
ze szczegolnym  wyrdinieniem noénikéw opartych o nanomaterialy.®® Dodatkowo
przedstawitam krytyczne spojrzenie na zastosowanie biockatalizatoréw typu SILP i SILLP
naukowym pt.:  Supported lonic Liquid Phase for Biocatalysis: The Current Applications,
Synthesis and Prospects”. Kluczowym aspektem dotyczgcym ukladdw biokatalitycznych typu
SILP i SILLP jest ocena cyklu Zycia, analiza egzergii oraz analiza energetyczna. To cenne narzedzia
do oceny wplywu na sSrodowisko opracowanej technologii oraz zréwnowazonego rozwoju
powinny zostaé uzywane do oceny kazdego biokatalizatora typu SILP i SILLP.

Podsumowujac, wpisujac sie w nurt transformacji przemysiu chemicznego w kierunku
zrownowazonych technologii i poszukiwania nowych, wysoce selektywnych, aktywnych
i stabilnych ukladéw katalitycznych dla proceséow z sektora lekkiej syntezy organicznej,
w ramach pracy doktorskiej zaprezentowalam nowe uklady katalityczne (Tabela 1), ktdre

zostaty wykorzystane w modelowych procesach syntezy zwigzkow z grupy fine chemicals.
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Tabela 1. Nowe uktady katalityczne opracowane w ramach pracy doktorskiej zastosowane
w wybranych procesach chemicznych.
Lp. Katalizator (skrét) Reakcja modelowa System
1 Katalizator typu SILLP oparty o trifloglinianowg Cykloaddycja Dielsa- Okresowy
ciecz jonowg oraz krzemionke Aldera oraz ciggly

(SILLP{1)/[tespmim][OTF-Al{OTf):])™=

2 Biokatalizator typu SILLP oparty o lipaze Rozdzial kinetyczny Okresowy
z Aspergillus oryzoe oraz materialy krzemionkowe  racematu ibuprofenu
(5i02/Mg{1:1)/[tespmim][NTf.)/LAD)™*

3 Biokatalizator oparty o lipaze z Aspergillus oryzoe  Estryfikacja alkoholu Okresowy
oraz hybrydowy material krzemionkowy furfurylowego i wyiszych  oraz ciggly
modyfikowany grupami alkilowymi kwasow tluszczowych
(MgO-5i0.-C8-LAD)™

Zaprojektowane przeze mnie katalizatory heterogeniczne oparte sg o fazy aktywne
sktadajgce sie z kwasowych cieczy jonowych typu Lewisa lub lipaz oraz ich nosniki w postaci
materiatdéw krzemionkowych. Ich potencjat katalityczny zostal zaprezentowany zardwno
w uktadach reakcyjnych cigghych jak i okresowych.

W szczegdlnosci w ramach niniejszej pracy doktorskiej opracowaltam nastepujgce uklady
katalityczne (Tabela 1):

- katalizator typu SILLP oparty o imidazoliowa trifloglinianowa ciecz jonowa oraz

mezoporowaty krzemionke o hierarchicznej strukturze pordw zastosowany

w cykloaddycji Dielsa-Aldera bezwodnika maleinowego i innych diendw w ukiadzie

okresowym oraz ciaglym,*®

biokatalizator typu SILLP oparty o lipaze z Aspergillus oryzae oraz hybrydowe materiaty

krzemionkowe zastosowany w rozdziale kinetycznym racematu ibuprofenu poprzez

enancjoselektywna estryfikacje w ukladzie okresowym,*®

biokatalizator oparty o lipaze 2z Aspergillus oryzae oraz hybrydowy materiat

krzemionkowy modyfikowany grupami oktylowymi zastosowany w estryfikacdji alkoholu

furfurylowego i wyzszych kwaséw tluszczowych w ukiadzie okresowym oraz ciaglym.™’

W wyniku realizacji pracy doktorskiej powstaly dwie prace przegladowe,**? komentarz
naukowy* (opisane powyzej) oraz 3 publikacje opisujace wyniki badan.***’ Ponizej zostana
przedstawione najwainiejsze osiggniecia uzyskane w ramach publikacji wynikdw badarn.
S5zczegdtowe informacje znajduja sie w zalaczonych do przewodnika publikacjach.
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Il OMOWIENIE WYNIKOW

1. Synteza, charakterystyka oraz zastosowanie katalizatora typu SILLP opartego
o trifloglinianowa ciecz jonowa i krzemionke o multimodalnej porowatosci

w reakcji Dielsa-Aldera w systemie okresowym oraz cigglym.

Wprowadzenie metalu (np. Al, Fe, 5n, In) do struktury cieczy jonowej zapobiega jego
wymywaniu sie podczas procesu, dzieki czemu otrzymywane s3 produkty o wysaokiej czystosci,
co jest istotnym aspektem w szczegdlnosci w syntezie farmaceutykdw. Dotychczas stosowane
i szeroko opisane w literaturze chlorometaliczne ciecze jonowe wykazywaly nisk3 stabilnosc
hydrolityczna.***23? Poszukiwania stabilniejszych Ils na bazie metali doprowadzity do
opracowania trifloglinianowych odpowiednikéw chlorometalicznych ILs. 372
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Rysunek 9. Schemat syntezy imidazoliowe] trifloglinianowe] cieczy jonowe] (A).
Prawdopodobne struktury aniondw wystepujace w trifloglinianowej cieczy jonowej, blisko
maksymalnego stezenia of Al{OTf)s: [Al{OTT)1]* and [AL(OTH) 4> (B).

Trifloglinianowe ILs otrzymuje sie w reakcji kompleksowania triflanu glinu i triflanowe]
imidazoliowej cieczy jonowej, np. triflanul-etylo-3-metyloimidazoliowyego w 85 °C, przy
utamku molowym triflanu glinu w cieczy jonowej Al(OTf): wynoszgcym 0,15 lub 0,25 (Rysunek
9A). Wczesniejsze badania prowadzone w nasze] grupie wykazaly, ze trifloglinianowe ILs
sktadajg sie z szesciokrotnie skoordynowanego atomu glinu w wielokrotnie natadowanych,
oligonuklearnych kompleksach anionowych, wykazujgcych réine sposoby mostkowania anionu
triflanowego (Rysunek 9B). Kwasowosd Lewisa trifloglinianowych IL zostala zmierzona za
pomocg wyznaczenia liczby akceptorowej Gutmanna (AN), ktdra klasyfikuje je jako kwasy
Lewisa o éredniej mocy (AN = ok. 65).*

Trifloglinianowe ILs zostaly juz wykorzystane w katalizie, w szczegdlnoscei ich fizycznie
immobilizowane na wielosciennych nanorurkach weglowych formy zostaly uzyte w syntezie
chromandw otrzymujac wysokie wartosci konwersji  2,4-dimetylofenolu (99%) oraz
selektywnosci do 2,2-dimetylo-2,4-dimetylochromanu (84%).*° Ten sam ukfad katalityczny
wykorzystano do produkgji lewulinianu butylu z laktonu a-angelika obserwujac peine
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przereagowanie surowca oraz 100% selektywnosici otrzymywania estru.® W poprzednich
badaniach prowadzonych z moim udziatem, trifloglinianowa IL zostafa unieruchomiona za
pomocyg wigzan kowalencyjnych na powierzchni krzemionki oraz hybrydowych materiatow
krzemionkowych (Ca0-5i02, MgO-5i0:) i zastosowana w aminolizie epoksydow w systemie
okresowym oraz cigglym. W obecnosci katalizatora SILLP opartego na MgO-Si0: osiggnieto
81,1% przereagowania tlenku styrenu z selektywnoidcia do 2-anilino-1-fenyloetanolu
Wwynoszaca 95,9% w ciagu 72 h w ukladzie przeplywowym.

Celem niniejszych badan bylo opracowanie optymalnej metody chemicznej
immobilizacji imidazoliowych trifloglinianowych ILs na powierzchni krzemionki dla uzyskania

stabilnego uktadu katalitycznego o duzym potencjale aplikacyjnym.

1.1. Synteza i charakterystyka katalizatora typu SILIP opartego o imidazoliowa

trifloglinianowa ciecz jonowg i krzemionke o multimodalnej porowatosci.

We wczesniejszych doniesieniach literaturowych zauwaiono, e podczas
unieruchamiania chloroglinianowych ILs za pomoca grup trietoksysililowych zlokalizowanych
w kationie 1 nastepczego kompleksowania anionu juz na powierzchni nosnika poprzez
dodawanie chlorku glinu, jako ubocznie moga tworzy¢ sie wiazania miedzy glinem a tlenem
znajdujacym sie na powierzchni krzemionki | wewnatrz jej pordw. Prowadzi to do
bezposredniego przywigzania AICl; do powierzchni krzemionki, co obniza aktywnosd
powstatego katalizatora. ¢

W zwigzku z powyzszym gléwnym celem tej czedci badar w ramach pracy doktorskiej
bylo ustalenie optymalnej kolejnosci etapow stosowanych w syntezie ukladéw typu SILLP
z wykorzystaniem trifloglinianowych cieczy jonowych (Schemat 1).

Do badari wybralam krzemionke o multimodalnej hierarchicznej strukturze pordw
z makroporami, malymi mezoporami o srednicy 4 nm i wigkszymi o rozmiarze 36 nm oraz
powierzchni wlasciwej rownej 284,2 m’g . Wybdr tego typu materiatu byt uzasadniony jego
dobrze rozwiniets powierzchnia wlasciwg zapewniajacg efektywng immobilizacje
trifloglinianowych ILs. Dodatkowo wysoce rozbudowana porowatosc multimodalnej krzemionki
usprawnia transport masy podczas katalizy oraz intensyfikuje mieszanie i przeplyw reagentdow
przez materiat poprawiajgc wlasciwoici katalityczne w systemie przeplywowym. Krzemionka do
prowadzonych przeze mnie badan zostala zsyntezowana przez Panig dr hab. inz. Katarzyne

Szymariska, prof. Politechniki Slaskiej.
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Schemat 1. Synteza katalizatorow typu SILLP (1-3) za pomoca trzech réznych Sciezek.

W kazdej wybranej przeze mnie sciezce (Metoda 1-3) otrzymywania katalizatora (SILP
1-3) wykorzystalam jako pierwszy etap synteze [tespmim]Cl w celu wprowadzenia grupy
trietoksysililowe] do struktury cieczy jonowej] pelnigcej funkcje facznika z grupami
hydroksylowymi na powierzchni krzemionki. Dla wszystkich metod zastosowalam ciecz jonowa
zawierajacg odpowiednig ilosc triflanu glinu, yAI|OTf)z = 0,15 (ufamek molowy Al(OTf): uzyty do
kompleksowania anionu [OTf]), aby zaprojektowac katalizator o éredniej sile kwasowosci
Lewisa. Zawartos¢ przywiagzanej IL oraz Al(OTf): do materialu krzemionkowego zostala
oznaczona za pomocy analizy termograwimetrycznej (TGA).

Pierwsza metoda (Metoda 1) syntezy SILLP (1) polega na tym, Ze w pierwszym kroku
sytezuje sie trifloglinianowa ciecz jonowa ([tespmim][OTf-Al(OTf)s], yA{OTf): = 0,15), poprzez
wymiane anionu [tespmim]Cl z triflanem srebra (1:1, n/n), reakcje kompleksowania 2 triflanem
glinu (xAl{OTf): = 0,15) w temperaturze 95 “C. W nastepnym kropku- nastepuje chemiczna
immobilizacja IL na powierzchni krzemionki w toluenie w temperaturze 90 °C (zawartos¢ IL 25,3
wt%). Nastepne podejécie (Metoda 2 do syntezy SILLP (2)) zaklada najpierw synteze
[tespmim][OTf], nastepnie chemiczng immobilizacje cieczy jonowe] na powierzchni krzemionki
(zawartosc IL 19,2 wt%) i kolejno kompleksowanie anionu poprzez dodanie triflanu glinu
(xAl(OTf)z = 0,15) w acetonitrylu w temperaturze 95 °C (zawartosc IL 19,2 wt%). Metoda 3

syntezy SILLP (3) polega na bezposrednim przywigzaniu [tespmim]Cl do powierzchni krzemionki
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(zawartosc IL 19,7 wt%), nastepnie wymianie anionu chlorkowego na triflanowy poprzez
dziatanie LIOTf w octanie etylu (zawartosc IL 19,7 wit%), kornczac na kompleksowaniu z triflanem
glinu (xAl(OTf)z = 0,15) w acetonitrylu w temperaturze 95 °C (zawartosc IL 19,7 wt%). Wszystkie
trzy metody prowadzily do otrzymania materiatow SILLP o wiasciwosciach katalitycznych. Dla
dalszych celéw poréwnawczych zsyntezowalam rowniez triflan glinu przewigzany do
krzemionki (5i0;-Al(OTf):) poprzez rozpuszczenie w acetonitrylu | mieszanie w temperaturze
90 °C (zawartos¢ Al(OTf)z 36,5 wt¥%) z nastepczym saczeniem. W Tabeli 1 przedstawiono
charakterystyke zsyntezowanych materiatow.

Tabela 2. Charakterystyka zsyntezowanych materiatdw typu SILLP i krzemionki o multimodalne;]
porowatosci.

Al steienie Al steienie

Seer, Ve, IL zawartosdd,
Matersl L g () (wkeoss Cmenore) (eoretcane
Si0; 2842 1,12 36 3 - g
SILLP (1) 925 0,55 28 253 1,14 1,18
SILLP (2) 113,7 0,59 28 19,2 1,70 1,79
SILLP (3) 108,7 0,61 28 19,7 1,74 1,83

*analizowane za pomocg TGA, odchylenie standardowe z 3 prib; "analizowane za pomoca ICP, odchylenie standardowe z 3
prob.

W celu dokonania pelnej charakterystyki otrzymanych materiatdw typu SILLP zostaty
przeprowadzone nastepujgce analizy: analiza termograwimetryczna, analiza atomowej
spektrometrii emisyjnej (ICP), analiza adsorpcji — desorpcji metodami Barrett-loyner-Halenda
(BJH) i Brunauer-Emmett-Tellera (BET), analiza skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM)
sprzefone] z spektrometria dyspersji energii promieniowania rentgenowskiego (EDX) oraz
analiza spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego ciala stalego krzemu (¥Si MAS
NMR). Zawartos¢ [tespmim][OTf-Al(OTf)s], xAl(OTf): = 0,15 unieruchomionej na krzemionce
o multimodalnej porowatosci zostala zmierzona za pomocg TGA (Tabela 2). Najwyisza
zawartosc IL uzyskano dla SILLP (1) wynoszaca 25,3 wit%%, podczas gdy dla SILLP (2) i SILLP (3)
wartosci wynosity odpowiednio 19,7 wit% 1 19,2 wt%. Analiza ICP réwnie? potwierdzita wysoka
efektywnosdé kompleksowania triflanu glinu z anionem IL niezaleznie od stosowanej metody
syntezy SILLP (Tabela 2). Mniejsze zawartosci IL w przypadku SILLP (2-3) moga sugerowad
mniejsze powinowactwo kankretnych cieczy jonowych (w zaleinosci od budowy anionu, CI- lub

[OTf]') do powierzchni krzemionki, co utrudnito ich immobilizacje.

Politechnika
@ Slaska

str. 23



Anna Wolmy Projektowalne ukiady katalityczne dla sektora lekkiej syntezy organicznej

Po unieruchomieniu IL na powierzchni krzemionki zaobserwowalam obnizenie
powierzchni wiasciwej BET we wszystkich materiatach SILLP, co potwierdza obecnosé IL na
powierzchni nosnika (Tabela 2). Modyfikacja krzemionki o multimodalne] porowatosci ciecza
jonowa doprowadzita do zmniejszenia rozmiaru i objetosci pordw, co potwierdzilam za pomoca
analizy BJH. Krzemionka wykazuje mate mezopory (4 nm), wieksze mezopory (36 nm) zgodnie
z diagramem rozkladu wielkosci pordw oraz makropory widoczne na obrazach SEM.
W przypadku materiatow SILLP (1—3) widoczne s3 wieksze mezopory wraz z makroporami.
Izotermy adsorpcji-desorpcji dla krzemionki i SILLP (1-3) wykazuja podobny charakter typu IV,
typowy dla materialdw mezoporowatych, co stanowi dowdd na zachowanie charakterystyki
materiatlu pomimo modyfikacji. Dobrze rozwinieta porowatosc SILLP (1-3) jest wyraZnie
widoczna na obrazach SEM, uzupetnionych analizami EDX, ktore pokazujg obecnosc nowych
pierwiastkow, takich jak Al, C, N, 5, na powierzchni materiatu.

Chemiczne przywigzanie [tespmim][OTf-Al{OTf):], xAOTf)s = 0,15 do powierzchni
krzemionki zostalo potwierdzone za pomoca 2°Si MAS NMR. Widma MAS NMR wskazuja na
zanik sygnatéw pochodzacych od grup (5i0)25i-(OH)z i (Si0)35i-OH oraz pojawienie sie nowego
sygnatu przy —66 ppm.

1.2. Badanie wphywu wybranych parametrow na przebieg reakcji Dielsa-Aldera w obecnosci
katalizatora typu SILLP w ukladzie okresowym.

Aktywnosé katalityczna heterogenicznych materiatow typu SILLP (1-3) zostafa przeze
mnie przetestowana w modelowej reakcji Dielsa-Aldera pomiedzy berwodnikiem maleinowym
(MA) a izoprenem (Schemat 2). Cykloaddukty powstajgce podczas reakeji Dielsa-Aldera s3
glownie wykorzystywane jako pdlprodukty w produkcji farmaceutykow, agrochemikalidw,
aromatdw, zapachow, surfaktantéw lub polimeréw pochodzenia biologicznego.*** Reakcja
Dielsa-Aldera jest razwyczaj przeprowadzana przy ulyciu szkodliwych rozpuszczalnikow
organicznych i czesto wymaga diugich czasow reakcji oraz podwyZszonego cisnienia.*>*’

Stosujac wszystkie typy katalizatorow SILLP 13 uzyskalam bardzo wysokie wartosci
konwersji MA wynoszace 97,5% po 180 min ze 100% selektywnoscig do cykloadduktu (Tabela
3). Aktywnosc katalityczna tych zwigzkow nie rdznila sie od aktywnosci wolnej immobilizowanej
cieczy jonowej. Dodatkowo w poréwnaniu do triflanu glinu oraz immobilizowanego triflanu
glinu, opracowane katalizatory wykazywaly wyZsza aktywnosé w badanym procesie. WyiZsza

zawartosc fazy aktywnej na krzemionce o multimodalnej porowatosci (36,5 wt%) spowodowata
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pogorszenie przeptywu wolnych reagentéw przez material, a w konsekwencji do spadku

wydajnosci katalitycznej Si0-Al{OTH)s..

0 i /
/|
TN
- E‘ll-m.-:-- (L)
[4]
o 4 / SILLP
acetonitryl, 200°C.
180 min
0 L8]
Bezwodnik maleinowy lzopren Bezwodnik

4-metylo-d-cyklohekseno-1,2-dikarboksylowy

Schemat 2. Schemat reakcji modelowej Dielsa-Aldera zachodzacej w obecnosci opracowanego
katalizatora typu SILLP.

Tabela 3. Wplyw struktury katalizatoréw opartych na Al[OTf); na aktywnos¢ katalityczng
w reakcji modelowej Dielsa-Aldera.

Katalizator Czas (min) Konwersja MA (%)
SILLP (1) 180 97,45
SILLP (2) 180 97,31
SILLP (3) 180 97,45
Si0-AllOTT); 240 91,17
[tespmim][OTE-AKOTF)3)] 180 95,57
Al(OTf); 240 84,01

Warunki reakdi: izopren 3 mmol, MA 2 mmol, acetonitryl 05 ml, katalizator SILLP (1-3), SiO-ANOTE):, AOTT): lub
[tespmim][OTF-AOT:)] 0,1 mol% Al(OTT): wzgledem MA, 20 "C. Konwersie MA analizowatam za pomoca chromatografii
gazowej GC.

Biorgc pod uwage brak réinic w aktywnosci katalitycznej pomiedzy otrzymanymi
materiatami SILLP (1-3) na tym etapie badan, wybratam SILLP (1) do dalsze] optymalizacji
warunkdw reakcji. Zastosowanie wyiszej temperatury (40 °C) doprowadzito do niemal petnej
konwersji (97,8%) MA po 120 min, natomiast zaobserwowalam pojawienie sie ciemnej barwy
w mieszaninie reakcyjnej, prawdopodobnie wynikajgcej z czesciowe] polimeryzacji
nadmiarowego izoprenu. Badania doboru rozpuszczalnika koniecznego do rozpuszczenia
stalego bezwodnika maleinowego obejmowaly zastosowanie: acetonitrylu, dichlorometanu
i octanu etylu, gdyz MA nie rozpuszcza sie w toluenie, heksanie, cykloheksanie, izopropanolu
i eterze dietylowym. Podobne stopnie przereagowania MA uzyskano przy ufyciu acetonitrylu

i dichlorometanu (97,5% po 180 min), a dla octanu etylu konwersja MA wyniosta 89,4% po
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180 min. Ze wzgledu na koniecznoic eliminacji chlorowanych rozpuszczalnikow w trakcie
projektowania zielonych technologii do dalszych badan uzywalam acetonitrylu. Badania nad
wplywem ilodci rozpuszczalnika na konwersje MA wykazaly, Zze 0,5 ml acetonitrylu jest
optymalng ilodcig stosowana na 2 mmol bezwodnika maleinowego (4 mmolmL?). Mnigjsze
ilodci utrudnialy efektywne mieszanie reagentow ze wzgledu na duzg objetosé katalizatora.
MNastepnie okreslifam wplyw stosunku molowego MA do izoprenu na jego konwersje.
Majkorzystniejszy wynik uzyskalam przy stosunku molowym 1:1,5 MA: izopren. Dalsze
zwiekszenie ilosci izoprenu nie wplywalo na rwiekszenie stopnia konwersji MA. Finalnie
zbadatam wplyw ilosci katalizatora na przebieg reakcji modelowej. Otrzymane wyniki wskazaty,
7e zastosowanie 0,1 mol% AlOTf): na 2 mmol MA wystarcza do osiagniecia 97,5%
przereagowania MA w 1B0 min. Mniejsze ilosci nie byly wystarczajace, aby uzyskat prawie
petna konwersje substratu.

100 4 ‘
1] IMI—I—IJ ‘ T |
1 2 3 4 5 6 T 8 9 10
Nr cyklu

& 2 8

Konwersja (%)

8

Wykres 1. Badanie zawrotu katalizatoréw SILLP (1-3) oraz Si0:-Al{OTf): w reakcji modelowej
Dielsa-Aldera (SILLP (1) — niebieski; SILLP (2) — rézowy; SILLP (3] — fioletowy; Si0;-Al{OTf); —
#otty). Warunki reakcji: izopren 3 mmol, MA 2 mmol, acetonitryl 0,5 mL, katalizator SILLP {1-3)
lub 5i0;-Al{0TT)2 0,1 mol% Al(OTT): wzgledem MA, 20 °C, czas procesu 180 min. Konwersje MA
analizowatam za pomocg GC.

Kolejnym krokiem bylo wykazanie stabilnodci otrzymanych katalizatordw SILLP w 10
kolejnych cyklach reakcji Dielsa-Aldera w opracowanych warunkach. Po kazdym zakoriczonym
cyklu katalizator byt odfiltrowywany, przemywany acetonitrylem, suszony na linii Schlenka
i wykorzystywany ponownie. Tym razem roznice w aktywnosci katalitycznej byly wyraine, co

pokazato znaczenie kolejnosci etapdw modyfikacji powierzchni krzemionki trifloglinianowa
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cieczg jonowa (Wykres 1). Najwyisza stabilnosc wykazal materiat SILLP (1), ktory utrzymywat
aktywnos¢ we wszystkich badanych cyklach. SILLP (2) i SILLP (3) zaczely traci¢ aktywnosc
w piatym cyklu reakcji, a konwersja MA po 180 min spadia odpowiednio do 91,1% i 90,9%.
Warto podkreslic, ze oba materialy zostaly zsyntezowane z kompleksowaniem triflanu glinu po
immobilizacji IL ([tespmim][OTf] dia SILLP (2) lub [tespmim]Cl dia SILLP (3)) na powierzchni
krzemionki. Moze to wskazywacd, ze niektdre czgsteczki triflanu glinu zostaly unieruchomione
bezposrednio na powierzchni krzemionki i czesciowo reakcja kompleksowania nie miala
miejsca, badi niektdre fragmenty [tespmim][OTf]-Al(OTf)z, xAl{OTf): = 0.15 zostaly wymyte
z matrycy nosnika (zawartosc IL wyniosfa 10,8 wt% dla SILLP (2) i 9,2 wt% dla SILLP (3) po
czwartym cyklu). Katalizator SILLP (1) zachowat prawie takg samg ilosc IL (25,1 wt%,) jak przed
recyklem (25,3 wt%). Przeprowadrone przez mnie badania zawrotu katalizatordw wykazaty
takie, ze wprowadzenie triflanu glinu do struktury cieczy jonowej zwieksza jego stabilnosé
i zapobiega wymywaniu z materialu. Potwierdzily to préby zawrotu SiOz-Al(OTf)s, gdzie triflan
glinu jest bezposrednio zwigzany z powierzchnig. Dia tego katalizatora konwersja MA wyniosta
jedynie 82% po 180 min w trzecim cyklu reakcyjnym.

Podsumowujac, najbardziej stabilnym ukiadem katalitycznym byt SILLP (1) otrzymany
w nastepujacej sekwencji reakcji: synteza trifloglinianowej cieczy jonowej, a nastepnie jej
chemiczne zwigzanie z powierzchnig krzemionki.

Waznym aspektem w trakcie opracowywania technologii jest rowniez uniwersalnoscé
badanego ukladu katalitycznego. Przeprowadzitam szereg reakcji cykloaddycji z zastosowaniem
roznych diendw (np. izopren, cyklopentadien, B-myrcen, ocimen) i dienofili (np. bezwodnik
maleinowy, akrylan metylu, akrylan etylu) w obecnosci katalizatora SILLP (1). Uzyskano
catkowite konwersje w czasie 1-300 min w temperaturze 20 °C, gdzie konwersja badanych

substratow miescila sie w zakresie 80,2-98,7 %.

Politechnika
'@ ‘ Slaska
str. 27



Anna Wolmy Projektowalne ukiady katalityczne dla sektora lekkiej syntezy organicznej

1.3. Transformacja procesu Dielsa-Aldera przebiegajacego w obecnosci katalizatora typu

SILLP z systemu okresowego na ciggly.

Na podstawie obiecujacych wynikow uzyskanych w ukiadzie okresowym opracowany
katalizator trifloglinianowy SILLP (1) zostal przetestowany w trybie ciaglym. Eksperymenty
przeprowadzalam w pelni zautomatyzowanym kolumnowym reaktorze przeptywowym Syrris
Asia, wyposazonym w dwie pompy. Pompa A pompowala roztwor bezwodnika maleinowego
w acetonitrylu, podczas gdy pompa B — izopren. Strumienie reagentdw byly faczone
w standardowym mikserze typu T, a nastepnie byly kierowane do reaktora kolumnowego

wypetnionego 0,3 g materiatu SILLP (1) (Wykres 2).
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Wykres 2. Stabilnoé¢ katalityczna SILLP (1) w cykloaddycji Dielsa-Aldera miedzy MA
a izoprenem w systemie przeplywowym. Warunki reakcji: izopren 0,007 mLmin~, MA 0,023
mLmin? (2 M w acetonitrylu), katalizator SILLP (1) 0,3 g, 20 *C. Konwersje MA analizowatam za
pomoca GC.

Wphyw molowego stosunku substratdw na konwersje MA badatam w zakresie od 1:1 do
1:2,5 (MA : izopren) dla catkowitego przeplywu reagentéw wynoszacego 0,06 mlmin™.
Konwersja bezwodnika maleinowego rosta wraz z nadmiarem izoprenu az do osiagniecia
optymalnego stosunku molowego 1:1,5 MA do izoprenu. Dalsze zwiekszanie stosunku
molowego substratow nie prowadziio do wyzsze] konwersji MA. Wszystkie badania
optymalizacyjne prowadzitam przez 48 h, a ustalenie stanu stacjonarnego nastepowalo

w bardzo kritkim czasie).
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Wplyw czasu przebywania na konwersje MA okredlitam dla stosunku molowego
1:1,5 MA do izoprenu przy catkowitym przeplywie od 0,03 do 0,06 mLmin . WydtuZzenie czasu
przebywania z 18,3 do 36,7 min skutkowalo wyZsza wydajnoscig katalizatora, a konwersja
substratu wzrosla z okolo 78% do 97%. Bezposrednie pordwnanie czasow przebywania dla
systerndw okresowego i przeplywowego wykazalo lepsza efektywnosc syntezy w przeplywie.
We wszystkich przeprowadzonych eksperymentach w systemie cigglym zaobserwowatam
stabilng aktywnosc katalityczng co najmniej przez 48 h trwania procesu.

Wyjatkowa stabilnos¢ trifloglinaniowego materiatu SILLP (1) w testach okresowych
i przeptywowych skionita do badan nad dlugoterminowa stabilnoscia katalizatora. Eksperyment
przeprowadzitam w wyznaczonych korzystnych warunkach, przy stosunku molowym 1:1,5 MA
do izoprenu, przy catkowitym przeplywie 0,06 mLmin* w temperaturze 20 °C (Rysunek 7).
Opracowany katalizator SILLP (1) wykazal niezwykle stabilng aktywnosd, osiggajac 97%
konwersji MA przez 432 h 2 TOF (z ang. Turnover Frequency) wynoszacym 104,3 h™'. Wyjatkowa
aktywnos¢ katalizatora SILLP (1) w warunkach przeplywowych moZe byé wyjasniona
zastosowaniem krzemionki o multimodalne] porowatosci jako noénika dla IL. Wysoka
porowatosc krzemionki intensyfikowata mieszanie reagentdow i przeplyw przez materiaf,
poprawiajac wlasciwosci katalityczne.

Podsumowujgc, w przedstawionych badaniach wykazatam, Ze kolejnosé wprowadzania
fazy aktywnej na powierzchnie nosnika ma kluczowe naczenie. W ramach badan
przeprowadzilam optymalizacje syntezy katalizatora typu SILLP opartego o imidazoliowa
trifloglinianowg IL oraz krzemionke o multimodalnej porowatosci, co umoiliwito otrzymanie
wysoce aktywnego i stabilnego katalizatora. Metoda zakiadajgca poczatkowa synteze
trifloglinianowej cieczy jonowej, a nastepnie jej zwiazanie z powierzchnig krzemionki
(zawartosc IL 25,3 wt%) pozwolita na otrzymanie katalizatora, dla ktérego zaobserwowatam
konwersje MA wynoszaca 97% w dziesieciu cyklach reakcyjnych. Transformacja modelowe;j
reakcji Dielsa-Aldera na tryb ciggly doprowadzita do 97% konwersji MA przez 432 h
(TOF 104,3 h™"). W tej pracy, dzieki dokfadnemu przeanalizowaniu syntezy trifloglinianowych
rmateriatdw SILLP osiggnieto wysoce wydajny i stabilny katalizator, ktéry umoizliwit opracowanie

technologii syntezy cykloadduktdw Dielsa-Aldera w systemie okresowym oraz cigghym.
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2. Synteza, charakterystyka oraz zastosowanie biokatalizatora typu SILLP opartego
o lipaze z Aspergillus oryzae oraz hybrydowy materiat krzemionkowy
modyfikowany imidazoliowa ciecz jonowa w rozdziale kinetycznym racematu

ibuprofenu w systemie okresowym.

Projektowanie nosnikbw do immobilizacji lipaz, ktére zwiekszajg ich stabilnodd
i aktywnosé w procesie, stanowi obecnie kluczowy obszar badan. Unieruchomienie biatka na
stalej matrycy nie tylko poprawia jego wiasciwosci, ale takze umozliwia latwa separacje
z mieszaniny reakcyjnej oraz ponowne wykorzystanie w kolejnych cyklach reakeji, co jest
istotnym aspektem podczas syntezy farmaceutykow, ktdrych wysoka czystosc jest szczegdlnie
poigdana.! Wiele z nich nalety do zwiazkéw chiralnych, a ich przemystowa produkcja
poczatkowo prowadzi czesto do powstania racematow, czyli mieszaniny réwnych ilosci
molowych obu enancjomerow. W wiekszodci przypadkdw dwa enancjomery tego samego
zwiazku réinig sie od siebie pod wzgledem efektow terapeutycznych i toksykologii. Z tego
wzgledu enancjoselektywna konwersja chiralnych farmaceutykow jest przedmiotem istotnego
zainteresowania srodowiska naukowego.

Ibuprofen, lek przeciwbélowy i przeciwgorgczkowy, jest jednym 2z najbardziej
powszechnie stosowanych chiralnych farmaceutykdw. Dwa enancjomery ibuprofenu, (R)-(-)-
ibuprofen i (5)-(+)-ibuprofen, wykazujg znacznie rdinigce sie wiasciwosci farmakologiczne
i profile metaboliczne. Enancjomer (5)-(+)-ibuprofenu ma pozadane dziatanie farmakologiczne
ijest zdolny do inhibicji cyklooksygenazy (COX), podczas gdy (R)-{-)-ibuprofen nie jest
inhibitorem COX i odpowiada za intensyfikacje procesu zapalnego. Enancjomer (5)-{+)-
ibuprofenu jest 160 razy bardziej aktywny terapeutycznie niz (R)-{-)-ibuprofen, a dodatkowo
(R)-(-)-ibuprofen moze powodowad potencjalne skutki uboczne *34°

Rozdzial mieszaniny racemicznej ibuprofenu moie byc¢ osiggniety w rozdziale
kinetycznym poprzez enzymatyczng estryfikacje, wysokosprawna chromatografie cieczowg lub
krystalizacje diastereoizomeryczng. Rozdzial kinetyczny racematu ibuprofenu poprzez
estryfikacje polega na wykorzystaniu réinic w szybkosci reakcji enancjomerdw 2z alkoholem
w obecnodci enancjoselektywnego biokatalizatora. W zaleznosci od rodzaju lipazy moie ona
konwertowac (R)-{-)-ibuprofen do (R}-(-)-estru ibuprofenu lub (5)-(+)-ibuprofen do (5)-{+)-estru

ibuprofenu. Najwazniejszymi parametrami procesu jest wysoki nadmiar enancjomeryczny
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(z ang. enantiomeric excess, ee) oraz konwersja wynoszaca maksymalnie 50% (przy ee =
100%).3°

W wielu doniesieniach literaturowych ee czystego estru ibuprofenu osiggany byt na
poziomie znacznie ponizej 50% przy uzyskaniu wysokich wartosciach konwersji, podczas gdy
pozostate badania przedstawialy jedynie srednie wartosci ee, do 90% przy niskiej konwersji
enancjomeru ibuprofenu.>'=? Tylko trzy prace opisujg zaréwno wysoka konwersje jak i nadmiar
enancjomeryczny. W jednaj z nich uzyskano niemal catkowita konwersje (5)-(+)-ibuprofenu
(49,8%) z wysokim nadmiarem enancjomerycznym do (5)-{+)-enancjomeru estru ibuprofenu
(97,3%) przy uiyciu lipazy z Candida rugosa w postaci mikrokrysztalow jako katalizatora.
Podane wyniki otrzymano po 8 h trwania procesu prowadzonego w izooktanie z uzyciem 1-
izooktanolu.>* W innym doniesieniu literaturowym immobilizowana na krzemionce lipaza
z Candida rugosa umoiliwila uzyskanie 45% konwersji (5)-(+)-ibuprofenu do estru 1-
propylowego (ee = 96%) w 37 °C po 50 min.>* Interesujace wyniki otrzymano réwniez w
obecnosci esterazy (EST10) z Thermotoga maritima stabilizowanej w cieczy jonowej o anionie
[BF4]. Ester etylowy (S)-(+)-ibuprofenu zostat otrzymany z konwersjg wynoszaca 47,4% i ee
réwnym 96,6% w 75 °C po 10 h trwania procesu.>®

Aktywacja lipaz podczas procesu zachodzi na granicy faz-olej woda, dlatego kluczowe
jest zaprojektowanie nosnika o charakterze hydrofobowym w celu utrzymania aktywne)
konformacji biokatalizatora. Zastosowanie nodnika typu SILLP opartego o hydrofobowa ciecz
jonowa zapewnia efektywna immobilizacje biatka, stabilne i wysoce aktywne dzialanie enzymu
podczas reakcji oraz umoiliwia fatwe wydzielenie biatka z mieszaniny poreakcyjnej. Dodatkowo
wprowadzenie jonéw metali (np. Mg**, C3**, K') do ukiadu reakcyjnego czesto zwieksza
aktywnodc lipaz. 357

Celem niniejszych badan bylo opracowanie aktywnego ukladu biokatalitycznego
opartego o lipaze 2 Aspergillus oryzae (LAO) i krzemionkowych materiaiow SILLP do

efektywnego rozdziatu kinetycznego racematu ibuprofenu w systemie okresowym.
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2.1. Opracowanie i badanie wplywu wybranych parametréw na rozdziat kinetyczny

racematu ibuprofenu w obecnosci natywnej lipazy z Aspergillus oryzae.

W badaniach wstepnych przeprowadzilam optymalizacje warunkow prowadzenia
reakcji estryfikacji racematu ibuprofenu z dwukrotnym nadmiarem molowym 1-propanolu jako
modelowego alkoholu, uzywajac izooktanu jako rozpuszczalnika w obecnosci komercyjnie
dostepnego roztworu LAO (Schemat 3). Konwersja racematu ibuprofenu oraz nadmiar
enancjomeryczny enancjomeru (S)-(+#) lub (R)-{-) zostaly okreslone za pomoca chiralnej

wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC).

o :
- M L +

Racemat ibuprofenu {5)-{+)-Ester propylowy ibuprofenu {R}-{-)-Ibuprofen

Schemat 3. Enancjoselektywna estryfikacja racematu ibuprofenu z 1-propanolem w izooktanie.

Badania rozpoczelam od zbadania ilosci LAO niezbednej do konwersji racematu
ibuprofenu do estru z wysoka konwersja i selektywnoscia. Zwiekszenie ilosci LAD 2 0,50 do
1,0 mL spowodowato wzrost szybkosci reakcji, natomiast konwersja (5)-(+)-ibuprofenu nie byla
petna. Uiycie 1,5 mL LAO umozliwilo przeksztalcenie racematu ibuprofenu z konwersjg réwng
34,8% (ee = 99,9%) po 24 h oraz przereagowaniem wynoszacym 45,2% (ee = 99,9%) po 48 h.
Dalsze zwiekszenie ilosci LAO do 2,0 mL nie miato wphywu na wydajnosd i selektywnosd procesu.
Dla pordwnania reakcje przeprowadzitam w tych samych warunkach przy uzyciu lipazy
B z Candida antarctica przy uzyciu 1,5 mL enzymu, w wyniku czego uzyskano jedynie 11%
konwersji substratu po 48 h (z 26,1% ee do estru {R)-(-)-ibuprofenu).

Nastepnie zbadatam wplyw temperatury w zakresie od 15 *C do 40 °C. Zaobserwowatam
jedynie niewielki wzrost szybkosci reakcji, a konwersja osiagnela prawie 50% przy 40 °C,
natomiast ee gwaltownie spadio do B82% 2z powodu postepujacej dezaktywacji enzymu
w wyZszej temperaturze. Najbardziej korzystng temperaturg procesu jest 20 °C. Dalej
sprawdzitam wplyw rozpuszczalnika na szybkosc reakcji. Zadowalajgca konwersje i ee (ok. 90%)
uzyskano w takich rozpuszczalnikach jak heksan, cykloheksan i heptan. Dichloroetan,
acetonitryl i weglan propylu mialy negatywny wplyw na przebieg reakcji. Przetestowatam
réwniei dodatek hydrofobowej IL [bmim][NTf;] (bis(trifluorometanosulfonylojimidek 1-butylo-
3-metyloimidazoliowy) do izooktanu, co doprowadzifo do otrzymania obiecujgcych wynikdw
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(konwersja 46,9% i 90,4% ee po 48 h). Podsumowuijac, najlepsze wyniki uzyskano w izooktanie
(konwersja 45,2% i 99,9% ee po 48 h), gdzie system reakcyjny byt dwufazowy. Gérna faza
sktadata sie z rozpuszczalnika i reagentdw, a LAO tworzylo drugy faze. Dodatkowo, testy
dotyczace ilosci izooktanu uzytego do reakcji wykazaly, ze im bardziej steiona mieszanina
reakcyjna, tym niZsza uzyskiwana enancjoselektywnosc.

Odpowiedni dobdr alkoholu (C1-C4) ma znaczgcy wplyw na konwersje
i enancjoselektywnosd reakeji estryfikacji. Zastosowanie 1-butanolu i 1-propanolu prowadzito
do otrzymania konwersji oraz ee rownych odpowiednio 45,4% (ee = 99,9%) 1 45,2% (ee = 99,9%)
po 48 h. Uzycie metanolu lub etanolu do estryfikacji powoduje drastyczne obnizenie czystosci
produktu (ee ponizej 88% dia metanolu). Diuzszy faricuch alkoholu, a co za tym idzie,
zwiekszona hydrofobowosé substratu poprawia stabilnosé lipazy.

Na koniec zbadalam wplyw stosunku molowego ibuprofenu do 1-propanolu.
Rozciericzenie mieszaniny reakcyjnej alkoholem (1:4, n:n) spowodowato spowolnienie reakgji,
2 kolei zwiekszenie stefenia ibuprofenu (1:0,5, n:n) spowodowato obnizenie ee.

Podsumowujac te czesc badan, wykazalam wysoka wydajnos¢ dwufazowego ukladu
reakcyjnego w rozdziale kinetycznym racematu ibuprofenu w obecnosci roztworu LAD 7 wysoka
konwersja (5)-(+)-ibuprofenu wynoszacg 45,2% oraz ee rownym 99,9% w optymalnych
warunkach. Kolejnym krokiem bylo podjecie préby immobilizacji enzymu na nosniku typu SILLP
w celu umoiliwienia fatwej separacji biatka z mieszaniny poreakcyjnej oraz zwiekszenie jego

aktywnosci katalitycznej w badanym procesie.

2.2. Synteza i charakterystyka biokatalizatora typu SILLP opartego o lipaze z Aspergillus

oryzae oraz materiaty krzemionkowe modyfikowane imidazoliows cieczg jonowa.

W celu zaprojektowania odpowiedniego noénika typu SILLP dla enzymu LAO wybratam
rozne materialy krzemionkowe o zréznicowanych wiasciwosciach strukturalnych. W celu
poprawy wiasciwosci strukturalnych krzemionek s3 one czesto {gczone z tlenkami metali, w tym
m.in. tlenkiem magnezu, tlenkiem wapnia lub tlenkiem cyrkonu. Przygotowanie takich
materiatéw hybrydowych pozwala na tworzenie nosnikéw o bardziej rozwinietej powierzchni
wlasciwe] lub porowatosci, co poprawia ich wlasciwosci sorpcyjne. Funkcjonalnosd
przygotowanych lub komercyjnie dostepnych materialéw na bazie krzemionki wynika
w wiekszodci przypadkow z charakteru powierzchniowych grup silanolowych [=5i-0H) lub
innych (-Mg-OH, -Ca-OH, =7Zr-OH), ktore wykazuja wzglednie wysokie powinowactwo, np. do
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enzymow, a jednoczesnie poprawiajg ich aktywnosé i1 enancjoselektywnosé poprzez
oddziatywania elektrostatyczne i zmiany konformacji biatka®*>" Krzemionkowe materiaty
hybrydowe oparte o tlenek krzemu (Si0;) oraz tlenek magnezu (Mg0-5i0;), tlenek cyrkonu
(Zr02-5i0;), lub tlenek wapnia (Ca0-5i0:), zostaty dostarczone przez Pana dr hab. inz. Jakuba
Zdarte, prof. Politechniki Poznanskiej z grupy badawczej Pana prof. dr hab. ini. Teofila
lesionowskiego.

W kolejnym etapie ciecz jonowa zostata unieruchomiona na wezesniej przygotowanych
materiatach krzemionkowych poprzez grupy trietoksysililowe ziokalizowane w farfcuchu
alkilowym kationu IL (Schemat 4). W pierwszym kroku otrzymatam IL chlorek 1-metylo-3-
(trietoksysililopropylo)imidazoliowy ([tespmim]Cl) w reakcji 3-(chloropropylojtrietoksysilanu
z 1-metyloimidazolem. Nastepnie ciecz jonowa 7zostala kowalencyjnie przytaczona do
materialéw krzemionkowych i przeprowadzitam wymiane anionu CIF na [NTfi], co

typu
np. 5i02/Mg(1:1)/[tespmim][NTfz] (Schemat 4). Wymiane anionu na [NTf:]” przeprowadzitam

doprowadzito do otrzymania korficowych nosnikow SILLP,

ze wzgledu na doniesienia literaturowe, ktore wskazujg wyzsza aktywnosc lipaz w Srodowisku
IL z anionem bis(trifluorometanosulfonylo)imidkowym.®®* W Tabeli 3 przedstawitam

charakterystyke zsyntezowanych materiatow.
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Schemat 4. Chemiczna immobilizacja [tespmim][NTf] na powierzchni materiatéw
krzemionkowych.
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W celu dokonania pelnej charakterystyki otrzymanych materialdw typu SILLP zostaty
przeprowadzone analizy: TGA, analizy powierzchni wiasciwej BET, SEM, EDX oraz 2°Si MAS NMR.
Zawartos€ IL zostata oznaczona za pomoca TGA. Maksymalng ilodc cieczy jonowej przywigzane)
do nosnika uzyskano w reakcji 0,3 mmol IL na 0,3 g materialu krzemionkowego, np. dla MgO-
5i02 (1:1) 6,79 wt%. Zwiekszenie ilosci cieczy jonowej w procesie jej immobilizacji (z 0,3 mmol
do 0,5 mmol) nie spowodowato zwiekszenia ilodci IL na matrycy, natomiast zmniejszenie ilosci
IL (z 0,3 mmol do 0,2 mmol) skutkowato obnizeniem jej ilosci (zawartosé IL 4,09 wt%).

Tabela 3. Charakterystyka materialéw krzemionkowych i biokatalizatorow.

Materiat f:,;,“ Vi A LR e
MgO-5i0; {1:1} 485 0,07 21 6,79 3,96

MgO-Si0; (1:5) 289 0,12 2.8 5,05 5,12

MgO-Si0, (5:1) 72 0,05 13 7,53 2,64

Ca0-5i0, (1:1) 249 0,01 1,2 429 498

Zr0;:-5i0: I:l 1) 354 0,10 23 - -

Sio;" 118 0.33 111 - -

SI0;° 200 0,59 11,8 9.4 19.38

*analizowane za pomoca TGA, odchylenie standardowe 3 2 prob; “krzemionka przygotowana metody zol-Zel; ckrzemionka
komercyjnie dostepna.

Przytaczenie cieczy jonowej do materialow krzemionkowych zostalo potwierdzone za
pomoca analizy °Si MAS NMR. Spektra MAS NMR obrazujg zanik sygnaléw przypisanych
grupom (5i0):5i-{OH)z i (5i0)35i-0H, a takZe pojawienie sie nowego sygnafu przy —66 ppm, co
jednoznacznie wskazuje na przywiazanie IL do powierzchni matrycy. Dodatkowo, obrazy SEM
materialéw przed i po immobilizacji IL pokazaty obecnosc czasteczek o nieregularnym ksztatcie,
z wieksza tendencjg do tworzenia aglomeratéw w przypadku prébek z cieczg jonowa.

Materiat MgO-Si0z (1:1) charakteryzuje sie najwyisza wartoscig powierzchni wiasciwej
BET wynoszaca 469 m’g ™" spoéréd badanych materialéw, z objetoécia pordw 0,07 emig™
i rozmiarem pordw 2,1 nm. Zmiany w poczatkowym stosunku prekursorow (z MgO-5i0; (1:1),
na Mg0-5i0; (1:5) oraz MgO-5i0: (5:1)) podczas syntezy materiatu hybrydowego spowodowaty
znaczacy spadek powierzchni wiasciwe] materialow, natomiast ilos< cieczy jonowej wahata sie
od 5,05 wt% dla Mg0-Si0z (1:5) do 7,53 wt% dla MgO-5i0: (5:1), sugerujgc, Ze wiasciwosci
strukturalne nosnika, jak i rowniez rodzaj grup funkcyjnych na powierzchni, wplywaja na ilosd
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immobilizowanej cieczy jonowej. W przypadku nosnika Mg0-5i0; im wiecej MgO w strukturze
materiatu tym wieksza ilos¢ IL zostala unieruchomiona. Polgczenie krzemionki z CaO
skutkowalo obnizeniem ilosci immobilizowanej IL wynoszacg 4,29 wt%. Najwieksza ilos¢ cieczy
jonowej zostata unieruchomiona na komercyjnie dostepnej krzemionce (9,4 wt%), glownie ze
wzgledu na dobrze zdefiniowang strukture porowata, obecnosc licznych grup hydroksylowych
na powierzchni i ich rGwnomierne rozmieszczenie, co zmniejsza przeszkody steryczne i sprzyja
efektywnemu zwigzaniu znacznych ilosci czasteczek cieczy jonowej.

Ostatni etap przygotowania biokatalizatora obejmowat unieruchomienie LAQ na
powierzchni nosnika za pomocg metody adsorpcji fizycznej. Natywna lipaza z Aspergillus oryzae
jest komercyjnie dostepnym produktem (Sigma-Aldrich) w formie wodno-glicerynowego
roztworu (aktywno$¢ 100 000 Ug?'). W celu okreélenia ilosci biatka w roztworze lipazy
przeprowadzitam test Lowry'ego, (43,7 mgmL?). lloé¢ osadzonego enzymu na nosniku
oznaczono za pomoca TGA. Fizyczne unieruchomienie LAD przeprowadzitam w wodzie, przy 7-
krotnym nadmiarze masy roztworu LAD w stosunku do nodnika SILLP, uzyskujac np. 3,96 wt%
zawartosci enzymu dla Si0x/Mg(1:1)/[tespmim][NTf:]/LAO, ktérego graficzng wizualizacje
przedstawiono na Rysunku 10. Zwiekszenie ilodci LAO podczas etapu unieruchamiania (z 7-
krotnej do 10-krotnej) nie zwiekszylo ilosci zaadsorbowanej lipazy, natomiast zmniejszenie

ilodci do 3-krotnej spowodowalo jej obnizenie (2,09 wt3).

Rysunek 10. Graficzna wizualizacja biokatalizatora Si02/Mg(1:1)/[tespmim][NTf;]/LAO.
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Zsyntezowane biokatalizatory typu SILLP, np. SiO2/Mg(1:1)/[tespmim][NTf.]/LAO,
zostaty poddane analizie TGA oraz SEM-EDX, ktorych wyniki potwierdzajg skuteczne osadzenie
sie enzymu. Najwieksza ilos¢ LAO (19,38 wt%) zostala zaadsorbowana na powierzchni
komercyjnie dostepnej krzemionki. Zwiekszona funkcjonalizacja cieczg jonowa niz w przypadku
pozostatych materialéw wplynela pozytywnie na efektywnosé osadzenia sie enzymu. Inne
materialy zawieraly od 2,64 wt% do 5,12 wt% LAO. Zaocbserwowalam, Ze najmniejsza ilosc IL
(5,05 wt%) zostata przylgczona do materialu MgO-Si0: (1:5), na ktérym jednoczesnie
oznactono najwiekszy ilodé immobilizowanego enzymu (5,12 wit%). To potwierdza, e nawet
mala ilos€ IL jest w stanie dostarczyé wystarczajaca ilos¢ grup funkcyjnych zdolnych do
efektywnego unieruchomienia lipazy.

Dla najlepszego ukladu biokatalitycznego Si0zx/Mg(1:1)/[tespmim][NTf:]/LAO oraz
samego nosnika Si02/Mg(1:1)/[tespmim][NTf;] przeprowadzono analize powierzchni wlasciwej
BET oraz okreslono rozmiar i objetosc porow (Tabela 4). Zmniejszanie sie powierzchni wiasciwej
po immobilizacji IL oraz enzymu Swiadczy o efektywnym przeprowadzeniu obu procesdw.

Tabela 4. Charakterystyka materialéw krzemionkowych i biokatalizatordw.

Seer,
Materiat V nm
(g b (cm’g?)  dy, (nm)
Mg0-5i0; (1:1) 469 0,07 21
5i0z/Mg(1:1)/[tespmim][NTF;] 117 0,07 23
Si02/Mg(1:1)/[tespmim][NTF]/LAO 82,2 0,04 2,2

Podsumowujgc, zsyntezowalam i scharakteryzowatam 7 ukiaddw biokatalitycznych
opartych o LAO oraz rdine materialy krzemionkowe chemiczne modyfikowane
[tespmim][NTf,]. Wprowadzenie do krzemionki réwnie? innych tlenkow metali ma istotny
wphyw na rozwiniecie powierzchni wlasciwej oraz zmiane porowatosci materiatu, a dodatkowo
skutkuje obecnoscia nowych grup funkcyjnych zwigzanych, np. z magnezem, ktdre powoduja
wzrost efektywnosci immobilizacji czastek cieczy jonowych oraz enzymoéw na powierzchni

matrycy.
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2.3. Testy aktywnosci katalitycznej opracowanych biokatalizatordow typu SILLP opartych
o lipaze z Aspergillus oryzae oraz materiaty krzemionkowe modyfikowane imidazoliowg

cieczg jonowa w rozdzial kinetycznym racematu ibuprofenu.

Aktywnosc katalityczna heterogenicznych biokatalizatorow typu SILLP przetestowatam
w rozdziale kinetycznym racematu ibuprofenu w opracowanych wczesniej warunkach reakcji
w ukladzie homogenicznym (Wykres 2). Mase kazdego biokatalizatora przeliczytam, tak aby
uzyskac biokatalizator o tej samej zawartosci LAD (3,56 mg/1 mmol racematu ibuprofenu).
W tym celu uizytam 0,082 mL natywnego LAO, ktory zawiera 3,56 mg biatka. Najbardziej
aktywnym biokatalizatorem byl SiO/Mg(1:1)/[tespmim][NTf;]/LAO, ktéry pozwolit na
uzyskanie 35% konwersji racematu ibuprofenu po 7 dniach z 95% ee {S)-{+)-estru butylowego.

Zaskakujacym faktem byla catkowita dezaktywacja LAO na nosnikach Mg0-5i0;z (5:1)
oraz MgO-SiO; (1:5), a wiec ze zwiekszong lub zmniejszong zawartoscia MgO w strukturze.
Prawdopodobnie ilos¢ MgO w nosniku MgO-5i0: (1:1) zgodnie z zaproponowanym
mechanizmem unieruchamiania cieczy jonowej poprzez wiazanie chemiczne byla na

odpowiednim poziomie, co powodowato efektywng immobilizacje IL i aktywacje LAO.

50 -
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Wykres 2. Wplyw noénika SILLP na aktywnos$¢ LAO w estryfikacji racematu ibuprofenu.
Warunki reakcji: racemat ibuprofenu 0.1 mmol, 1-butanol 0.2 mmol, izooktan 0.4 mL, 3.56 mg
LAO w formie natywnej lub immobilizowanej, 20 °C, 250 rpm. Konwersje racematu ibuprofenu
analizowatam za pomoca chiralnej HPLC.

Wydiuzenie czasu trwania procesu nie poprawilo wydajnosci procesu ani uzyskania
wyZszego ee, natomiast nalezy podkreslié, Ze mniejsza ilos¢ enzymu osadzonego na
powierzchni generuje wyisza aktywnosé heterogenicznego biokatalizatora, a dodatkowo
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immobilizacja biatka poprawia jego stabilizacje i ulatwia jego potencjalny zawrdt do kolejnego
cyklu reakcyjnego. Biokatalizator 5i0,/Ca(1:1)/[tespmim][NTT,]/LAD nie wykazat wystarczajgcej
aktywnosci, co skutkowalo niska konwersja racematu ibuprofenu. To samo zjawisko
zacbserwowatam w przypadku biokatalizatora o bardzo wysokiej zawartosci lipazy osadzonej
na powierzchni komercyjnej krzemionki SiOz/[tespmim][NTf:]/LAO. Zastosowanie tego
biokatalizatora nie wplynelo znaczaco na konwersje racematu ibuprofenu, prawdopodobnie
z powodu przeladowania powierzchni krzemionki lipaza (aglomeracja), co doprowadzito do
blokowania miejsc aktywnych enzymu | powstawania ograniczen dyfuzyjnych reagentow.

Eksperyment aktywnosci natywnej LAO uzyte] w takiej samej ilosci (3,56 mg), jakiej
uzyto w przypadku heterogenicznych biokatalizatordw, wykazat niska aktywnosé
homogenicznego biatka. lest to dowdd na aktywacje LAD na powierzchni krzemionki
domieszkowane] magnezem modyfikowanej [tespmim][NTf:]. Immobilizacja lipazy na
niemodyfikowanej matrycy Mg0-5i0: (1:1) nie powiodia sie (metodg TGA nie wykryto biatka).
Dopiero po modyfikacji powierzchni ciecza jonowa, lipaza byfa w stanie osadzi¢ sie na nosniku
i katalizowac proces rozdzialu kinetycznego ibuprofenu. Nodnik SILLP, bez enzymu na
powierzchni, nie byt katalitycznie aktywny w reakcji.

Nastepnie zbadatam wptyw ilosci Si02/Mg(1:1)/[tespmim][NTf:]/LAOC w zakresie 4090
mg biokatalizatora w celu przyspieszenia procesu estryfikacji racematu ibuprofenu. Wieksza
iloé¢  biokatalizatora (150 mg) wymagata zwiekszenia ilosci rozpuszczainika, co bylo
spowodowane utrudnionym mieszaniem mieszaniny reakcyjnej, ktdra byfa wyjagtkowo gesta.
Dodanie dodatkowej ilosci rozpuszczalnika spowodowalo rozciericzenie mieszaniny reakcyjnej,
spowoinienie tempa reakcji i obnizenie konwersji do 19%. Optymalna ilodc
Si0z/Mg(1:1)/[tespmim][NTF2]/LAO w reakcji wynosita 90% umozliwiajac osiagniecie konwersji

racematu ibuprofenu réwnej 35% z ee (5)-(+)-estru butylowego rownym 95% po 7 dniach.
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Wykres 3. Badanie zawrotu biokatalizatorow SiO2/Mg(1:1)/[tespmim][NTf2]/LAO w estryfikacji
racematu ibuprofenu. Warunki reakcji: racemat ibuprofenu 0.1 mmeol, 1-butanol 0.2 mmal,
izooktan 0,4 ml, 3.56 mg LAOD w formie natywnej lub immobilizowanej, 20 °C, 250 rpm.
Konwersje racematu ibuprofenu analizowatam za pomoca chiralnej HPLC. *izooktan 1 mL.

Kolejnym krokiem bylo zbadanie mozliwosci zawrotu
Si02/Mg(1:1)/[tespmim][NTf:]/LAO do kolejnego cykiu reakcyjnego. Uzyskane wyniki
przedstawitam na Wykresie 3. W przypadku zastosowania 90 mg biokatalizatora
zaobserwowatam spadek nadmiaru enancjomerycznego w drugim cyklu reakcji z ee 96,7% do
B8% po 5 dniach reakcji oraz 2 ee 95,5% do 85,5% po 7 dniach. Pomimo, Ze rozcienczenie uktadu
reakcyjnego do 1 mL spowodowato spadek szybkosci reakgji, pozwalito to na utrzymanie tak
samo wysokiego nadmiaru enancjomerycznego (1. cyki ee 96,3%, 2. cykl ee 95,4% po 5 dniach
oraz 1. cykl ee 95,8%, 2. cykl ee 94,2% po 7 dniach). Dlugotrwata stabilnosE biokatalizatora
wynika z efektu stabilizacji SILLP, ktory charakteryzuje sie zdolnodcia do utrzymania aktywnych
konformacji enzymdow. Dodatkowo, wulyta ciecz jonowa zapewnia odpowiednie
mikrosrodowisko dla immobilizowanej lipazy, co ufatwia ponowne uzycie biokatalizatordw typu
SILLP. Analiza TGA biokatalizatora po drugim cyklu (eksperyment z ulyciem 90 mg
biokatalizatora) wykazata, 7e ilosc enzymu na zmodyfikowane] powierzchni krzemionki
(5i02/Mg(1:1)/[tespmim][NTf:]/LAO} pozostala niezmieniona (4,04 wi%). Dodatkowo,
eksperyment polegajacy na szybkiej filtracji biokatalizatora z mieszaniny reakcyjnej wykazaty
brak dalsze] konwersji ibuprofenu w przesaczu po usunieciu
5i0;/Mg(1:1)/[tespmim][NTT;]/LAD. Uzasadnia to, ze przyczyng nizszej aktywnosci lipazy jest jej
inhibicja w diugotrwalym procesie (186 h), ktéra byla widoczna nawet przy zastosowaniu
nadmiaru biokatalizatora (150 mg).
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Podsumowaujac, w niniejszych badaniach zastosowalam dwa nowatorskie podejécia do
kinetycznego rozdzielania racematu ibuprofenu poprzez enancjomeryczng estryfikacje
w obecnodci lipazy z Aspergillus oryzae. Nosnik typu SILLP zostal wykorzystany do
zaprojektowania heterogenicznego biokatalizatora opartego na hybrydowych nosnikach
krzemionkowych poprawiajgc aktywnosc i stabilnosc biatka oraz umozliwiajgc jego recykl
Zastosowanie natywnej LAO umoiliwilo osiggniecie ee 99,9% (5)-{+)-estru ibuprofenu przy
konwersji réwnej 34,8% po 24 h oraz odpowiednio ee 99,9% przy konwersji 45,2% po 48 h, co
jest konkurencyjne wobec innych doniesieri literaturowych. Przy ulyciu heterogenicznego
biokatalizatora Si0;/Mg(1:1)/[tespmim][NTF,]/LAO (zawartosc IL 6,79 wt%, zawartos¢ LAO 3,96
wt%) konwersja racematu ibuprofenu osiggneta 35% po 7 dniach z 95% ee estru. Pomimo, Ze
rozciericzenie ukladu reakcyjnego spowodowato spadek szybkosci reakcji, pozwolito utrzymad

wysoki nadmiar enancjomeryczny (5)-{+)-enancjomeru ibuprofenu w drugim cyklu.
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3. Synteza, charakterystyka oraz zastosowanie biokatalizatora opartego o lipaze
z Aspergillus oryzae oraz materiat krzemionkowy domieszkowany tlenkiem
magnezu | modyfikowany grupami oktylowymi w reakcji estryfikacji alkoholu
furfurylowego i kwasow tluszczowych C8-C18 w systemie okresowym oraz

cigglym.

Korzystanie z surowcow odnawialnych, do ktérych nalezy biomasa lignocelulozowa,
kieruje przemyst chemiczny w strone zZrownowaZonego rozwoju i gospodarki o obiegu
zamknietym. Biomasa lignocelulozowa jest dobrym surowcem do produkcji wartosciowych
chemikalidw pochodzenia biologicznego. Hemiceluloza, skfadnik lignocelulozy, ulega hydrolizie,
w wyniku ktérej powstaje D-ksyloza, a nastepnie podlega dehydratacji, przeksztalcajac sie
w furfural *® Furfural nastepnie konwertowany jest do alkoholu furfurylowego.® Wiekszoéé
alkoholu furfurylowego jest wykorzystywana do produkcji 2zywic furanowych, alkoholu
tetrahydrofurfurylowego, kwasow karboksylowych oraz estréw.® Estry alkoholufurfurylowego
i kwasow tluszczowych s3 glownie stosowane jako biolubrykanty, surfaktanty, rozpuszczalniki,
plastyfikatory, dodatki do biopaliw, emulgatory, dodatki do zywnosci oraz aromaty.54-52

Osiggniecie wysokiej selektywnosci estryfikacji alkoholu furfurylowego stanowi istotny
problem, poniewaz fatwo ulega on polimeryzacji w obecnosci kwaséw mineralnych lub silnych
kwasdw organicznych, co prowadzi do powstawania termostabilnych polimerdw lub eterdw
difurfurylowych 5352

Alternatywnym podejsciem jest wdrozenie biokatalizy z wykorzystaniemn lipaz, ktore
charakteryzuja sie wysokg aktywnoscia w procesach estryfikacji. W dostepnych doniesieniach
literaturowych mozna znaleic prace, w ktorych komercyjnie dostepny Novozyme 435 zostat
uzyty w estryfikacji alkoholu furfurylowego z kwasem oleinowym, kwasem oktanowym lub
olejem rycynowym w temperaturach od 55 do 60 °C, co skutkowalo niemal peing konwersja
kwasu oleinowego (99%) i oleju rycynowego (89%) oraz tylko 77% przereagowaniem kwasu
oktanowego po 24 h.5°® Novozyme 435 to lipaza z Candida antarctica B (CALB)
unieruchomiona na makroporowatej Zywicy akrylowej. Ponowne wykorzystanie Novozyme 435
jest ograniczone z powodu tendencji Zywicy do pecznienia w rozpuszczalnikach organicznych,
co utrudnia izolacje i ponowne uzyciet.>*7®

Prowadzenie badan w kierunku projektowania trwatych, stabilnych i aktywnych
biokatalizatoréow jest kluczowe, aby sprostac¢ wyzwaniom wdroZenia ich do technologii
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przeptywowych. Immobilizacja czasteczek enzymu na odpowiednio zaprojektowanej matrycy
poprawia wszystkie wyzej wymienione cechy, ktdre s3 niezbedne do opracowania efektywnej
metody produkcji. Jak wykazano w poprzedniej pracy dotyczace] enzymatycznej estryfikacji
racematu ibuprofenu odpowiednie zaprojektowanie nosnika poprzez nadanie mu wlasciwosci
hydrofobowych oraz wprowadzenie tlenkéw metali moze znacznie poprawic aktywne dziatanie
lipaz oraz ich immobilizacje >

Nadanie wlasciwosci hydrofobowych materialom krzemionkowym moize by¢ osiggniete
przez chemiczna modyfikacje grupami alkilowymi. Modyfikacja krzemionki grupami alkilowymi
(np. metylowymi, oktylowymi, heksadecylowymi) i jej zastosowanie jako nosdnika dla CALB
zostato juz wezesniej przetestowane w reakcji utleniania Bayera-Villigera cyklicznych ketonow
do laktondw z uzyciem 60% roztworu nadtlenku wodoru. Wysoka aktywnosé biokatalizatora
(98% wydajnosci syntezy y-butyrolaktonu) zostala osiggnieta pomimo trudnych warunkow
reakeji.”®

Glodwnym celem tej pracy bylo opracowanie zrownowaione] metody estryfikacji
alkoholu furfurylowego pochodzacego z biomasy z kwasami karboksylowymi C8-C18
w obecnosci immobilizowanej lipazy z Aspergillus oryzae na materiale krzemionkowym
domieszkowanym tlenkiem magnezu | modyfikowanym grupami oktylowymi w systemie
okresowym oraz cigglym. Opracowana technologia zostala przeanalizowana pod katem

zgodnosdci z zasadami zielonej chemii.

3.1. Synteza i charakterystyka biokatalizatora opartego o lipaze z Aspergillus oryzae oraz
material krzemionkowy domieszkowany tlenkiem magnezu i modyfikowany grupami

oktylowymi.

Wybdr lipazy z Aspergillus oryzae wynikal z je] wysokiej aktywnosci katalitycznej
w reakcjach estryfikacji. Dodatkowo, LAO jest stosunkowo stabilna w rozpuszczalnikach
organicznych oraz przy wysokich stezeniach substratow. Co waine, LAO zostata uznana przez
Agencje Zywnoici i Lekéw jako enzym powszechnie uznany za bezpieczny. W celu
uproszczenia protokofu immobilizacji enzymu zastosowatam prosta adsorpcje LAO. Jako nosnik
enzymu LAQ wybratam hybrydowy materiat skiadajacy sie 2z MgO i krzemionki (Mg0-5i02 (1:1)).
Jak wspomnialam wczedniej w Rozdziale 2, MgO wprowadza zmiany w strukturalnych
whasciwosciach materiatu poprzez wprowadzenie, oprocz grup silanclowych (=5i-0OH), takie
grup magnezylowych (—Mg—OH), co dodatkowo zwieksza aktywnosc lipaz. Wzmocnienie
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powinowactwa enzymu do powierzchni uzyskalam poprzez zwiekszenie hydrofobowosci
nosnika.*®*>’ Hydrofobowoét powierzchni krzemionki moina wprowadzié poprzez prosta
modyfikacje za pomoca fizycznego unieruchomienia lub chemicznego wigzania np. alkilowych
organosilanéw, hydrofobowych cieczy jonowych Iub poprzez prowadzenie reakcji
w hydrofobowych rozpuszczalnikach, takich jak ciecze jonowe 2 W tej pracy
przeprowadzitam  modyfikacje chemiczng przy uzyciu  oktylotrietoksysilanu  lub
heksadecylotrietoksysilanu (Schemat 5).

W pierwszym etapie syntezy biokatalizatora, noénik MgO-5i0: (1:1), n:n) zostat
otrzymany metoda zol-zel zgodnie z metoda opisana w literaturze.” Zsyntetyzowany materiaf
hybrydowy zostat chemicznie zmodyfikowany alkilowymi organosilanami, takimi jak
oktylotrietoksysilan (C8) lub heksadecylotrietoksysilan (C16), poprzez mieszanie reagentow
w mieszaninie izopropanolu z woda w temperaturze 85 °C przez 24 h. Do celow
poréwnawczych nosnik Mg0-5i0;: zostat poddany procesowi kalcynacji w temperaturze 800 °C,
aby sprawdzic, jak zmiany w porowatosci materialu wplyna na jego wiadciwosci w kontekscie
modyfikacji grupami alkilowymi oraz immobilizacji LAD.

W celu uzyskania peinej charakterystyki otrzymanych materiatow i biokatalizatordw
przeprowadzono analizy: TGA, SEM, EDX, adsorpcji — desorpcji (BIH i BET) oraz spektroskopii

w podczerwieni z transformacja Fouriera (FT-IR).
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Schemat 5. Przygotowanie MgO-Si0.-C8-1AO, gdzie niebieskie linie przerywane oznaczajg
oddziatywania fizyczne.
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Chemiczne przywigzanie grup alkilowych do materiatéw krzemionkowych (MgO-Si0:z-
C8, Mg0O-5i0,;-C16, MgO-5i0;-C8iaic ), Si0;-CB) zostalo potwierdzone za pomoca FT-IR. Dzieki
obecnosci charakterystycznych pasm grup metylowych i metylenowych pochodzacych od
czasteczek modyfikatora w zakresie 28503000 cm™, moina jednoznacznie stwierdzié, ze
zarowno grupy C8 i C16 zostaly skutecznie przyigczone.

Tabela 5. Zawartosc grup alkilowych oraz LAO na materiatach krzemionkowych.

Grupy alkilowe zawartosé,

Materiat (witd% £0,3)* LAO zawartos¢ (wt% +0,3)*
MgO-Si0;-C8-LAD 8,03 4,24

Mg0-510-C8jase -LAD 1,21 2,16

MgO-5i0:-C16-LAD 5,86 1,54

510:-C8-LAO 5,87 9,25

MgO-5i0-LAO - nie wykryto

*analizowane za pomoca TGA, odchylenie standardowe z 3 prob.

Obecnosc oraz ilosc przytagczonych grup alkilowych do powierzchni Mg0-5i0; zostata
okreslona za pomocg TGA i przedstawiona w Tabeli 5. Z otrzymanych analiz wynika, ze im
diuzszy tancuch weglowy modyfikatora, tym mniejsza ilosé grup alkilowych zostata przytaczona
do materiatu, odpowiednio 8,03 wt% C8 i 5,86 wt% C16. Dodatkowo, kalcynacja nosnika MgO-
5i0; doprowadzita do zmniejszenia ilosci immobilizacji grup C8 (1,21 wt%), co prawdopodobnie
jest zwiazane z mniejsza liczbg dostepnych powierzchniowych grup hydroksylowych zdolnych
do wigzania modyfikatora. Ten sam efekt zaobserwowalam przy modyfikacji krzemionki, co
skutkowato wprowadzeniem jedynie 5,87 wi% grup CB. Sugeruje to, 7e obecnoéé tlenku
rmagnezu dostarczyla dodatkowe grupy hydroksylowe na powierzchni materiatu hybrydowego,
co umozliwito bardziej efektywne przylgczenie grup oktylowych.

Dodatkowo, obrazy SEM przed i po modyfikacji grupami alkilowymi pokazaty tendencje
czasteczek materiatdw krzemionkowych do aglomeracji i tworzenia nieregularnych struktur po
wprowadzeniu grup alkilowych. Jednoczesnie skiad pierwiastkowy powierzchni materiatow
Si0;, Mg0-5i0;, MgO-SiOzuac) przed i po modyfikacji zostal przeanalizowany przy uzyciu
detektora EDX. Analizy potwierdzily obecnosc atomdw wegla réwnomiernie rozmieszczonych
na powierzchni, pochodzgcych od przytaczonych grup alkilowych, co potwierdza skuteczne

wprowadzenie grup hydrofobowych na powierzchnie materialéw krzemionkowych.
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W celu przygotowania biokatalizatorow i przeprowadzenia fizycznej immaobilizacji LAO,
wodny roztwor lipazy zostal zmieszany z materialami krzemionkowymi MgO-5i0,-C8, MgO-
Si0,-C16, MgO-5i03-C8iaicy, Si02-C8 oraz Mg0-Si0; w temperaturze pokojowej przez 3 h. Na
podstawie analiz TGA (Tabela 5) zaobserwowatam, e dluzszy tancuch alkilowy prowadzit do
zmniejszenia ilosci immobilizowanej lipazy z 4,24 wt% dla MgO-5i0:-C8-LAO do 1,54 wt% dla
Mg0-5i0,-C16-lA0. Prawdopodobnie bylo to spowodowane wiekszg zawada sterycznag
w przypadku diuzszego fanicucha alkilowego. Mniejsza ilos¢ grup funkcyjnych wprowadzonych
podczas etapu modyfikacji (1,21 wit%) skutkowata zmniejszong adsorpcja LAD (2,16 wt%) na
kalcynowanym materiale. W pordwnaniu z Si0;-C8 (9,25 wt% LAO), Mg0-5i0,-C8 wykazywat
mniejszg zdolnodc sorpeyjng z powodu wiekszej ilosci wprowadzonych grup C8 na powierzchni
MgO-5i0;, co powodowato wiekszg zawade steryczng w adsorpcji czasteczek LAO. Brak LAO na
powierzchni niemodyfikowanego MgO-5i0;, co zostalo stwierdzone na podstawie TGA,
potwierdzit, e obecnos¢ grup alkilowych jest kluczowa do immobilizacji lipazy. Powierzchnia
pierwotnego Mg0-5i0: ma zbyt niska zdolnosc do adsorpcji lipazy, aby umozliwi¢ efektywna
immobilizacje jej czgsteczek. Modyfikacja powierzchni krzemionki MgO zwiekszyta zardowno
powinowactwo enzymu do matrycy, jak i zdolnosé adsorpcyjna nosnika. Zwiekszona
porowatosd powierzchni, przypisywana dodatkowym grupom —Mg—OH, zostala rdwniei
zaobserwowana w poprzednich badaniach (Rozdziat 2).

Po immobilizacji lipazy, obrazy SEM zobrazowaly jeszcze wieksza aglomeracje czastek
materiatu, ktdra nasilala sie od pierwotnych matryc 5i0: i Mg0-5i0: poprzez materiaty
zmodyfikowane alkilami az do koficowych biokatalizatorow. Najwieksza aglomeracja czastek
byta obserwowana dla biokatalizatora Si0,-C8-LAO, gdzie zaadsorbowala sie najwieksza ilosc
lipazy (9,25 wt%), co wyrainie pokazywalo, ze immobilizacja 2wiekszyla sklonnosd czastek
nosnika do tworzenia agregatow. Analizy EDX potwierdzity obecnosé atomow azotu
pochodzacych ze struktury biatka we wszystkich biokatalizatorach.

Tabela 6. Charakterystyka strukturalna biokatalizatora Mg0-Si0:-C8-LAQ.

Seer, Seer, Grupy C8 LAO
Materiat (g mikropory Vg, (cm®g?) dg (nm)  zawarto$€, zawartoéé

" (m%g) (W% 20,3 (wi% £0,3)°
Mg0-5i0; 421 314 0,06 21 - -
MgO-5i0:-C8 325 243 0,05 2.1 8.03 -
MgO-5i0-CB-LAC 236 169 0,02 21 8,03 4,24

‘analizowane za pomoca TGA, odchylenie standardowe z 3 prob.
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Biokatalizator, Mg0-Si0:-C8-LAO, ktdry wykazal najwyiszg aktywnosc katalityczng
w procesie estryfikacji alkoholu furfurylowego i kwasu oktanowego zostal poddany analizie
adsorpcji — desorpcji (BIH, BET) (Tabela 6). Izotermy adsorpcji-desorpcji, diagram rozkladu
rozmiaru porow, powierzchnia wlasciwa Sssv | analiza mikropordw wykazaty wysoka
mikroporowatos¢ nosnikow oraz biokatalizatora. Dane zamieszczone w Tabeli 6 wyraZnie
pokazujg, #e wprowadzenie grup alkilowych, a takie adsorpcja lipazy spowodowaty
zmniejszenie powierzchni wiasciwej i czesciowe zablokowanie mikroporow, co wynika
2 sukcesywnego zmniejszania sie powierzchni wiasciwej mikroporéw. Spadek powierzchni
i objetosci pordw sg typowe dla materialdw po immobilizacji enzymaow.

Podsumowujgc, w tej czedci badan zsyntezowalam i scharakteryzowatam
biokatalizatory oparte o lipaze 7 Aspergillus oryzae oraz nosniki krzemionkowe modyfikowane

grupami alkilowymi, ktérych aktywnos< katalityczng poréwnalam w nastepnym dziale.

3.2. Badanie wpltywu wybranych parametréw na przebieg reakcji estryfikacji alkoholu
furfurylowego i kwasow tluszczowych (C8-C1B w obecnodci  opracowanych

biokatalizatorow w systemie okresowym.

Aktywnosc katalityczng Mg0-Si0;-CB-LAD zbadatam w przemysiowo istotnym procesie
estryfikacji alkoholu furfurylowego z kwasami tluszczowymi (C8-C18). W badaniach wstepnych
przetestowatam aktywnos< opracowanych biokatalizatoréw w modelowej estryfikacji alkoholu
furfurylowego i kwasu oktanowego w ukladzie okresowym (Schemat 6). Reakcje
przeprowadzilam w temperaturze pokojowej z uzyciem cykloheksanu jako rozpuszczalnika oraz
trzykrotnego nadmiaru molowego kwasu oktanowego wzgledem alkoholu furfurylowego.
W kaidym przypadku zaobserwowatam 100% selektywnosc, co oznacza, Ze konwersja rdwnata
sie wydajnosci. lloS¢ u?ytego biokatalizatora w reakcjach pordwnawczych, przedstawiona
w Tabeli 7, zostala przeliczona w taki sposob, aby kazdy ukiad reakcyjny zawierat takg samg ilosc
enzymu (6,36 mg LAO).

Politechnika
'@ ‘ Slaska
str. 47



Anna Wolmy Projektowalne ukiady katalityczne dla sektora lekkiej syntezy organicznej

&®

o gl )
- LT o
0 & "dr B /lLD
HO¥ 0 + ).I\ = - CyHys + Hgﬂ'
w CrHi” O |
Alkohol furfurylowy Kwas oktanowy Oktanian furfurylu

Schemat 6. Estryfikacja alkoholu furfurylowego i kwasu oktanowego w obecnosci
opracowanych katalizatorow.

Tabela 7. Wplyw modyfikacji noénika krzemionkowego na aktywnodé katalityczng
biokatalizatora w estryfikacji alkoholu furfurylowego.

Biokatalizator Czas Konwersja Aktywnos¢  Aktywnosé  Aktywnosé
(min) alkoholu (umolmin?) wihasciwa zachowana
furfurylowego (umolmg (%)
(%)* *min?)
LAD 120 835 7.3 1,1 -
CALB 120 74,7 6,1 1,0 =
Novozyme 435 30 92,4 30,1 4,7 493
MgO-Si0,-LAD* 120 6,1 - -
Si0,-CB-LAD 90 87.1 10,0 1,6 137
MgO-5i0,-C8-LAD 45 90,2 20,2 32 277
MgO-SiOzaic-CB-LAD 45 89,4 20,3 32 277
MgO-Si0z-C16-LAO 45 87,3 20,4 3,2 277

Warunki reakcji- alkohol furfuryiowy 1,0 mmol, kwas oktanowy 3,0 mmol, oyldoheksan 0.5 mi, biokatalizator zawierajgcy 6,36
mg LAD, (146 pl roztworu natywnej LAD (437 mgmil-1]); 530 pl roztworu natywnej CALR (12 mgml-1): 118 mg Movozyme 435:
300 mg Mg0-Si0:-LAD; 69 mg Si0-CB-LAQ; 150 mg Mg0-Si0:-CB-LAD; 294 mg Mg0-5i0:20ai-CB-LAO; 413 mg MgO-Si0z-C16-
LAY, 25°C, 250 rpm: “oznaczono Za pomoca GC: “Aktywnost zachowana={aktywnost immobiizowanego enzymi/aktywnost
natywnego enzymu) -100%; 300 mg bickatalizatora (maksymaina modliwa ilosC w mieszaninie reakoyjne).

Heterogenizacja LAO doprowadzila do znacznie wzrostu aktywnosci katalitycznej lipazy
w poréwnaniu do jej formy natywne] (konwersja alkoholu wynoszgca 87,1-90,2%
w pordwnaniu do 83,5%), wykazujac 277% aktywnosci (wzgledem formy natywnej lipazy)
i 90,2% konwersji alkoholu furfurylowego w obecnosdci Mg0-5i0,-C8-LAD po 45 min reakcji. Jest
to istotny aspekt w konteksicie izolacji i zawrocie enzymu. Dostepna komercyjnie natywna
forma CALB, uzyta w takiej samej ilosci jak LAD, byta nieco mniej aktywna (74,7%).

Zgodnie 2z oczekiwaniami, najwyzszg aktywnosc zaobserwowalam dla wzorcowego
Novozyme 435 (92,4% konwersji alkoholu furfurylowego po 30 min), natomiast test zawrotu
Movozyme 435 wykazal problemy z odfiltrowaniem biokatalizatora po reakcji z powodu
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pecznienia Zywicy. Jak wspomnialam wczedniej, celem tego badania bylo znalezienie
alternatywy dla Novozyme 435 z powodu problemow technicznych zwigzanych z jego uzyciem,
takich jak filtracja, pelnienie funkcji zloza stacjonarnego w reaktorze przeplywowym oraz
trudnosci z regeneracja.

Kluczowym parametrem opracowanych heterogenicznych biokatalizatorow jest
struktura i hydrofilowosdd powierzchni nosnika. Dodatkowa kalcynacja matrycy Mg0-5i0; nie
wphyneta na stabilizacje aktywnej konformacji LAO (89,4% konwersji po 45 min). Zmiany
w strukturze krystalicznej miaty wplyw na iloéci praylaczonych grup C8 (dla Mg0-5i0.:-C8 8,03
wit% C8, dla MgO0-Si0:-C8 1,21 wit%% CB) oraz adsorbowanego LAO na powierzchni (dla MgO-
Si0:-C8-LAO 4,24 wt% LAO, dla MgO-SiOzpeii-C8-LAO 2,16 wt% LAO), ktdre s3 mniejsze
w przypadku niekalcynowanych materialow. Warto podkreslic, Ze niisze obciazenie nosnika
enzymem skutkowalo zwiekszeniem jego aktywnosci (wzgledem natywnej formy enzymu)
i konwersjg substratu, prawdopodobnie dzieki réwnomiernemu osadzeniu enzymu oraz
unikniecia blokowania sie centrow aktywnych biatka. 7 tego wzgledu, aby uniknaé dodatkowego
energochtonnego etapu w przygotowaniu katalizatora, ktéry nie poprawia aktywnosci lipazy,
kalcynacja matrycy nie jest zalecana.

Wprowadzenie diuiszej grupy alkilowej C16 zamiast CB do materialéw tlenkowych
miato wplyw na etap immobilizacji lipazy (dla Mg0O-5i0,-C16 1,54 wt% w pordwnaniu do MgO-
5i0;-C8-LAO 4,24 wi%) i nieznacznie zmniejszyio aktywnosé enzymu (87.3% konwersji po
45 min). Dluisze laricuchy alkilowe powodowaly wiekszg zawade steryczng, zmniejszajac
zdolnosé biatka do adsorpcji na powierzchni i efektywng dyfuzje substratéow do centrow
aktywnych.

Obecnosc hydrofobowych grup alkilowych na powierzchni Mg0-5i0: jest kluczowa dla
efektywnej immobilizacji LAO i utrzymania jej wysokiej aktywnodci, co zostalo udowodnione
przez analizy TGA. W reakcji z udzialem MgO-5i02-LAO zaobserwowatam tylko 6,1% konwersji
alkoholu furfurylowego po 120 min, nawet przy maksymalnej moiliwej ilosci biokatalizatora
w mieszaninie reakcyjne] (300 mg). Wieksza ilos¢ biokatalizatora utrudniata efektywne
mieszanie.

Waznym aspektem poprawy aktywnosci LAO bylo wprowadzenie jondow magnezu do
krzemionki i otrzymanie tlenkowego materiatu Mg0-5i0.. Obecnos¢ magnezu w materiale
krzemionkowym poprawita aktywacje i stabilizacje aktywne] konformacji enzymu
prawdopodobnie poprzez oddzialywania elektrostatyczne miedzy jonami Mg
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a aminokwasami LAQ, co prowadzito do dodatkowych zmian w uloZeniu a-helis i B-harmanijek.
Ten efekt skutkowat wyzszg aktywnoscig katalityczng unieruchomionych biatek.

W dalszej czesci badan przeprowadzitam optymalizacje parametrdow modelowej reakcji
w obecnosci biokatalizatora MgO-5i0:-C8-LAD. Na poczatku przetestowatam wplyw rodzaju
rozpuszczalnika (cykloheksan, toluen, heksan, izooktan) uZytego w reakcji. Wybdr
odpowiedniego rozpuszczalnika w biokatalizie jest niezbedny, aby uniknaé szybkiej
dezaktywacji enzymu. Biokatalizator wykazal najwyZszg aktywnosé katalityczng
w cykloheksanie (konwersja alkoholu 86,2% w 60 min), a nastepnie w toluenie (konwersja
85,7% w 90 min), osiggajac 100% selektywnosci w obu przypadkach. Przy uiyciu heksanu
i izooktanu, konwersje alkoholu furfurylowego wyniosly odpowiednio 52,6% i 37,4% w czasie
180 min. Przetestowatam rdwniez acetonitryl, bedacy bardziej hydrofilowym
rozpuszczalnikiem, w ktdrym nie zaobserwowalam przereagowania alkoholu furfurylowego.
Mozna to przypisac silnemu powinowactwu acetonitrylu do wody, ktdra jest niezbedna do
utrzymania aktywnej konformacji lipazy. Rozpuszczalniki takie jak metanol, etanol czy alkilowe
weglany jako bardzie] ekologiczne alternatywy nie byly odpowiednie z powodu ich
reaktywnosci w stosunku do kwasu oktanowego. 7Zastosowanie mniej niz 0,50 mL cykloheksanu
na 1 mmol alkoholu furfurylowego skutkowalo nizszg aktywnoscia biokatalizatora z powodu
problemdow 2z mieszaniem reagentow w obecnodci heterogenicznego MgO-5i0,-C8-LAO.
Wieksze ilosci cykloheksanu, takie jak 0,75 mL i 1,0 mlL, prowadzily do obnizenia szybkosci
reakcji ze wzgledu na zmniejszenie sie stezeri reagentow.

MNastepnie zbadatam wplyw ilosci biokatalizatora MgO-5i0:-C8-LAO. Uzycie 150 mg
biokatalizatora na 1 mmaol alkoholu furfurylowego skutkowalo wysoka konwersja alkoholu
furfurylowego (90,2%) w 45 min. Zwiekszenie ilosci biokatalizatora do 175 mg nie doprowadzito
do uzyskania wiekszego przereagowania alkoholu furfurylowego ani zwiekszenia szybkosci
reakcji (90,4% w 45 min). 7aobhserwowalam, Ze uiycie tylko 25 mg biokatalizatora nadal
umozliwito uzyskanie wysokiej konwersji alkoholu furfurylowego (84,8%), ale w dluiszym czasie
180 min. Obserwacja ta potwierdza wyjatkowo wysokg aktywnosS¢ opracowanego
biokatalizatora MgO-Si0;-C8-LAO. Zbadatam rdwniez wplyw stosunku molowego alkoholu
furfurylowego do kwasu oktanowego na aktywnosc katalityczng biokatalizatora w reakcji
estryfikacji alkoholu furfurylowego. Najlepszy wynik uzyskano przy trzykrotnym nadmiarze
molowym kwasu oktanowego, osiggajac 90,2% konwersji alkoholu furfurylowego w 45 min.
Zwiekszenie nadmiaru molowego kwasu nie wplynefo na przereagowanie alkoholu
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furfurylowego. Badania dotyczace wplywu temperatury wykazaly podobng aktywnosc
katalityczng MgO-5i0,-C8-LADO w temperaturach 25 °C, 30 °Ci 35 °C. Zgodnie z oczekiwaniami,
nizsza temperatura (20 °C) spowodowatla niewielkie zmniejszenie szybkoéci reakcji, co wskazuje
25 °C jako optymalng temperature procesu. Wyisza temperatura (40 °C) spowodowala
spowolnienie reakcji, prawdopodobnie z powodu czesciowej dezaktywacji biokatalizatora
opartego o lipaze. Zgodnie z literatura, LAO utrzymuje optymalng aktywnosé w temperaturze
okoto 30 °C i pH 7, przy czym znaczny spadek aktywnosci obserwuje sie przy 40 °C, co jest
zgodne z uzyskanymi wynikami.”™
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Wykres 4. Badanie zawrotu MgO-Si0>-CB-LAO w estryfikacji alkoholu furfurylowego. Warunki
reakcji: alkohol furfurylowy 1,0 mmol, kwas oktanowy 3.0 mmol, cykloheksan 0.5 mL, MgO-
5i0;-C8-LAO 150 mg, 25 °C, 250 rpm, 45 min. Konwersje alkoholu furfurylowego oznaczono za
pomoca GC.
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Kolejnym krokiem bylo wykazanie moiliwodc tatwego i bezpiecznego ponownego
uzycia biokatalizatora, co jest kluczowe dla rozwoju przyjaznych Srodowisku i efektywnych
systemdw katalitycznych. Zdolnoéé do ponownego wykorzystania MgO-5i02-CB-LAO zbadatam
w reakcji estryfikacji alkoholu furfurylowego, przy dwukrotnym zwiekszeniu skali procesu do
2 mmol alkoholu furfurylowego, co wymagalo u?ycia 300 mg biokatalizatora w ukladzie
okresowym. Opracowany MgO-5i0:-C8-LAO zachowal swojg aktywnosc katalityczng przez
9 kolejnych cykli estryfikacji alkoholu furfurylowego (Wykres 4), po ktérym dopiero
zaobserwowatam stopniowy spadek. W 10 cyklu reakcji zaobserwowatam zmniejszenie
konwersji alkoholu furfurylowego do 84,6%. Analizy TGA biokatalizatora po kolejnych cyklach
nie wykazaly zmian w ilosci LAD, co wskazuje na powolng dezaktywacje LAO w procesie.
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Dodatkowo, eksperyment _reakcja stop”, ktdry polegat na szybkim usunieciu biokatalizatora
z mieszaniny reakcyjnej, wykazat brak dalszej konwersji alkoholu furfurylowego w filtracie, co
potwierdza, Ze nie wystapito wymywanie LAO do ukfadu reakcyjnego. Zatem zaobserwowany
spadek wilasciwosci biokatalitycznych jest gldwnie zwigzany z inhibicja enzymu przez substrat
lub produkty lub z dezaktywacj3 biatka wskutek denaturacji.

Wainym aspektem w trakcie opracowywania technologii jest réwniez uniwersalnosé
badanego ukladu katalitycznego. Przeprowadzilam szereg reakcji estryfikacji z zastosowaniem
réinych kwasow tluszczowych (kwas oktanowy, kwas nonanowy, kwas dekanowy, kwas
laurynowy, kwas oleinowy) w obecnosci biokatalizatora Mg0-5i0,-C8-LAD. Uzyskatam wysokie
wartosci konwersji alkoholu furfurylowego (88,79%—60,2%) w temperaturze 25 °C w czasie 45—
90 min, gdzie wydajnosci wyizolowanych produktéw miescita sie w zakresie B5—B8%.
Selektywnosc estryfikacji osiggneta 100% dla kazdego estru.

3.3. Transformacja procesu estryfikacji alkoholu furfurylowego i kwasow ttuszczowych C8-

C18 w obecnosci opracowanych biokatalizatorow 2 systemu okresowego na ciagly.

Na podstawie obiecujacych wynikow uzyskanych w ukfadzie okresowym opracowany
biokatalizator Mg0-Si0,-C8-LAD przetestowalam w trybie cigglym. Eksperymenty
przeprowadzilam w pelni zautomatyzowanym kolumnowym mikroreaktorze przeptywowym
Syrris  Asia, wypelnionym 300 mg MgO-5i0,-C8-LAD. Przed kazdym eksperymentem
przygotowywalam Swieza mieszanine alkoholu furfurylowego (6,2 g), kwasu oktanowego
(27,4 g) i cykloheksanu (31,7 mlL), ktdra nastepnie byla pompowana do reaktora wypetnionego
biokatalizatorem. W celu utrzymania stabilnego przeplywu reagentow przez zloze, ukiad zostat
wyposazony w regulator ciénienia wstecznego, ustawiony na 2 bary (Wykres 5). Eksperymenty
przeprowadzalam w warunkach zoptymalizowanych dla systemu okresowego.

Wpiyw czasu przebywania na konwersje alkoholu furfurylowego okreslitam przy
catkowitym nateZeniu przeptywu reagentow od 0,04 do 0,20 mLmin™. Czasy przebywania
reagentow w strefie katalitycznej w zakresie od 10,5 do 18,4 min, zwigzane z przepltywem
reagentéw na poziomie 0,04 mLmin™, 0,06 mLmin™, 0,07 mLmin™ (t = 18,4 min, 12,3 min,
10,5 min), skutkowaly wysoka konwersjg alkoholu furfurylowego, siegajaca 96,8%
i utrzymujacy sie stabilnie przez co najmniej 3 h. Skrocenie czasu przebywania ponizej 10,5 min

prowadzilo do obniienia konwersji alkoholu furfurylowego. Dla przeplywdw reagentow
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0,08 mLmin™, 0,1 mLmin™ i 0,2 mLmin™" zauwazylam znaczace pogorszenie sie wartosci
konwersji alkoholu furfurylowego do odpowiednio 92,3%, 85,2% i 79,1%.

Biorgc pod uwage najwyisza konwersje alkoholu furfurylowego (96,8%) przy przeplywie
0,07 mLmin™ (t = 10,5 min) i wydajnosci objetosciowej syntezy 6651 (gh™'L™"), uznatam te
warunki jako optymalne i wykorzystaiam do diugotrwatych testow stabilnosci biokatalizatora
Mg0-5i0,-C8-LAD. Biokatalizator wykazal doskonata stabilnosc przez 30 h, z konwersjg alkoholu
furfurylowego wynoszacg 96,8%. Niewielki spadek do 85,7% zaobserwowalam po 48 h

prowadzenia procesu (Wykres 5).
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Wykres 5. Stabilno$¢ katalityczna MgO-Si0:-C8-LAO w estryfikacji alkoholu furfurylowego i
kwasu oktanowego w systemie przepltywowym. Warunki reakeji: alkohol furfurylowy
w cykloheksanie (2 M), kwas oktanowy (1:3, n:n, alkohol furfurylowy : kwas oktanowy), 0,07
mLmin~, Mg0-5i0,-C8-LAO 300 mg, 25 “C. Konwersje alkoholu furfurylowego analizowatam za
pomoca GC.

Produktywnoéd przeprowadzonego procesu wynoszaca 0,376 g/h (1,67 mmol/h) jest
dost efektywna, zwlaszcza biorac pod uwage rozmiar reaktora (objetosé rtoza 0,735 ml)
i wydajnosé rowng 6651 gh™'L™". Dodatkowo, stabilnosc biokatalizatora przez 30 h pozwala na
wytworzenie 11,28 g estru. Warto podkreslic, ze osiggnelam 21 razy wyisza produktywnosd
w systemie ciaglym w poréwnaniu do procesu w ukladzie okresowym (6651 gh™'L™" system
ciaghy i 320 gh™'L™" system okresowy).

Podsumowujgc, w warunkach przeplywowych uzyskatam wyisza konwersje alkoholu
furfurylowego wynoszaca 96,8% w pordwnaniu do 90,2% w systemie okresowym, przy
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jednoczesnym skroceniu czasu przebywania reagentdw do 10,5 min w poréwnaniu do 45 min
w procesie okresowym. Te doskonate wyniki dla procesu przeplywowego moga by¢ wyjasnione
skuteczng adsorpcjg enzymu oraz zapewnieniem odpowiedniego dla lipazy hydrofobowego
mikrosrodowiska, co skutkowalo wysoka aktywnoscig enzymu przez dluzszy okres czasu.

3.4. Analiza opracowanych technologii reakcji estryfikacji alkoholu furfurylowego i kwasdw
tluszczowych C8-C18 w obecnosdci zaprojektowanego biokatalizatora w systemie

okresowym oraz cigghym pod katem zielonej chemii.

W celu podkreslenia zrownowaionego charakteru opracowanej metody otrzymywania
estrow furfurylowych, przeprowadzitam analize Green Metrics wszystkich dostepnych danych
literaturowych dotyczacych syntezy estrow furfurylowych zgodnie 2z zasadami Zielonej Chemii,
korzystajac z zestawu narzedzi Green Chemistry Metrics J. Clark (Tabela 8).™

Biokatalizator MgO-5i0;-CB-LAO uiyty w syntezie oktanianu furfurylu w systemie
okresowym i cigglym pordwnatam z katalizatorami metalicznymi (Y:0:-ZrO;, Fe-DTP-ZIF-8),
komercyjnym biokatalizatorem (Novozyme 435) oraz odczynnikiem sprzegajacym (N-[3-
dimetyloaminopropylo)-N"-etylokarbodiimid, EDC), ktdre zostaly opisane w literaturze
w syntezie: octanu furfurylu, oleinianu furfurylu, oktanianu furfurylu, rycynolanu furfurylu i 2-
furanianu furfurylu.

W prawie wszystkich przypadkach nie zaobserwowalam produktéw ubocznych,
nsiagajac  100% selektywnosci procesu, 2 wyjatkiem niZsze] selektywnosci estryfikacji
wynoszacej 86,3%, uzyskanej w obecnosci katalizatora Fe-DTP-ZIF-8 (heteropaolikwas zamkniety
w zeolicie typu ZIF-8 domieszkowany Zelazem). Wydajnosc estru wyisza niz 90% zostala
otrzymana tylko w dwoch przypadkach: 2z biokatalizatorami opisanymi w tej pracy i z Novozyme
435 (Nr 3, 7, 8), co podkredla znaczenie przeprowadzonych badari. W tym miejscu warto
podkreslic, e brak lub trudnosci z recyklingiem Novozyme 435 mogg stanowic istotng

przeszkode w jego zastosowaniu w systemie cigglym.
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Tabela 8. Analiza syntezy estrow furfurylowych pod katem zielonej chemii.

¥3:03- Fe-DTP- Novozyme Movozyme Novozyme MgO-5i0;-C8-LA0  MgO-5i0;-C8-LAD
Katellzator/Resgent 20  ZIF-g® 435¢ 4359 435¢ EDC  cuitemokresows®  Syitem ciggly”
Nr 1 2 3 4 5 6 7 8
Kwas Kwas was KW.HS e Kwas HE kKwas oktanowy Kwas oktanowy
octowy octowy oleinowy oktanowy rycynolowy furanowy
Wydajnos€ produktu (%) 28 75,7 99,9 73 88,6 70,8 90,2 96,8
Selektywnos¢ reakcji (%) 100 86,3 100 100 100 100 100 100
Ekonomia atomu (%) 886 88,6 95.3 92,6 95,5 91,4 92,6 92,6
RME (%) 31 47.9 95,1 68,7 56,1 31,3 38,1 40,9
Rozpuszczalnik - ~! - - -! - '
Katalizator czy reagent ™ - - - " - - -
Recyk Lo Brakdanych  Brakdanych  Brak danych - .
Plerwlastki krytyczne , - - - s .
Energla " = ™ | " "
Reakcja prowadzona -| -| -I -| -] q -l -|
ponike] punktu wrzenia
System okresowy/clagly - | -
Metoda wydzielenia -l 9 R B i -i
produktu
Zdrowie | | 1 | = =
bezpieczeristwo -l ' q I
Literatura 76 75 66 67 68 77 Ta praca Ta praca

“Warunki reakcji: alkohol furfurylowy 10 mmal, kwas octowy 50 mmal, ¥,0.-Zr0, 0.2 g, 110 °C, 7 h. "Warenki reakcji; alkohol furfurylowy 46 mmol, kwas octowy 28 mmal, Fe-DTP-ZIF-8 0,006 g, 100 °C, & h. “Warunki
reakcji: alkohol furfundowy 71 mmaol, kwas oleinowy 71 mmaol, Novoryme 435 1 g, 60°C, 533,29 Pa, 6 h_ *Warunki reakcji; alkohal furfunylowy § mmol, kwas oktanowy 1 mmaol, Novozyme 435 (0,01 g), 55 °C, 24 h. "Warunki
reakcji: alkohol furfurylowy 3 mmol, kwas oktanowy 1 mmaol, Novozryme 435 0,06 g, 60 °C, 28 mmHg protnia, 5 h. '"Warunki reakcji: alkohol furfurylowy 2 mmol, kwas 2-furanowy & mmaol, EDC 0,06 g, dichlorometan 3 ml,
90 *C, mikrofale 200 W, 30 min. "Warunki reakcji: alkohol furfurylowy 1 mmaol, kwas oktanowy 3 mmol, cykloheksan 0,50 mL, MgO-Si0-C8-LAG 0,15 g, 25 *C, 45 min. "Warunki reakcji: alkohol furfurylowy 19 mmaol, kwas
ocktanowy 57 mmaol, cykloheksan 95 ml, MpO-5i0~C8-LA0 0,30 g, 0,070 mbUmin—?, 25°C, 10,5 min (czas przebywania), 48 h (petna konwersja). ‘bez rozpuszczalnika, brak danych dotyczacych wydzielania; Systemn flagowania:

zielona - preferowany, tolta - akceptowalny, czerwona - niepoigdany.
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Biokatalizatory s3 uwazane za biodegradowalne i przyjazne dla srodowiska alternatywy
dla katalizatoréw metalicznych i tradycyjnych kwaséw, co zwieksza ekologiczny charakter
opracowanych metod (Nr 3, 4, 5, 7, 8). Mozliwos¢ zawrotu katalizatora i jego stabilnodd
w procesie to jedne z najwazniejszych aspektow przy rozwaianiu wplywu na Srodowisko
i zastosowalnosci opracowanej metody. Mozliwosc ponownego wykorzystania opisanych
w literaturze ukladéw katalitycznych wykazano tylko dla Fe-DTP-ZIF-8 przez co najmniej 5 cykli
(Nr 2) w pordéwnaniu do co najmniej 10 cykli uzyskanych dia MgO-5i0:-C8-LAD w systemie
okresowym oraz wysokiej wydajnoéci produkcji réwnej 6651 gh'L! w systemie ciaglym
(odpowiednio Nr 7 i 8). Mozliwosc zawrotu Y;0:-ZrO; (Nr 1) | Novozyme 435 (Nr 4) byla tylko
postulowana.

Ekonomia atomowa dla reakcji estryfikacji jest niZsza niz 100% z powodu tworzenia sie
czasteczki wody podczas syntezy. Jak wspomnialam wczesniej, obecnos¢ wody moze byd
korzystna podczas procesow katalizowanych przez lipazy. Efektywnosé masowa reakcji
(z ang. Reaction Mass Efficiency, RME) dla syntezy estrow furfurylowych zazwyczaj wynosi od
31% do 69%, z wyjatkiem Nr 3 (95,1%). Zalezy ona w duzej mierze od wydajnosci i nadmiaru
reagentow uizywanych w kazdej metodzie.

Synteza estrow furfurylowych moze byEé przeprowadzana w warunkach
bezrozpuszczalnikowych, ale w wysokiej temperaturze, pod cisnieniem i z dlugim czasem
reakcji (110°C, 7 h, Nr 1; 100 °C, 6 h, Nr 2; 60 °C, 533,29 Pa, 6 h, Nr 3; 55°C, 24 h, Nr 4; 60. °C,
28 mmHg prdzni, Nr 5) lub z rozpuszczalnikiem, takim jak dichlorometan (90 °C, mikrofale 200
W, 30 min, Nr 6) i cykloheksan (25 *C, 45 min, Nr 7; 25 °C, 10,5 min czasu przebywania, Nr 8).

Warto zauwalyd, 7e wiekszodc opisanych przykladéw otrzymywania estrow
furfurylowych byty prowadzone w systemach okresowych (Nr 1-7). Synteza w systemie cigglym
zaprezentowana w tej pracy nie tylko zwieksza efektywnosé produkcji, ale takze poprawia
aspekty dotyczace nddrzialywania technologii na Srodowisko.

Procedura oczyszczania zostala opisana tylko dla Nr 1, 6 oraz 7, 8. Estry furfurylowe
moina izolowac poprzez destylacje w warunkach obnizonego cisnienia lub wysokiej
temperatury, lub ekstrakcje rozpuszczalnikami organicznymi, takimi jak heptan (co opisano

w tej pracy), dichlorometan™"™

oraz chromatografia kolumnowa™"". Czerwone flagi w wierszu
Zdrowie i bezpieczeristwo dia naszych badan wynikaly 2 koniecznodci uzycia hydrofobowego

rozpuszczalnika organicznego do ekstrakcji estru furfurylowego z mieszaniny poreakcyjnej.
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Dodatkowo w ramach niniejszej pracy rozwaiylam inne podejscie oceny ekologicznosci
opracowanej metody, analizujac nie tylko metode syntezy estrow, ale tak?e wczesdniejsze etapy
cyklu zycia. W celu analizy opracowanej metody w kontekscie cyklu Zycia, przygotowatam
drzewo syntetyczne (Schemat 7).
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Schemat 7. Drzewo syntetyczne dla syntezy oktanianu furfurylu w systemie cigglym
katalizowanym przez MgO-5i0,;-CB-LAQ.

Wszystkie niezbedne substraty do produkcji estru, alkoholu furfurylowego i kwasu
oktanowego moiZna pozyskac ze #rddel naturalnych, takich jak biomasa lignocelulozowa, ™#*
olej kokosowy i palmowy® lub poprzez produkcja mikrobiologiczng z odnawialnych #rddet
wegla.®® W kontekécie zarzadzania odpadami i zasad gospodarki w obiegu zamknietym,
szczegblnie waine jest wykorzystanie odpaddw jako surowca do produkgji innych substancji.
Metody produkcji dotyczace alkoholu furfurylowego i kwasu oktanowego obejmujg rozne
strategie, w tym produkcje w systemie ciaglym, wykorzystanie rozpuszczalnikow gieboko
eutektycznych, cieczy jonowych oraz enzymow. Wszystkie opisane podejscia majg na celu
osiggniecie najbardziej ekologicznych metod syntezy.”™=* Produkeja biokatalizatora MgO-SiO-
C8-LAD obejmuje wykorzystanie LAO, ktdra jest uznawana za enzym bezpieczny, natomiast
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w procesie syntezy nosnika MgO-5i0:-C8 moina zacbserwowac kilka krytycznych elementow.
Giéwnym problemem jest wigczenie lotnych fluorowodorow w synteze zwigzkdw
krzemoorganicznych, co stwarza ryzyko dla srodowiska, takie jak kwasne deszcze, niszczenie
warstwy ozonowej i globalne ocieplenie. Niemniej jednak, trwajg prace nad poszukiwaniem
alternatywnych metod syntezy cennych czasteczek krzemoorganicznych przy uZyciu
enzymow.*

Podsumowujgc, opracowana w tej pracy metoda cigglej syntezy estrow furfurylowych
w obecnosci biokatalizatora MgO-5i02-C8-LAO, analizowana pod katem zielonej chemii,
znajduje rownowage miedzy wysoko aktywnym, stabilnym, nadajgcym sie do wielokrotnego
zastosowania i biodegradowalnym katalizatorem, a takie podejsciem przyjaznym dia

Srodowiska i zrdwnowazonym w produkeji chemicznej.
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11l PODSUMOWANIE

Glownym celem badan realizowanych w ramach niniejszej pracy bylo opracowanie
aktywnych i stabilnych uktadéw katalitycznych opartych o enzymy lub kwasowe ciecze jonowe
dedykowanych dla sektora lekkiej syntezy organicznej. Zaprezentowatam trzy nowe ukfady
katalityczne, ktore zostaly wykorzystane w trzech modelowych procesach: cykloaddycji Dielsa-
Aldera, rozdziale kinetycznym racematu ibuprofenu oraz estryfikacji alkoholu furfurylowego
i wyzszych kwasdw tluszczowych. Nowe heterogeniczne katalizatory byly oparte o kwasowe
ciecze jonowe typu lLewisa lub lipaze z Aspergiflus oryzae oraz materialy krzemionkowe.
Graficzne przedstawienie opracowanych katalizatordw oraz schematy reakcji modelowych
zaprezentowatam na Rysunku 10. Wszystkie nowo otrzymane katalizatory poddawatam
w pierwszej kolejnoéci szczegdtowej charakterystyce metodami TGA, SEM-EDX, *9Si MAS NMR,
FT-IR, ICP oraz analizie adsorpcji-desorpcji (BET/BIH), a nastepnie przeprowadzatam ich testy
aktywnosci katalityczne] w wybranych reakcjach modelowych z sektora lekkiej syntezy

organiczne] w systemie okresowym.
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Rysunek 10. Struktury katalizatoréw oraz schematy reakcji modelowych stosowanych
w badaniach.
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W badaniach nad opracowaniem heterogenicznego katalizatora opartego o kwasowa
ciecz jonowg typu Lewisa [tespmim][OTf-Al{OTf);] i krzemionke o multimodainej porowatosci
wykazatam, ze kolejnos¢ wprowadzania fazy aktywnej na powierzchnie nosnika ma kluczowe
znaczenie. Metoda zakladajgca poczatkows synteze ftrifloglinianowe] cieczy jonowej,
a nastepnie jej zwigzanie z powierzchnig krzemionki (zawartosc IL 25,3 wt%) pozwolifa na
otrzymanie katalizatora, dla ktdrego zaobserwowalam wysoka konwersje MA z izoprenem
w reakcji Dielsa-Aldera (97%) w dziesieciu cyklach reakcyjnych.

W dalszych badaniach opracowatam dwa systemy biokatalityczne do kinetycznego
rozdzielania racematu ibuprofenu poprzez enancjomeryczng estryfikacje w obecnosci lipazy
z Aspergillus oryzoe. Zaprojektowalam heterogeniczny biokatalizator oparty na nosniku SILLP
oraz hybrydowych materiatach krzemionkowych, co przyczynilo sie do zwiekszenia aktywnosci
i stabilnosci biatka oraz umoiliwilo jego ponowne wykorzystanie. Ulycie natywnej LAO
pozwolito uzyskac enancjoselektywnos¢ 99,9% (5)-{+)-estru ibuprofenu przy konwersji
racematu wynoszacej 34,8% po 24 h, oraz 99,9% ee przy 45,2% konwersji po 48 h, co jest
konkurencyjne w stosunku do obecnych danych literaturowych. Heterogeniczny biokatalizator
Si0z/Mg(1:1)/[tespmim][NTf;]/LAO (z 6,79 wt% IL i 3,96 wt% LAO) osiagnat 35% konwersji
racematu ibuprofenu po 7 dniach, z 95% ee estru. Chociaz rozciericzenie ukifadu reakcyjnego
spowodowalo spadek szybkosci reakcji, wysoki nadmiar enancjomeryczny (5)-{+)-estru
ibuprofenu zostal zachowany w kolejnym cyklu reakcji.

Kolejne badania, ktdre prowadzitam w ramach pracy doktorskiej doprowadzily do
opracowania wysoce aktywnego i stabilnego biokatalizatora opartego o lipaze z Aspergillus
oryzae oraz material krzemionkowy domieszkowany tlenkiem magnezu i modyfikowany
grupami oktylowymi MgO-Si0:-C8-LAD. Aktywnos¢ ukfadu biokatalitycznego testowatam
w estryfikacji alkoholu furfurylowego i kwasu oktanowego. Udowodnitam, ze odpowiednie
przygotowanie matrycy pod immobilizacje lipazy umozliwia jej efektywna immobilizacje na
nosniku oraz aktywne dziatanie w procesie. Domieszkowanie krzemionki tlenkiem magnezu
dodatkowo spowodowalo wzrost aktywnosci katalitycznej biatka. Opracowany przeze mnie
biokatalizator wykazal swojg aktywnosc katalityczng przez 9 kolejnych cykli estryfikacji alkoholu
furfurylowego, po ktérym dopiero zaobserwowalam stopniowy spadek konwersji substratu
290,2% do 84,6%. MgO-5i0-C8-LAO umozliwit synteze estrow furfurylowych kwasu
oktanowego, nonanowego, dekanowego, laurynowego oraz oleinowego ze 100%
selektywnoscia.
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W przypadku, gdy stabilnosc katalizatora w ukladzie reakcyjnym byta wystarczajaca,
proces dostosowywalam do warunkdw przeplywowych (Rysunek 11). Technologie
przeptywowe umozliwiajg maksymalizacje procesu produkcji poprzez efektywniejsza wymiane
masy, dzieki korzystnemu stosunkowi powierzchni kontaktu do objetosci wprowadzanych
reagentdw. Dodatkowo, syntezy ciggle s3 Iatwiejsze do skalowania, bardziej ekologiczne oraz
fatwiej je integrowad z zaawansowanymi systemami monitoringu i automatyzacji. Wszystkie
wymienione zalety proceséw prowadzonych w systemie przeplywowym prowadzg do
zwiekszenia bezpieczenstwa i efektywnosci produkcji.
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Rysunek 11. Graficzne przedstawienie opracowanych proceséw w systemach przeptywowych.

Transformacja modelowej reakcji Dielsa-Aldera bezwodnika maleinowego z izoprenem
na tryb ciagly w obecnodci katalizatora SILLP(1)/[tespmim][OTf-AI{OTf)3], po optymalizacji
warunkdw w systemie przeptywowym, doprowadzita do 97% konwersji MA przez 432 h (TOF
104,32 h7™") (Rysunek 11A). W tej czesci pracy, dokladna optymalizacja sciezki syntezy
trifloglinianowych materialdw SILLP pozwolila na otrzymanie wysoce wydajnego i stabilnego
katalizatora, ktdry umoiliwil opracowanie technologii syntezy cykloadduktow Dielsa-Aldera

w systemnie okresowym oraz cigghym.
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Transformacja syntezy oktanianu furfurylu w obecnosci bickatalizatora Mg0-5i0:-C8-
LAO umozliwita intensyfikacje procesu do 96,8% konwersji alkoholu furfurylowego przy
przeptywie 0,07 mLmin™ (t = 10,5 min) i wydajnosci syntezy 6651 (gh™'L™") (Rysunek 11B).
W tych warunkach biokatalizator wykazal doskonala stabilnosc przez 30 h, z konwersja alkoholu
furfurylowego wynoszacg 96,8%, a niewielki spadek do 85,7% zaobserwowalam po 48 h
prowadzenia procesu. Osiggnieta przeze mnie produktywnosc w ukfadzie cigglym jest 21 razy
wy7sza w pordwnaniu do procesu w ukfadzie okresowym (6651 gh?'L™ system ciggly
i 320 gh™'L™" system okresowy).

Podsumowuijac, zaprojektowane przeze mnie uklady katalityczne wykazujg sie wysoka
aktywnoscia oraz stabilnoscia. Pozwolifo to na opracowanie technologii z sektora lekkiej syntezy
organicznej, ktdre wpisuja sie w idee zielonej chemii oraz cele zrownowaionego rozwoju
przemysiu chemicznego. Czesc prowadzonych przeze mnie badan zostala wyrdiniona grantem
naukowym Narodowego Centrum MNauki w ramach programu Preludium-22. Dodatkowo,

procesy oraz metody syntezy katalizatordw byly przedmiotem dwdch zgloszer patentowych.
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C. Projekty:

1.

Projekt o symbolu NB-87/RCh-5/2020 pt. Badanie aktywnosci innowacyjnych enzymow
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Projekt o symbolu NB-262/RCH-5/2023 — Orlen Poludnie S.A. Opracowanie metod
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funkecja: wykonawca.
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4,

@

Opiekun pomocniczy w 3 projektach badawczych ze szkolami Srednimi w ramach
~Projekt Politechnika”: Rozdzial racematu metoprololu — produkcja leku na nadcisnienie
(31/010/sDU/2-26-39), Bio-produkcja dodatkébw do biopaliw 2z biomasy
lignocelulozowej (31/010/SDU/2-26-10), Zielona synteza czystego (S)-ibuprofenu
(31/010/SDU/2-26-145).

Opiekun pomocniczy w projekcie ,Opracowanie aktywnego ukfadu bickatalitycznego
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VI konkursu finansowania projektow studenckich két naukowych (IDUB).

Liczne prowadzenie zajec laboratoryjnych dla uczniow szkdt ponadpodstawowych.
Magroda Il stopnia za prace pt. .Badania nad metodami modyfikacji nanorurek
weglowych przeznaczonych do immobilizacji lipaz” w 31. edycji konkursu na najlepsza
prace dyplomowsg z zakresu chemii, posiadajgcg praktyczne znaczenie dla przemysiu
2019/2020, SITPChem, Gliwice, 27.07.2021.
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VI WKLAD AUTORSKI

Publikacja P1 (80%):

- konceptualizacja badan,

- przeprowadzenie przegladu literatury,

- przygotowanie roboczego manuskryptu,
- przygotowanie wszystkich grafik i tabel,

- wkiad w edycje manuskryptu i przygotowanie odpowiedzi dla recenzentow.

Publikacja P2 (80%):

- konceptualizacja badan,

- przeprowadzenie przegladu literatury,

- przygotowanie roboczego manuskryptu,
- przygotowanie wszystkich grafik i tabel,

- wkiad w edycje manuskryptu i przygotowanie odpowiedzi dla recenzentow.

Publikacja P3 (90%):

- konceptualizacja badarn,

- przeprowadzenie przegladu literatury,

- przygotowanie roboczego manuskryptu,
- przygotowanie wszystkich grafik i tabel,

- wkiad w edycje manuskryptu i przygotowanie odpowiedzi dla recenzentéw.

Publikacja P4 (55%):

- konceptualizacja badan,

- przeprowadzenie przegladu literatury,

- opracowanie warunkdw analizy GC oraz analiza otrzymanych danych,

- przeprowadzenie syntezy materialow typu SILLP oraz eksperymentow dotyczacych testow
aktywnosci katalityczne] materialow SILLP w reakcji modelowe] Dielsa-Aldera, optymalizacji
warunkdw procesu, przeprowadzenie testow stabilnosci katalitycznej oraz uniwersalnosci

katalizatora wobec innych diendw i dienofili w systemie okresowym,
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- analiza materiatow krzemionkowych typu SILLP za pomocg SEM-EDX,

- wydzielenie wszystkich otrzymanych cykloadduktow,

- przeprowadzenie eksperymentdw aktywnosd i stabilnosci katalitycznej wybranego materiatu
SILLP w reakcji modelowej Dielsa-Aldera w systemie cigglym oraz optymalizacja warunkow
procesu,

- analiza i interpretacja wszystkich otrzymanych wynikdw badan,

- przygotowanie wszystkich wykresow, grafik i tabel,

- przygotowanie roboczego manuskryptu,

- wkiad w edycje manuskryptu i przygotowanie odpowiedzi dla recenzentdw.

Publikacja PS (40%):

- konceptualizacja badan,

- przeprowadzenie przegladu literatury,

- opracowanie warunkdw analizy HPLC oraz analiza otrzymanych wynikdw,

- przeprowadzenie eksperymentow dotyczacych rozdzialu racematu ibuprofenu poprzez
estryfikacje w obecnosci natywnych lipaz, optymalizacja warunkow procesu,

- analiza nosnikdw krzemionkowych oraz biokatalizatordw za pomocg SEM-EDX,

- przeprowadzenie syntezy nosnikow krzemionkowych typu SILLP i biokatalizatoréw oraz
eksperymentow dotyczacych aktywnodci biokatalizatordw SILLP w reakcji modelowej rozdziatu
racematu ibuprofenu poprzez estryfikacje, optymalizacja warunkdw procesu i testy stabilnosci
katalitycznej biokatalizatora,

- wydzielenie otrzymanego estru ibuprofenu,

- analiza i interpretacja wszystkich otrzymanych wynikdw badan,

- przygotowanie wszystkich wykresow, grafik i tabel,

- przygotowanie roboczego manuskryptu,

- wkiad w edycje manuskryptu i przygotowanie odpowiedzi dla recenzentdw.
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Publikacja P6 (50%):

- konceptualizacja badan,

- przeprowadzenie przegladu literatury,

- opracowanie warunkow analizy GC oraz analiza otrzymanych wynikow,

- przeprowadzenie eksperymentow dotyczacych estryfikacji alkoholu furfurylowego i kwasu
oktanowego w obecnosci natywnych lipaz,

- przeprowadzenie modyfikacji nosnikéw krzemionkowych grupami alkilotrietoksysilanowymi
i syntezy biokatalizatordw oraz eksperymentow dotyczacych aktywnodci biokatalizatorow
w reakcji modelowe] estryfikacji alkoholu furfurylowego i kwasu oktanowego, optymalizacja
warunkéw procesu, przeprowadzenie testow stabilnosci katalitycznej oraz uniwersalnosci
biokatalizatora wobec innych kwasow thuszczowych w systemie okresowym,

- analiza nosnikdw krzemionkowych oraz biokatalizatoréw za pomocg SEM-EDX,

- przeprowadzenie eksperymentow aktywnosci i stabilnosci katalitycznej biokatalizatora
w reakcji modelowej estryfikacji alkoholu furfurylowego i kwasu oktanowego w systemie
cigglym oraz optymalizacja warunkow procesu,

- opracowanie metody wydzielenia wszystkich otrzymanych estrow furfurylowych,

- analiza i interpretacja wszystkich otrzymanych wynikdw badan,

- przeprowadzenie analizy opracowanego procesu estryfikacji alkoholu furfurylowego i kwasu
oktanowego pod katem zielonosci metody za pomoca analizy Green Metrics, pordownanie
zinnymi metodami opisanymi w literaturze oraz przygotowanie drzewa syntetycznego
produkeji obejmujgcego wszystkie wykorzystane reagenty,

- przygotowanie wszystkich wykresow, grafik i tabel,

- przygotowanie roboczego manuskryptu,

- wkiad w edycje manuskryptu i przygotowanie odpowiedzi dia recenzentéw.
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VIl WKEAD POZOSTALYCH WSPOLAUTOROW

Deklaracje i wkiad wszystkich pozostalych wspétautoréw publikacji wehodzacych w eykl
publikacji monotematycznych niniejsze] pracy doktorskiej zostaly zamieszczone ponilej.
W Tabeli 2 przedstawiono wszystkich wspdtautorow oraz ich procentowy wkiad
w poszczegolne publikacje wechodzacy w skiad pracy doktorskiej.

Tabela. 9. Lista wspotautordw i ich procentowy wkiad w publikacje wchodzace w sklad pracy
doktorskiej.

Autor Pl1, % P2, % P3, % P4, % P5, % P6, %
Anna Wolny 80 80 20 55 40 50
Anna Chrobok 20 20 10 20 15 20
Agnieszka Siewniak -

Agata Jakdbik-Kolon 5

Dagmara Wieclawik 10
Filip Ciesielczyk 5

Jakub Zdarta 10 10
Katarzyna Szymaniska 10

Long D. Nghiem 10

Piotr Latos 5 5

Sebastian Jurczyk 5 - 5
Teofil Jesionowski 5 5
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Anna Wolmy
Wydziak Chemiczoy
Katedra Technobagi Chamicine] Deganicime; | Petrachami|
Prof. dr hab. inZ.
UCIZELNIR
BADAWEIA Anna Chrobok
Profesor
Gliwice, 23.09.2024 r.
Deklaracja
o indywidualnym widadzie procentowym i merytorycznym wspolautora
Jako wspétautor wymienionych publikacii:

@

@
I‘r Anca . eheomakegole] ol

P1: A. Wolny, A. Chrobok; Silica-Rased Supperted lonic Liguid-like Phases as Heterogeneous
Catalysts, Molecules 2022, 27, 5900,
Déuﬁadmm.iemﬁjwkiadprmmwﬂlmwmmbﬁnmﬂ:

- konceptualizacja badar,

-pnmocwinmmrmcﬁiupisiedmwhlimnrw
-Wiaimmmmmiimhm
-lmmmnmimmmdhmm_

P2 A, Wuhy,&ﬂmmtumfmmhmudfmwmﬂade
Nanomaterials for Biocatalysis, Nanomaterials 2021, 11, 2030,
ﬂéwhmunﬁiﬂhdwmqummi!mm&im:

- konceptualizacia hadar,

-mmwhﬁqueuclllugﬁsiedm)thlitemmm
-mipmmmmmmimmm
-mm:mimmﬁdﬁﬂhm.

Politechniks $lasks

Wydpial Chesiczny

Eatmdra Techne: oall Cheewdcpmed CEoezicamesf =
Perrochems §

Gl. Exywposlegs 4. ©4-I58 Sliwiss
*48 03 N7 29 1T/ e48 32 ZIT 18 1T ifan

WIF £311 828 b3 35
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Anna Wolmy

Projektowalne ukiady katalityczne dla sektora lekkiej syntezy organicznej

Q

Wydsial Chasiceny

Eaieddcs Technoiogs Dmﬁmmgrﬂmmii

UEZELNIA Prof. dr hab. inz.
BREAWGIA Anna Chrobak
Profesor

Hza.mm.a.mmmmmumnmrmmmmis:mcmm
ﬁpﬂﬂtﬁm,ﬂﬂlﬂﬁismmmmﬂ;ﬁmm 27, 1119-1122.

Oéwiadczam, iemﬂiwthipmcﬂmywqilm;wynmﬂlﬂxiuhim:

- konceptualizacia badari,

-pcmwimawemcjiinpisiehqmﬁtmmm
~Mﬂaimmmmtmﬁmﬁmm
-mmﬁemthMimmiewmmﬁm
P-l:A.Wﬂln]r.F.MKSMS,IUM}&,&IM}M&MMHM
hiﬂmlummeimdrﬁqummulmunﬂuﬂimmmddhmdfwcmﬁnmﬂwﬂi&-
Alder synthesis, Appl. Catal. A Gen. 2024, 676, 119676.
D&wiadmmienﬁjwthdpmmmwywqmwﬂmmhﬁm:
—kam:eptualhaciabadﬂ.ﬁ.

- korespondencia z wydawnictwem i przygutowanie odpowiedzi dla recenzentdw.

P5: A. Wolny, A. Siewniak, ]. Zdarta, F. Ciesielczyk, P. Latos, 5. lurczyk, D.L. Nghiem, T.
l@mﬁ.&ﬂw%ﬂmmhkﬁwﬂﬁmfﬂﬂaﬁmmmmﬁmﬁm
Aspergillus oryzae for enhance enantiomeric resolution of racemic ibuprofen, Environ. Technol,
Innov. 2022, 28, 102936-102947,

mnmimquMMMim:
- konceptualizacia badar,
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Anna Wolmy
Wydziak Chomicxny
Katedea Technologil Chemiceme) Organicane] | Petrochemii
UCZELNIA dri
Politechniika  BABAWCIA Praf. dr hab. inz.
Anna Chrobok
e ) Profesor

- 2apewnienie finansowania badan,
-mﬂwﬂmhzmimuﬂm&ﬁﬂamﬁm
Pé: A. Wolny, D. wi esionowskd, i
for the g:o.:.lny mmfmml'm :{m;}:’n M&mﬂﬁg
C18 Mmm&mﬂmm.mm doi.org/10.103%D4GCO382 1E.
Diwiadnam,ﬁemﬁihthdmmmtmwwta prace wynosit 20% i obejmowal:

- konceptualizacja bada,

- pomoc w interpretacji i opisie wszystkich otrzymanych wynikéw badari,
-mﬂaimmmmjwmﬁ manuskrypiu,

- zapewnienie finansowania badari,
-mma:mimwmm.

Podpisano odrecznie
przez autora

podpis
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Wydziat Chemliczny
Fatedra Tecknalogi Chemiczng
[Crganicznsd i Petrochemii

BCIELNIA drins.
T Agnieszka Siewniak
adiunkt
Gliwice, 20.09.2024
Deklorogic

o indywiduainym widodzie procentowym | merytonscnym wipdioutors

ko wspdtautor wymienionej publiaci:

P5: A. Wolny, A Siewnisk, 1 Zdarts, F. Gesielczyk, P. Latos, S. Jurczyk, D.L Nghiem, T Jesionowski, A.
Chrobok, Supported ionic quid phose fociitoted cotofesis with lpase from Aspergilius oryzae for enhance
enantiomenic resolution of rocemic ibuprafen, Emdron. Technol. Innow. 2022, 28, 102936102947,

Otwiaderam, 2o mdj wikiad procentowy w t3 prace wynosil 5% i ocbejmowat:
- A5yStE W Opracowaniu metody analtycmne] (HPLC) | analizie danych
Podpisano odrecznie przez autora

PoEtachnika Sigska
‘Wydzla Chemicay
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Wiydzisl Chemiczry
Extrdra (hemi Meongzonicme],. Snalityoime) | Bektrodhemii
dr hab. inz.

ECIELEIA Agata lakdbik-Kolon
. Prof._PS.

Gliwice, dn. 23.09.2024 r.

Deklaracja o indywidualnym whkiadrie procentowym | merytorycznym wspdfautora
Jako wspdlautor wymienione) publikacii:
P4: A Wolny, P. Latos, K Srymancka, S lurceryk, A lakdbik-Kolon, A. Chrobok, Construction of

trifloaluminate ionic liquid catalyst on the silica surface dedicated for continuous flow Diels-
Alder synthesis, Appl. Catal. A Gen. 2024, 676, 119676.

Odéwiadezam, 28 mid] wiiad procentowy w L3 prace wynosid 5% | obejmowal:

- przeprowadrenie analiz ICP katalizatordw SILLP.

Podpisano odrecznie przez autora
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migr jnz.

potzecrs é‘:}gl&; Dagmara Wigctawik

Cliwice, 15,09 1024 r.
Deklaracja
o indywidualmym wilodzie procentowym i merytoryczmym wspolautora
Jako wspotautor wymienionej publikacji:

Pé: A. Wolny, D. Wiectawik, |. Zdarta, 5. Jurczyk, T. Jesionowski, A Chrobok, Robust biocatalyst
for the green continuous flow synthesis of esters from biomass-derived furfuryl alcohol and
CB-C18B carbouxylic acids, Green Chem. 2024, Advance article, doiorg/10.103%/D4GCO3821E.

Oéwiadczam, fe mdj wiiad procentowy w 13 prace wynost 105% i obejmowal:
- asyste w przeprowadzanin elsperymentow dotyczacych syntezy hiokaralizatordw oraz testdw
ich aktywnosci katalityeznej, optymalizaci warunkow reakcji modelowe] alkoholu furfurylowego
i kwasu oktanowego oraz testow stabilnosc wybranego biokatalizatora w systemie olresowym,
- azyste we wsiepnych eksperymentach altywnoéci katalitgeznej biokatalizatora w reakcji
modelowej alkoholu furfurviowego i kwasu olianowego w systemie cigghym.

Podpisano odrecznie przez autora
podpis

Poltechnika Staska
W Tap s Cremarsry
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POLITECHNIKA POZNANSKA

WYDZAL TECHNOLOGH CHEMICINES

dr hab. ing. Flip Ciesielcryk, prof. PP

Prodziekan ds. nauki

ul. Berdychowo 4. 60-955 Poonad. lel. +48 51 685 2351, fax +48 61 665 2852
e-ma-office_doti@pol poenan pl, fip ceselcryiBput poaran o, ww fct pul poanan.pl

Poznan, 23.009.2024 r.

Deklaracja
o indywidualnym wkiadzie procentowym i merytorycznym wspdlautora

Jako wspilautor wymienionej publikacji:

P5: A. Wolny, A. Siewniak, J. Zdarta, F. Ciesiclcayk, P. Latos, 5. Jurczyk, D.L. Nghiem, T.
Jesionowski, A. Chrobok, Supported ionic liguid phase facilitated catalysis with lipase from
Aspergillus oryzae for enhance enantiomeric resolution of racemic ibuprofen. Emviren. Technol
Innov. 2022, 28 102936-102947.

Ofwiadezam, 72 moj whiad procentowy w ta prace wynosil 5% i obejmowal:

- synitezg hybrydowych materialow krzemionkowych,

- whkiad w edycje manuskryplu.

Podpisano odrecznie przez autora

podpis*
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POLITECHNIKA POZNANSKA

dr hab. ini. JSsiub Zdarts, prot. PP
WYDZIAL TECHNOL OGN CHEMMCINE |
Instytut Technologii i infynieri Chemicane
il Bertythows &, B0-955 Poznad,

184 +£E 618653747, fan 45 61 655 3649
e-mail: jakut rianaSput posnan pl

Pozngn, 23.09 2024

Dekiaracia
o indywidualnym wiladzie procentowym | menytorpcznym wspdtautoro

lako wspotautor wymienionej publikacii:

PS: A Wolny, A Siewnlak, J. Zdarta, F. Clesielczyk, P. Latos, 5 jurczyk, D.L. Nghiem, T.
m,mmmmmﬂmmmmmmmmﬁm
Aspergillus oryzae for enhance enantiomeric resolution of racemic ibuprofen, Environ. T [
innov. 2022, 28, 102936102947,

Otwiadczam, 2e moj whiad procentowy w tg prace wynosit 10% | obejmowal:

- synteze hybrydowych materiaiéw krzemionkowych oraz charakterystyke ich powierzchni
wiasciwe],

- wktad w interpretacie i opis wynikow badar,

-whiad w edycje manuskrypiu | przygotowanie odpowiedsi dia recenzentiiw.

P6: A. Wolny, D. Wiectawik, |. Zdarta, 5. Jurcryk, T. Jesionowski, A. Chrobok, Robust biocatalyst
for the green continuous flow synthesis of esters from biomass-derived furfuryl alcohol and C8-
C18 carboxylic acids, Green Chem. 2024, Advance article, doi.org/10.103%/D4GC03821E.

Déwiadczam, fe mdj widad procentowy w 13 prace wynos# 10% i obejmowat:

- synteze hybrydowych materizidw krzemionksowych,
= wifad w interpretacje i opis wynikiw badan,
- wkiad w edycje manuskryptu i prrygotowanie odpowsedzi dia recenzentdw.

Podpisano odrecznie przez autora
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Dr hab. ini. Katarzyna Szymanska, prof. PS . Gliwice, 23.09.2024
Katedra inzynierii Chemiczniej

i Projektowania Procesowegn

Politechnika Siaska

Dekiaracja
o indywidualnym wikfodzie procentowym | merytorycanym wepdioutorg

lako wipdtautor wymienione] publikaci:

P4: A. Woainy, P. Latos, K. Srymarniska, 5 Jurczyk, A Jakdbik-Kolon, A Chrobok, Construction of
triflpaleminate ionic liguid catalyst on the sifica surface dedicated for continuous flow Diels-
Alder synthesis, Appl Catal. A Gen. 2024, 676, 119676.

Odwiadezam, f2 mo] wilad procentowy w t3 prace wynosif 10% i obsjmowal:

- synteze materiztu krzemionkowego 0 multimodaine] porowatosci oraz przeprowadzenie
analizy adsorpcji — desorpcji (BET, BIH) nodnika | katalizatordw SILLP,

- pomoc merytoryczna w przygotowaniu eksperymentow prowadzonych w systemie cgghym,

- whiad w przygotowanie ostatecznej wersji manuskrypiu

Podpisano odrecznie przez autora
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Wydrzal Chamiceny
% Watedrd Technalogi Chemicime; Organicene; | Petrachemii
Prof. dr hab. inz.

BLIELNIA
BRDAWCIA Anna Chrobak
. Profesor

Gliwice, 25.09. 2024 1.
Deklaracja
o indywidualnym wkiladzie procentowym i merylorycznym wspdlautora
prof. Long D. Nghiem
lako autor korespondencyjny publikacii:

P5: A. Wolny, A. Siewniak, ]. Zdarta, F. Ciesielczyk, P. Latos, S. Jurczyk, D.L. Nghiem, T.
Jesiomowski, A. Chrobok, Supported jonic liquid phase facilitated catalysis with lipase from
Aspergillus oryzae for enhance enantiomeric resolution of racemic ibuprofen, Environ. Technol.
Innov. 2022, 28, 102936~ 102947,

Oswiadczam, ze wiiad procentowy prof. Long D. Nghiem w t3 prace wynosit 10% i obejmowat:

- konsultacje merytoryezng otrzymanych wynikdw badar,

- korekte jezykows ostatecznej wersii manuskryptu,

- preyeotowanie odpowiedzi dla recenzentow.

Podpisano odrecznie przez autora
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KaCedrs Teckmslog:i Chegiceae] Crassicrmr
Pat rchend

al. . Ercywooarsge 4, 44-100 Glimice
G <48 13.337 3% 17 /=48 33 337 1§ 3& Ifmx
r AnND . Chitdesmapolal gl
Lk Py

s B

LARE ARG TATT AR

Politechnika
o s

str. 83



Projektowalne ukiady katalityczne dla sektora lekkiej syntezy organicznej

Anna Wolmy
Wydzial Chemiczny
Katedra Technoicgl Chemiczraj Organwzne | Petrochemii
T o Praof. dr hab. inZ.

pﬁwm BADAWECIA
Profesar
Gliwice, 23.09. 2024 r.
Deldaracja
o indywidualnym widadzie procentowym i merytorycznym wspélautora
dr int. Piotra Latosa
Jako autor korespondencyjny wymienionych publikaci:

hf:A.WUiny,P.Iatm,LSzymish.S. Jurceyk, A. Jakdbik-Kolon, A. Chrobok, Construction of
trifloaluminate ionic liquid catalyst on the silica surface dedicated for continuous flow Diels-
Alder synthesis, Appl. Catal. A Gen. 2024, 676, 119676,
mmnmmmmmﬁ.ﬁmqumwﬂi obejmowat:

- analize NMR wydzielonych cykloadduktiw,

- pomoc merytoryczng w zakresie syntezy i immobilizacii trifloglinianowych cieczy jonowych.

PEiA.Wu!nyr,A.Shwﬁak. I. Zdarta, F. Ciesielczyk, P. Latos, 5. Jurczyk, D.L. Nghiem, T.
Iemmx:[wsh.h Chrobok, Supported ionic liquid phase facilitated catalysis with lipase from
Aspergillus oryzae for enhance enantiomeric resolution of racemic ibuprofen, Environ. Technol.
Innov. 2022, 28, 102936-102947.
thdcunyieuthdpmmdrﬂﬁ_ﬁmuqumwmﬁisxiu&imﬂ:

- analizg NMR wydzielonego estru ibuprofenu,
- pomoc merytoryczng w zakresie immohilizacii cieczy jonowych. Podpisano odrecznie przez autora

Politechnile Hlasks podpis
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Gliwice, 24.09.2024

Dr Sebastian Jurczyk

Instytut InZynierii Materiaiéw Polimerowych i Barwnikéw
Oddziat Farb i Tworzyw w Gliwicach

Sie¢ Badawcza tukasiewicz

Deklaracja
o indywidualnym wkladzie procentowym i merytorycznym wspéfautora

Jako wspotautor wymienionej publikacji:

P4: A. Wolny, P. Latos, K. Szymarniska, 5. Jurczyk, A. Jakébik-Kolon, A. Chrobok, Construction of
trifloalurminate ionic liquid catalyst on the silica surface dedicated for continuous flow Diels-
Alder synthesis, Appl. Catal. A Gen. 2024, 676, 119676.

Déwiadczam, e mdj wkiad procentowy w ta prace wynosit 5% i obejmowat:

- przeprowadzenie analiz TGA wszystkich materialow i katalizatordw SILLP.

P5: A. Wolny, A. Siewniak, 1. 7darta, F. Ciesielczyk, P. Latos, 5. Jurczyk, D.L. MNghiem, T.
Jesionowski, A. Chrobok, Supported ionic liquid phase facilitated catalysis with lipase from
Aspergillus oryzae for enhance enantiomeric resolution of racemic ibuprofen, Environ. Technol.
Innov. 2022, 28, 102936—-102947.

Oswiadczam, ze moj wkiad procentowy w t3 prace wynosit 5% i obejmowal:

- przeprowadzenie analiz TGA wszystkich nosnikow i biokatalizatorow.

P6: A. Wolny, D. Wiectawik, J. Zdarta, S. Jurczyk, T. Jesionowski, A. Chrobok, Robust biocatalyst
for the green continuous flow synthesis of esters from biomass-derived furfuryl alcohol and C8-
C18 carboxylic acids, Green Chem. 2024, Advance article, doi.org/10.1039/D4GC03821E.

Déwiadczam, Ze maj wkiad procentowy w t3 prace wynosit 5% i obejmowat:

- przeprowadzenie analiz TGA wszystkich materiatow i biokatalizatordow.

Podpisano odrecznie przez autora
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Prof. dr hab. inz. Teofll Jesionowsis

WYDZLAL TECHNOLOGE CHEMICINE S
Iertytut Tochnolog § indyniari Chemicrns)

mmaww

tel +48 616653747, fax +48 61 665 3549

e-mail teofil jlionowsiaBout patrdn g

Poznad, 23.09.2024

Dekiarocjo
o indywiduolnym wiiodzie procentowym i merytorycinym wspdioutora

Jako wspdtautor wymienionej publikacji:

PS: A Walny, A. Siewniak, | Zdarta, F. Ciesislczyk, P. Latos, 5. Jurczyk, DL Nghiem, T.
lesionowski, A. Chrobok, Supported ionic liguid phase focilitated cotolysis with lipase from
Aspergillus aryzoe for enhance engatiomeric resolution of racemic ibuprafen, Erwiron. Technol.
innov. 2022, 28, 102936-102947.

Céwiadczam, te mdj wiiad procentowy w L3 prace wynosi# 5% i obejmowat:

- wkiad w edycje oraz wenyfikacje ostatecznej wersji manuskryptu.

P6: A. Wolny, D. Wieclawik, ). Zdarta, 5. Jurczyk, T. Jesionowski, A. Chrobok, Robust biocatalyst
for the green continuous flow synthesis of esters from biomass-derived furfuryl alcohel and C38-
C18 carboxylic acids, Green Chem. 2024, Advance article, doiorg/10.1039/D4GC03821E
Déwiadczam, $e mdj widad procentowy w t3 prace wynosit 5% | obejmowal:

- whiad w edycjg oraz weryfikacjg ostatecznej wersji manuskryptu.

Podpisano odrecznie przez autora
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VIII PUBLIKACIE

W dalsze] czedci pracy zamieszczono artykuly naukowe wraz z materiatami
uzupetniajacymi, ktére stanowia cykl publikacji monotematycznych niniejszej rozprawy
doktorskiej, w podanej kolejnosci:

Publikacja P1.A. Wolny, A. Chrobok, Silica-Based Supported lonic Liquid-like Phases as
Heterogeneous Catalysts, Molecules 2022, 27, 5900. |F2022 = 4,600; MNiSW2022 =
140.

Publikacja P2. A. Wolny, A. Chrobok, lonic Liquids for Development of Heterogeneous Catalysts
Based on Nanomaterials for Biocatalysis, Nanomaterials 2021, 11, 2030. IFz001 =

5,719; MNi5W2021 = 100.

Publikacja P3. A. Wolny, A. Chrobok, Supported lonic Liquid Phase for Biocatalysis: The Current
Applications, Synthesis and Prospects, Curr. Org. Chem. 2023, 27, 1119-1122.

IF2p23 = 1,700; MNiSW 223z = 70.

Publikacja P4.A. Wolny, P. Latos, K. Szymaniska, S. Jurczyk, A. Jakébik-Kolon, A. Chrobok,
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