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Streszczenie

Gtéwnym celem rozprawy doktorskiej byto wykorzystanie modyfikowanych monolitéw
krzemionkowych, o hierarchicznej strukturze pordw, jako nosnikow rézinych enzymoéw
oraz ocena ich uzytecznosci w wybranych procesach biotransformacji, w tym w procesach
wieloenzymatycznych/kaskadowych.

W ramach pracy doktorskiej przeprowadzono badania dotyczgce opracowania
i zastosowania  nastepujagcych  immobilizowanych  biokatalizatoréow:  kowalencyjnie
i/lub adsorpcyjnie unieruchomionej lipazy CalB z Candida antarctica, kowalencyjnie
unieruchomionej pirosforylazy UDP-glukozy wyizolowanej z Thermocrispum agreste (TaGalU)
oraz kowalencyjnie immobilizowanych/wspdtimmobilizowanych enzymoéw wchodzacych
w sktad kaskady enzymatycznej: oksydazy D-aminokwasowej wyizolowanej z Rhodotorula
gracilis (DAAOg,), handlowo dostepnej katalazy oraz transketolazy wyizolowanej z Geobacillus
stearothermophilus (TKgst). Aktywnos$é i stabilno$é tak otrzymanych biokatalizatoréw okreslono
nastepnie w wybranych reakcjach: hydrolizy octanu p-nitrofenylu oraz estryfikacji kwasu
lewulinowego (w przypadku lipazy CalB), syntezy UDP-glukozy (TaGalU) iotrzymywania
trehalozy (TaGalU jako element sktadowy kaskady), atakie w syntezie L-erytrulozy
(kaskada enzymatyczna: DAAOgg, katalaza, TKgst).

W pracy wykazano, ze wybdér metody immobilizacji lipazy powinien by¢ uzalezniony
od warunkéw procesu, w jakich enzym bedzie stosowany. Zastosowanie obu metod
immobilizacji (kowalencyjnej i adsorpcyjnej) umozliwito uzyskanie biokatalizatoréw o wysokiej
aktywnosci. Zas stabilno$¢ uzalezniona byta od typu proceséw, w ktérych biokatalizatory
byly stosowane. Lipazaimmobilizowana kowalencyjnie wykazywata stabilnos¢ zaréwno
w procesie hydrolizy jak i estryfikacji, a osadzona adsorpcyjnie byfa stabilna tylko w procesie
estryfikacji. Wykazano réwniez, ze kowalencyjna immobilizacja pirofosforylazy UDP-glukozy
przyczynifa sie do poszerzenia optimum pH i temperatury oraz poprawy stabilnosci termicznej
enzymu (w porédwnaniu do natywnej formy enzymu). Ponadto enzym ten, unieruchomiony
wewnatrz mikroreaktora wykazywat wysoka stabilnosé procesowsg, dzieki czemu mégt by¢ uzyty
jako element kaskady enzymatycznej. W pracy zademonstrowano to na przyktadzie kaskady
z transferazg trehalozy, do syntezy trehalozy. Innym przyktadem procesu kaskadowego
byto enzymatyczne otrzymywanie L-erytrulozy, gdzie wykorzystywano trzy immobilizowane
enzymy. Dowiedziono, ze kowalencyjna immobilizacja oksydazy D-aminokwasowej, katalazy
oraz transketolazy przyczynita sie do znacznej poprawy stabilnosci termicznej tych enzyméw
(w poréwnaniu do natywnej formy), a najlepszg wydajnos¢ L-etrytrulozy otrzymano

w przypadku wspdétimmobilizacji DAAOggi katalazy oraz osobnej immobilizacji TKqgst.
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Reasumujac, wykazano, ze monolity krzemionkowe mogg by¢ wykorzystywane jako efektywne

nosniki katalizatorow (enzymow), zaréwno w procesach okresowych jak i procesach ciggtych.
Warto rowniez podkresli¢, ze przeprowadzone badania, w szczegdlnosci obejmujgce

procesy kaskadowe, mogg by¢ punktem wyjscia do zastosowan prezentowanych uktadow

enzymatycznych w produkcji innych cennych zwigzkdw.
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Wprowadzenie

Biotransformacje cieszg sie wcigz rosngcym zainteresowaniem, a co wazniejsze wpisujg
sie w trend tzw. ,zielonej chemii”. Zastosowanie biokatalizatoréw umozliwia otrzymanie wielu
zwigzkow chemicznych z dobrg wydajnosciag w tagodnych warunkach (pH, temperatura,
ci$nienie atmosferyczne), najczesciej przy zastosowaniu wodnych rozpuszczalnikow.
Ponadto produkty uboczne oraz odpady z proceséw biotransformacji s zazwyczaj
biodegradowalne. Enzymy odznaczajg sie wysokga specyficznoscig i selektywnoscia, co sprawia,
Ze znajdujg coraz wiecej zastosowan. Niestety, zastosowanie enzymow w formie natywnej wigze
sie z wysokimi kosztami. Ze wzgleddw ekonomicznych dazy sie do ich obnizenia,
poszukujac sposobdéw umozliwiajgcych ich wielokrotne zastosowanie.
Atrakcyjnym rozwigzaniem wydaje sie by¢ immobilizacja enzyméw na nosnikach
krzemionkowych, szczegdlnie w formie monolitdw o hierarchicznej strukturze poréw.
Nosniki te cieszg sie duzym zainteresowaniem, ze wzgledu na biokompatybilnosé,
nietoksycznosé¢, kontrolowang morfologie, porowatosé, duzg wytrzymatos¢ termiczng,
mechaniczng i chemiczng, czy tatwos¢ wprowadzania na ich powierzchnie réinych grup
funkcyjnych. Monolity, w zaleznosci od potrzeb aplikacyjnych, mogg miec rdzne ksztatty/formy:
mogy stanowi¢ wypetnienie do reaktoréow okresowych lub rdzen do mikroreaktoréw
stosowanych w procesach ciggtych.

Sposrdod wielu stosowanych w biotransformacjach enzymdéw na szczegdlng uwage
zastuguja lipazy. Chociaz szerokie mozliwosci aplikacyjne tych enzymow sprawiajg, ze temat ich
immobilizacji byt juz wielokrotnie poruszany, wcigz istnieje ogromne zapotrzebowanie
na opracowanie taniej, uniwersalnej i efektywnej metody ich immobilizacji oraz znalezienie
nowych sfunkcjonalizowanych nosnikéw, pozwalajacych na otrzymanie aktywnych i stabilnych
heterogenicznych biokatalizatoréw. W przypadku lipaz najbardziej popularng metoda
jestimmobilizacja poprzez fizyczng adsorpcje na hydrofobowych nosnikach, umozliwiajgca
zwigzanie enzymu w konformacji otwartej. Jednakze, w przypadku tej metody nie mozna
wykluczyé wymywania enzymu z nosnika. Stabilne osadzenie biokatalizatora na podtozu
wymaga utworzenia wigzania kowalencyjnego. W zwigzku z tym coraz czesciej proponuje sie
nosniki bifunkcjonalizowane, pozwalajgc na potgczenie tych dwéch metod immobilizacji.

W ostatnich latach ogromne zainteresowanie w procesach biotransformacji budza
rowniez kaskady wieloenzymatyczne. Stanowig one obiecujgce narzedzia do produkcji ztozonych
zwigzkow o duzej wartosci dodanej. Zastosowanie reakcji kaskadowych, w odrdznieniu
do klasycznej, wieloetapowej syntezy, niesie duze korzysci Srodowiskowe i ekonomiczne.

Eliminuje koniecznos$¢ izolacji i oczyszczania produktéw posrednich po kazdym etapie,
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co zmniejsza ilos¢ stosowanych odczynnikdw i rozpuszczalnikéw, a tym samym ogranicza ilo$é
powstajgcych odpaddéw. Niejednokrotnie skraca sie znaczgco czas procesu oraz otrzymuje sie
lepsze wydajnosci produktédw. Jednakze immobilizacja enzymdw wchodzacych w skfad kaskad
wieloenzymatycznych stanowi duze wyzwanie, ze wzgledu na rdéznice we wiasciwosciach
i aktywnosciach poszczegdinych enzymdw. W zwigzku z tym, badania nad otrzymywaniem
kaskad wieloenzymatycznych nie sg zbyt czesto prezentowane w literaturze, a stanowiag

niezwykle ciekawy temat badawczy.
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Cel pracy

Celem pracy byta synteza i modyfikacje monolitéw krzemionkowych, o hierarchicznej
strukturze porow, jako nos$nikéw réinych enzyméw oraz ocena aktywnosci i stabilnosci
tak otrzymanych biokatalizatorow w wybranych procesach biotransformacji, w tym w procesach
wieloenzymatycznych/kaskadowych.

Zakres pracy obejmowat realizacje czterech gtéwnych zadan:

(1) synteze monolitéw krzemionkowych w postaci walcow i patek, z zastosowaniem metody zol-
zel, w potaczeniu z procesem separacji fazowej,

(2) modyfikacje powierzchni no$nikéw réznymi grupami funkcyjnymi (grupy oktylowe, aminowe,
epoksydowe),

(3) immobilizacje enzymow oraz ocene aktywnosci i stabilnosci otrzymanych biokatalizatoréw
w wybranych procesach biotransformacji, w tym:

(a) kowalencyjng i/lub adsorpcyjng immobilizacje handlowo dostepnej lipazy B
z Candida antarctica (CalB) i testowanie jej w reakcjach hydrolizy i estryfikacji, w Srodowisku
wodnym i bezwodnym (rozpuszczalnikdw organicznych). Badania prowadzono w reaktorze
z wirujgcym ztozem SpinChem”.

(b) kowalencyjng immobilizacje pirofosforylazy UDP-glukozy z Thermocrispum agreste,
we wnetrzu monolitycznego, przeptywowego mikroreaktora krzemionkowego. Badania te byty
czescig projektu ERA-NET IB, ktorego gtdwnym zatozeniem byto opracowanie uktadu do syntezy
trehalozy, przy uzyciu kaskady enzymatycznej, sktadajgcej sie z dwodch enzymow:
(1) pirofosforylazy UDP-glukozy (GalU), katalizujgcej proces otrzymywania UDP-glukozy z UTP
i glukozo-1-fosforanu, a nastepnie (2)transferazy trehalozy (TreT), katalizujgcej synteze
trehalozy z UDP-glukozy i glukozy.

(c) kowalencyjng immobilizacje/wspdtimmobilizacje enzymow: oksydazy
D-aminokwasowej wyizolowanej z Rhodotorula gracilis (DAAQ), handlowo dostepnej katalazy
wyizolowanej z watroby bydlecej (KAT) oraz transketolazy wyizolowanej z Geobacillus
stearothermophilus (TK). Aktywnosc katalityczng otrzymanej immobilizowanej kaskady
enzymatycznej przetestowano w tzw. jednogarnkowej (z ang. ,one pot”), dwuetapowej syntezie

L-erytrulozy. Badania prowadzono w nowoczesnym reaktorze ze ztozem stacjonarnym.
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PRZEGLAD LITERATURY

1. Immobilizacja enzymow

Immobilizacja, inaczej zwana réwniez unieruchomieniem, jest procesem prowadzgcym
do zwigzania enzymu (najczesciej z nosnikiem). Zabieg ten, oprdcz zwiekszania stabilnosci,
pozwala na wielokrotne wykorzystanie enzymu (mozliwos¢ recyklu), a tym samym obnizenie
kosztéw catego procesu. Rozwigzanie to ufatwia réwniez oddzielenie katalizatora od medium
reakcyjnego, a produkty nie sg zanieczyszczone biatkiem, co ma istotne znaczenie przede
wszystkim w farmacji i przemysle spozywczym. Pozwala to na zredukowanie liczby etapdw
catego procesu [1-5]. Dodatkowo, unieruchomienie enzymu na podfozu statym (nosniku)
otwiera droge do prowadzenia procesu nie tylko w systemie okresowym, ale réwniez w systemie
ciggtym [6-9]. Badania dowodzg réowniez, ze immobilizacja zwieksza stabilno$¢ enzymu i chroni
go przed niekorzystnym wptywem zmian pH, temperatury, czy rozpuszczalnikami organicznymi
[2,5,10-12]. Proces immobilizacji moze niestety wptyngé na obnizenie aktywnosci
unieruchomionego biatka, w poréwnaniu do jego formy natywnej. Moze to by¢ spowodowane
zmianami konformacyjnymi i utrudnionym dostepem do miejsca aktywnego enzymu po jego
unieruchomieniu [13,14]. Z drugiej zas strony, w literaturze znanych jest wiele przypadkow,
w ktdérych immobilizacja przyczynita sie do poprawy aktywnosci enzymu [12,15].

W Tabeli 1 zebrano najwazniejsze zalety i wady immobilizacji enzyméw.

Tabela 1 Najwazniejsze zalety i wady immobilizacji enzymow

ZALETY WADY

Mozliwos¢ wielokrotnego wykorzystania enzymu  Ograniczenia transportu masy

tatwe oddzielenie biokatalizatora od medium Dodatkowe koszty zwigzane z zakupem nosnika

reakcji i odczynnikdbw do immobilizacji oraz procesem
immobilizacji

Mozliwos¢ prowadzenia procesu w uktadzie Mozliwosé unieruchomienia enzymu

ciggtym w nieodpowiedniej konformacji, a w konsekwencji

utrata aktywnosci enzymatycznej

Poprawa stabilnosci enzymu w warunkach reakgji
(pH, temperatura, rozpuszczalniki organiczne)

W niektorych przypadkach wzrost aktywnosci
enzymatycznej
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2. Metody immobilizacji enzymow

Znane sy rdozne metody immobilizacji, w tym miedzy innymi putapkowanie (inkluzja),
czyli zamykanie enzymu wewnatrz nosnika [16,17], zwigzanie enzymu na powierzchni nosnika
poprzez adsorpcje fizyczng [18-21] lub wigzanie kowalencyjne [10,22-25] czy sieciowanie (cross-
linking) [26-28], czyli tworzenie wigzan kowalencyjnych pomiedzy czgsteczkami enzymu,
co skutkuje utworzeniem nierozpuszczalnych agregatéw biatkowych.

Graficzne zestawienie poszczegdlnych metod immobilizacji przedstawiono na Rys. 1.

Rys. 1 Metody immobilizacji enzymow: putapkowanie, adsorpcja fizyczna, wiqzanie kowalencyjne
i sieciowanie na przyktadzie oksydazy D-aminokwasowej. Schemat wykonano z wykorzystaniem pakietu
UCSF Chimera: PDB ID: 1COlI.

Ze wzgledu na zakres pracy szczegétowo omowione zostang dwie metody:

adsorpcja fizyczna oraz immobilizacja poprzez wigzanie kowalencyjne.
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2.1. Adsorpcja fizyczna

Adsorpcja fizyczna jest najprostszg metoda unieruchomienia enzyméw na nosniku.
Opiera sie na fizycznych oddziatywaniach (takich jak: wigzania wodorowe, sity elektrostatyczne
i van der Waalsa czy oddziatywania hydrofobowe) pomiedzy grupami funkcyjnymi enzymu
a nosnikiem. Ta metoda immobilizacji jest prosta, szybka, efektywna i tania, a uzyty nosnik
mozna zregenerowac. Sity wigzania enzymu z nosnikiem sg stabe. Dzieki temu nie obserwuje sie
zmian konformacyjnych biatka, przez co aktywnos¢ katalityczna pozostaje niezmieniona.
Jednakze z drugiej strony, mozliwa jest desorpcja enzymu z no$nika, nawet podczas niewielkich
zmian warunkow reakcji (pH, temperatura, sita jonowa, stezenie substratéw), czy pod wptywem
dziatania sit $cinajgcych mieszadtfa. Adsorpcja jako metoda immobilizacji jest dobrym wyborem
do zastosowan w reakcjach prowadzonych w rozpuszczalnikach organicznych, gdyz stabe
powinowactwo enzymu do tego typu rozpuszczalnikdw zapobiega wymywaniu enzymu

z nosnika [29-32].

2.2.Wigzanie kowalencyjne

Wigzanie kowalencyjne pozwala na silne, nieodwracalne zwigzanie enzymu z nosnikiem,
coumozliwia znaczng poprawe stabilnosci, w poréwnaniu do natywnej formy enzymu,
wielokrotne wykorzystanie biokatalizatora i zapobiega uwalnianiu enzymu do sSrodowiska reakgji
[10,33,34]. Wigzanie to powstaje w wyniku reakcji chemicznych miedzy grupami funkcyjnymi
nosnika a grupami bocznymi aminokwasdw, znajdujgcych sie na zewnetrznej powierzchni biatka.
Najczesciej grupy funkcyjne enzymu, ktdére biorg udziat w wigzaniu z nosnikiem to: grupy
aminowe lizyny, argininy i histydyny, grupa tiolowa cysteiny czy karboksylowe kwasu
asparaginowego i glutaminowego. Wazne jest, aby w wigzaniu z nosnikiem nie braty udziatu
reszty aminokwaséw tworzacych centrum aktywne enzymu, gdyz moze to prowadzi¢
do obnizenia aktywnosci lub nawet catkowitej dezaktywacji biokatalizatora. Nalezy réwniez
zwrdcié¢ uwage, ze takie wigzanie enzymu z nosnikiem obniza elastycznos¢ enzymu, co takze
moze prowadzi¢ do obnizenia aktywnosci. W przypadku tej metody, regeneracja nosnika jest
skomplikowana, a czesto niemozliwa. W przypadku stosowania nosnikow, ktére na powierzchni
nie majg odpowiednich grup funkcyjnych, zdolnych do wytworzenia wigzania kowalencyjnego
z enzymem, konieczna jest ich modyfikacja. Najczesciej na powierzchnie nosnika wprowadza sie
takie grupy jak: aminowe, epoksydowe, tiolowe czy karboksylowe.

Obecnos¢ grup epoksydowych czy tiolowych umozliwia bezposrednie zwigzanie enzymu
z nos$nikiem. W przypadku grup aminowych czy karboksylowych, konieczna jest dalsza aktywacja
za pomocg karboimidu (aktywacja grup karboksylowych na nos$niku) lub aldehydu glutarowego

(aktywacja grup aminowych nosnika). Ten ostatni jest stosowany najczesciej ze wzgledu
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na prostote itagodne warunki aktywacji. W procesie tym jedna grupa aldehydowa aldehydu
glutarowego wigze sie z grupg aminowag nosnika, a nastepnie druga grupa aldehydowa reaguje
z grupg aminowg czasteczki enzymu. Aldehyd glutarowy ma tendencje do tworzenia struktur
dimerycznych lub trimerycznych, co skutkuje powstaniem dtugiego ramienia dystansujacego
(tzw. linkera) pomiedzy enzymem a nosnikiem [23,32-36].

Podsumowujgc, kazda z technik immobilizacji ma swoje wady oraz zalety i nie ma jednej
uniwersalnej metody dla wszystkich enzyméw. W zwigzku z tym kazdorazowo przed
przystgpieniem do unieruchomienia konkretnego enzymu, konieczny jest dobér zaréwno

odpowiedniej metody immobilizacji jak i nosnika, do ktérego bedzie on przytgczany.

3. Nosniki enzymow

Waznym aspektem procesu immobilizacji enzymow jest wybor odpowiedniej matrycy
(nosnika). Nosnik powinien cechowaé sie wysokim powinowactwem do enzymu,
biokompatybilnoscig, stabilnosciag chemiczng i termiczng oraz nierozpuszczalnoscig
w Srodowisku reakcji. Powinien takze posiadac¢ reaktywne grupy funkcyjne, aby umozliwic
skuteczne oddziatywanie enzymu z nosnikiem. Wazne s3 réwniez jego niska cena
oraz powszechna dostepnos¢. Ponadto nosnik powinien nadawa¢ sie do regeneracji
oraz wielokrotnego wykorzystania. [3,10]

Niestety, idealny nosnik nie istnieje. W procesie immobilizacji enzyméw zastosowanie
znajduje bardzo szeroka grupa rozmaitych materiatéw organicznych i nieorganicznych,
w tym polimery [24,37-39], nanoczastki [40-42], nanorurki weglowe [25,43], krzemionki [44-47].

Na szczegdlng uwage zastugujg porowate materiaty krzemionkowe, ktére omoéwiono szerzej

w kolejnych podrozdziatach.

3.1.Nosniki krzemionkowe

Nosniki krzemionkowe sg nietoksyczne, cechujg sie Swietng wytrzymatoscig termiczng
oraz mechaniczng. Sg stabilne w rozpuszczalnikach organicznych i niezwykle odporne
na biodegradacje. Co wiecej, znajdujgce sie na ich powierzchni grupy hydroksylowe sprzyjajg
modyfikacji powierzchni (funkcjonalizacji), w celu umozliwienia skutecznego unieruchomienia
enzymu. Procedura funkcjonalizacji polega na reakcji krzemionki z odpowiednim organosilanem,
co prowadzi do kowalencyjnego zwigzania odpowiednich grup funkcyjnych na powierzchni.
Reakcja prowadzona jest najczesciej w obecnosci niepolarnego rozpuszczalnika i jest
stosunkowo prosta i szybka. Istotng zaletg nosnikow krzemionkowych jest rowniez mozliwos¢
ich regeneracji i ponownego wykorzystania. Wsréd nosnikéw krzemionkowych wyrdznia sie

niezwykle popularne w ostatnich latach mezoporowate materialy krzemionkowe
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o uporzagdkowanej strukturze. Do nich zalicza sie nosniki proszkowe, jak mezoporowate pianki
komdrkowe (MCF) czy mezoporowate sita molekularne typu SBA-15, jak réwniez nosniki
monolityczne o hierarchicznej strukturze pordéw. Krzemionkowe materiaty mezoporowate
cechujg sie duzg powierzchnig wtasciwg, waskim rozktadem wielkosci poréw idobrze
zdefiniowang geometrig poréw, co pozwala na skuteczne przytagczenie enzymow
oraz minimalizuje ograniczenia dyfuzyjne [3,30,48-50].

Ponizej omdwiono szerzej mezoporowate pianki komdérkowe oraz monolity krzemionkowe,
ktérych otrzymywanie, modyfikacja i wykorzystanie byto jednym z celdw niniejszej pracy.

3.1.1. Mezoporowate pianki komdérkowe

Mezoporowate pianki komérkowe (MCF, ang mesostructured cellular foams) nalezg
do nosnikéw proszkowych (wielko$¢ czgstek 20-30 um). Do ich syntezy stosuje sie metode
szablonowania: po zmieszaniu wodnego roztworu HCl ze zwigzkiem powierzchniowo czynnym
(Pluronic 123) oraz czynnikiem speczniajgcym (1,3,5-trimetylobenzen, TMB) tworzy sie
mikroemulsja typu olej w wodzie (o/w), ktéra petni role szablonu poréw. Do tak przygotowane;j
mikroemulsji wkrapla sie prekursor krzemionki (TEOS), ktdry hydrolizuje i kondensuje wokét
kropelek mikroemulsji. Podczas starzenia w podwyzszonej temperaturze, krzemionka
kondensuje, w wyniku czego nastepuje agregacja kropelek pokrytych krzemionkga, co prowadzi
do ich wytrgcenia. Strgcone agregaty poddaje sie procesowi filtracji, suszenia oraz kalcynacji.
Otrzymane w ten sposdb materiaty charakteryzujg sie tréjwymiarowgq otwartg strukturg porow
(z catkowitg objetoscig pordw ok. 2 cm?3/g), ze sferycznymi duzymi porami (o $rednicy 20-40 nm),
pofaczonych ze sobg jednolitymi oknami (9-20 nm). Te wszystkie cechy: mata wielkos¢ czastek,
duza powierzchnia wtasciwa (500-1000 m?/g) oraz duza $rednica pordw sprawiaja, iz nosniki

te wykazujg duzy potencjat do immobilizacji enzyméw [45,51-57].

3.1.2. Monolity krzemionkowe

Monolity krzemionkowe charakteryzujg sie otwartg multimodalng hierarchiczng struktura
makro-/mezopordw. Zespdt Nakanishi [58,59] opracowat synteze bimodalnych monolitéw
krzemionkowych w oparciu o procedure zol-zelowg z rdéwnoczesng separacjg fazowa.
Dodatki, takie jak rozpuszczalne w wodzie polimery (poli(glikol etylenowy) - PEG czy tréjblokowe
surfaktanty kopolimerowe (poli(glikol etylenowy)-blok-poli(tlenek propylenu)-blok-poli(glikol
etylenowy)), mogg by¢ stosowane jako inicjatory separacji faz. W Srodowisku kwasnym,
prekursory krzemionki, np. tetraetoksysilan (TEOS) czy tetrametoksysilan (TMOS) hydrolizujg
i nastepnie kondensujg, a polimery zaczynajg oddziatywaé z nowo utworzong powierzchnig
krzemionki, w wyniku czego powstaje tréjwymiarowa siec. Rébwnoczesnie nastepuje rozktad

spinodalny prowadzacy do rozdziatu faz na faze bogatg w krzemionke pokrytg polimerem
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oraz faze bogatg w rozpuszczalnik (wode). Po tym etapie nastepuje przejScie zolu w zel.
Poczagwszy od momentu zelowania rozpoczyna sie dojrzewanie i starzenie zelu, tzn. dalsza
kondensacja krzemionki, poprzez wigzania krzyzowe powierzchniowych grup hydroksylowych.
Szkielety zelu krzemionkowego tak utworzonej makroporowatej struktury zawierajg mezopory,
ktorych rozmiar mozna kontrolowaé poprzez obrébke otrzymanych monolitéw w roztworze
amoniaku. Poniewaz rozpuszczalnosé krzemionki zalezy zaréwno od pH jak i temperatury,
wzrost jednego z tych czynnikow zwiekszy proces dojrzewania Ostwalda (ang Ostwald ripening),
prowadzgc do wzrostu srednicy mezopordéw matrycy krzemionkowej. Ostatnimi etapami syntezy
sg: suszenie (kurczenie sie zelu i usuniecie rozpuszczalnika z poréw) oraz kalcynacja,
podczas ktérej dochodzi do wzmocnienia struktury zelu oraz usuniecia lotnych i organicznych
zwigzkdéw (szablonu) z wnetrza nieorganicznej struktury. W ten sposéb otrzymuje sie szkielet
krzemionki z makroporami 0,1-10 um (powstatymi po usunieciu rozpuszczalnika i zwigzkéw
organicznych) oraz mezoporami w zakresie 10-20 nm, o catkowitej objetosci poréw ok. 3 cm3/g
[58-61].

Smatt i wsp. [62] zmodyfikowali te metode syntezy, stosujgc tzw. podwéjne szablonowanie.
Zastosowali oni potgczenie homopolimerowego $rodka rozdzielajgcego fazy - poli(glikolu
etylenowego) (PEG), ktory jest inicjatorem separacji fazowej oraz czwartorzedowej soli
amoniowej (bromku heksadecylotrimetyloamoniowego, CTAB), ktéra ma zdolno$¢é do tworzenia
miceli, bedgcych szablonem mezoporéw monolitu. Wg Smattiin. [62] krzemionka najpierw tgczy
sie zmicelami CTAB, a nastepnie oddziatuje z PEG, ktéry kontroluje agregacje komplekséw CTAB-
krzemionka. W ten sposéb mozna otrzymaé hierarchicznie zorganizowane, tréjmodalne
monolity krzemionkowe z matymi mezoporami w zakresie 2-4 nm oraz wiekszymi mezoporami
(10-20 nm) i makroporami w zakresie 0,5-35 um [62]. Dowiedziono réwniez, ze makro-
i mezoporowato$¢ materiatu krzemionkowego mozna regulowac niezaleznie od siebie,
poprzez modyfikacje stosunku poszczegdlnych reagentéw oraz warunkéw syntezy [60,62,63].
Zmiana stosunku ilosci reagentéw: (TEOS, PEG, CTAB i HNOs) orazsposobu obrébki,
zaproponowana przez Szymariska i in. [64,65] umozliwita otrzymanie jeszcze bardziej otwartej
struktury monolitu (powierzchnia wiasciwa 290-650 m?/g), zawierajacego mezopory w zakresie
3-4 nm i 18-20 nm oraz duze makropory w zakresie 2-40 um, z catkowitg objetoscig porow
w zakresie 2-4 cm?/g.

Monolity krzemionkowe posiadajg unikalng tréjwymiarowsg strukture, w ktérej makropory
przeptywowe potgczone sg z rozlegtg siecig mezoporéow obecnych w statym szkielecie.
Dzieki takiej budowie, generowane sg duze i tatwo dostepne powierzchnie, na ktérych mozna
osadzi¢ katalizator, uzyskujgc wyjgtkowo korzystny stosunek powierzchni do objetosci.

Dodatkowo, obecnos¢ stosunkowo duzych makroporédw pozwala znaczgco zmniejszy¢ opory
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zwigzane z transportem masy reagentéw. Co wiecej, mozliwos$¢ przyjmowania przez monolity
réznych ksztattéw (w zaleznosci od ksztattu formy, do ktérej wylewa sie zol) oraz dostepne
metody modyfikacji krzemionki sprawiajg, ze mozliwe jest zaprojektowanie struktury
spetniajgcej okreslone wymagania katalityczne oraz inzynieryjne. W ostatnich latach monolity
krzemionkowe z powodzeniem byly wykorzystywane jako rdzenie do mikroreaktorow
enzymatycznych czy wypetnienie do reaktora koszykowego.

3.1.2.1. Zastosowanie monolitow krzemionkowych w procesach ciggtych

Monolity krzemionkowe o hierarchicznej strukturze poréw, na powierzchni ktérych
zaimmobilizowane sg enzymy, moga by¢ wykorzystane jako rdzenie mikroreaktoréow
przeptywowych. Zastosowanie mikroreaktorow umozliwia prowadzenie proceséw ciagtych,
kontrole parametréw procesowych, takich jak temperatura, natezenie przeptywu czy czas
reakcji, co ma korzystny wptyw na wydajnosé¢ i selektywnos$¢ procesu. Mozliwa jest réwniez
petna automatyzacja procesu. Ponadto mikroreaktory dajag mozliwosci projektowania
innowacyjnych procesdw przemystowych w produkcji matotonazowej, przede wszystkim
w przemysle farmaceutycznym czy chemicznym do produkcji zwigzkdw typu fine chemicals.
Co wiecej, zmniejszenie objetosci reaktora pozwala na zwiekszenie bezpieczenstwa procesu,
w tym rowniez syntezy in situ substancji niebezpiecznych. Wptywa to takze na zmniejszenie ilosci
odczynnikdéw i zuzycia energii, co czyni proces bardziej przyjaznym dla sSrodowiska oraz pozwala
na znaczne obnizenie kosztow. Duzg zaletg jest rowniez tatwe powiekszenie skali, mozliwe dzieki
zwielokrotnieniu liczby stosowanych urzadzen, umozliwiajgc w ten sposéb zwiekszenie
produkcji. Co istotne, zastosowanie mikroreaktoréow pozwala niejednokrotnie na otrzymanie
wyzszych wydajnosci produktu, w poréwnaniu do uzyskiwanych w systemie okresowym.
To ostatnie wynika z intensyfikacji wymiany masy i ciepta pomiedzy reagentami a powierzchnig,
na ktorej osadzony jest katalizator oraz niemozliwym do uzyskania w tradycyjnych procesach
wyjatkowo korzystnym stosunkiem powierzchni nosnika (na ktérej zachodzi proces katalityczny)
do objetosci reagentow [6,66-70].

Po raz pierwszy monolity krzemionkowe zostaty wykorzystane jako mikroreaktory
przez grupe z Instytutu Charlesa Gerhardta w Montpellier [60,71-73]. Do syntezy monolitéw
stosowano procedure opracowang przez Nakanishi i in. [58,59] (opisang w podrozdziale 3.1.2),
uzyskujgc materiat o makroporach wielkosci 3-6 um, mezoporach w zakresie 3-10 nm,
catkowitej objetosci poréw do ok.2,7 cm®/g i porowatosci 76-78% [73]. Z kolei zespdt
pod kierownictwem prof. Jarzebskiego opracowat mikroreaktory bazujace na technologii
monolitdw krzemionkowych, opracowanej przez Smatt i in. [62]. Cho¢ topologia porow jest

w obu przypadkach taka sama, to monolity krzemionkowe otrzymane zgodnie z metodologig
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Smatt i in., zmodyfikowang przez zespdt z Gliwic, charakteryzujg sie makroporami w zakresie 30-
50 um, duzymi mezoporami do 20 nm catkowita objetoscig poréw siegajacg 4 cmi/g
oraz porowatoscia 80-90% [64,65]. Tak duze pory/kanaty przeptywowe umozliwiajg
zastosowanie duzych natezen przeptywu reagentdow przy stosunkowo niewielkich oporach
przeptywu. Przykfadowo, zastosowanie natezenia przeptywu 750 ml/cm*min skutkowato
jedynie oporami przeptywu rzedu 64 kPa/cm [65]. Dzieki temu mozliwe jest zastosowanie
zwyktych (prostych), a co za tym idzie, niedrogich pomp dozujgcych. Rozwinieta struktura
monolitéw krzemionkowych (powierzchnia wtasciwa Sger ok. 300 m?/g) umozliwia wiekszy
tadunek biokatalizatora, a w efekcie wyzszg produktywnosc. Ponadto krete kanaty przeptywowe
wymuszaja gwattowne zmiany kierunku przeptywu cieczy (chaotyczny przeptyw cieczy),
co sprzyja powstawaniu zawirowan i intensyfikacji mieszania, pomimo laminarnego przeptywu.
To wszystko sprawia, ze mikroreaktory monolityczne wykorzystano w wielu procesach
biotransformaciji. Przyktadowo, acylotransferaza z Mycobacterium smegmatis, unieruchomiona
wewnatrz mikroreaktora, zostata przetestowana w reakcji transestryfikacji glikolu
neopentylowego octanem etylu. Glikol neopentylowy posiada w swojej strukturze dwie grupy
hydroksylowe, w zwigzku z czym mozliwe jest otrzymanie mono- Ilub diestru.
Dowiedziono, ze regulacja natezenia przeptywu reagentéw (a tym samym czasu kontaktu)
w mikroreaktorze z osadzonym enzymem, umozliwia kontrole powstawania jednego
z produktéw w nadmiarze. Przy natezeniach przeptywu >1,5 ml/min (czas kontaktu ponizej
1 min) powstawat jedynie monoester, natomiast wraz ze zmniejszaniem przeptywu,
a tym samym wydtuzaniem czasu reakcji udziat diestru w mieszaninie poreakcyjnej wzrastat.
Co ciekawe, w badanej reakcji prowadzonej w reaktorze okresowym zawsze powstawaty obie
formy produktu (brak selektywnosci), a petna konwersja substratu nie zostata osiggnieta nawet
po 7 h prowadzenia reakcji. Nalezy réwniez podkreslié, ze mikroreaktor byt stabilny przez prawie
50 h ciagtej pracy [74].

Innym przyktadem wykorzystania mikroreaktorow krzemionkowych jest zastosowanie ich
w procesie proteolizy biatek. Sprawdzono aktywnosé proteolityczng trypsyny unieruchomionej
kowalencyjnie na monolicie krzemionkowym modyfikowanym grupami aminowymi, w procesie
trawienia mioglobiny i cytochromu c (typowych biatek globularnych), prowadzonym w uktadzie
ciggtym. Wydajnos¢ proteolityczna zostata okreslona na podstawie stopnia pokrycia sekwengji
aminokwasowej otrzymanego biatka w odniesieniu do bazy danych. Po 24 min
(stosujac przeptyw 0,03 ml/min) wartosci pokrycia sekwencji z bazg danych wynosity
odpowiednio 90% i 70%. Co wazniejsze, wyniki te s3 poréwnywalne z otrzymanymi po 12 h
w reaktorze zbiornikowym [65]. Monolity krzemionkowe wykorzystano réwniez do adsorpcyjnej

immobilizacji lipazy z Pseudomonas cepacia. Immobilizowang lipaze wykorzystano do rozdziatu
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kinetycznego nierdwnomolowej mieszaniny diastereocizomeréw (R:5-85:15) drugorzedowego
alkoholu allilowego ((+)-1-[(1S,5R)-6,6-dimetylobicyklo[3.1.0]heks-2-en-2-yl]etanolu),
poprzez transestryfikacje tego alkoholu octanem winylu. Reakcje prowadzono w przeptywie
ciggtym. Po czasie kontaktu 2,14 min zastosowany substrat — alkohol allilowy (R/S) zostat w petni
przeksztatcony do odpowiedniego estru (R) (konwersja substratu 85%, de>99%).
Ponadto, otrzymany mikroreaktor byt stabilny przez 10 dni ciggtej pracy [7].
Przeprowadzono réwniez badania z zastosowaniem liaz hydroksynitrylowych wyizolowanych
z Hevea brasiliensis iz Manihot esculenta, immobilizowanych kowalencyjnie na monolicie
krzemionkowym. Zastosowanie ich w ukfadzie cigglym jako biokatalizatoréw
do enancjoselektywnej syntezy (S)-mandelonitrylu z benzaldehydu i cyjanowodoru,
pozwolito otrzymac¢ konwersje substratu (benzaldehydu) na poziomie 97% i nadmiar
enancjomeryczny produktu ees 98%, w czasie ok.3 min. Nalezy réwniez podkresli¢,
ze krzemionka (nosnik) rowniez moze by¢ katalizatorem tej reakcji, jednakze w odrdznieniu
od enzymu, jest ona katalizatorem nieselektywnym. Jest to tzw. konkurencyjna reakcja tta.
Coistotne, zastosowanie przeptywu ciggtego, w szczegdlnosci przy wyzszych natezeniach
przeptywu, skutecznie ttumito nieselektywng, konkurencyjna reakcje tta. Tego efektu nie udato
sie uzyskac w procesie okresowym z wykorzystaniem tych samych katalizatoréw, gdzie po 30 h

otrzymano 94% konwersji substratu i ees wyniodst jedynie 42% [6].

3.1.2.2. Zastosowanie monolitow krzemionkowych w procesach okresowych

Monolity krzemionkowe mogg mie¢ réwniez zastosowanie w procesach okresowych.
Szymariska iin. [49] zsyntetyzowali monolity krzemionkowe w ksztatcie stozkéw o wielkosci
ok. 3,5-5 mm i wykorzystali je jako wypetnienie reaktora ze ztozem obrotowym (z ang. rotating
bed reactor, RBR, Rys. 2A) wytworzonego przez szwedzka firme SpinChem [75].
Reaktor ten zawiera czterokomorowy kosz obrotowy (Rys. 2B), zamontowany na koncéwce watu
mieszadta, w ktdrym umieszcza sie heterogeniczne (bio)katalizatory. Niewatpliwg zaletq takiego
rozwigzania jest ochrona struktury (bio)katalizatora przed uszkodzeniami mechanicznymi,
przy jednoczesnym zapewnieniu réwnomiernego mieszania i swobodnego przeptywu
reagentow przez ztoze. Przedtuza to zywotnos¢ katalizatora oraz gwarantuje tatwe oddzielenie
katalizatora z mieszaniny reakcyjnej po zakoriczonym procesie, utatwiajgc tym samym recykl

katalizatora [29,49,76-79].
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Rys. 2 Reaktor z obrotowym ztozem (A), czterokomorowe mieszadfo reaktora (B)

Przykfadowym zastosowaniem monolitéw jest m.in. praca Szymariskiej i in. [49],
gdzie poréwnano wydajnos¢ procesu hydrolizy sacharozy z wykorzystaniem inwertazy
immobilizowanej na monolitycznych ziarnach krzemionki i na komercyjnym Zelu
krzemionkowym (Kieselgel 60). Proces prowadzono w reaktorze RBR (SpinChem®).
Zastosowanie monolitéw krzemionkowych jako nosnika inwertazy, umozliwito otrzymanie
po 75 min trwania reakcji prawie 100% konwersji sacharozy (96-99%), w pordéwnaniu
do handlowo dostepnego zelu krzemionkowego Kieselgel 60, gdzie po tym samym czasie
otrzymano jedynie ok. 20% [49]. Co wiecej, biokatalizator byt stabilny w kolejnych 10 cyklach
reakcyjnych. Pokazano rdéwniez mozliwos¢ regeneracji monolitbw poprzez poddanie
ich dziataniu wysokiej temperatury, w atmosferze utleniajgcej (powietrze). Zabieg ten
nie wptynat negatywnie na nosnik, a jego zastosowanie do immobilizacji nowej porcji inwertazy,
umozliwito uzyskanie biokatalizatora o poréwnywalnej aktywnosci [49]. Kolejnym przyktadem
moze by¢ zastosowanie monolitéw do immobilizacji lakazy oraz wykorzystanie tak otrzymanego
biokatalizatora do utleniania pochodnych kwasu benzoesowego (kwasu 2-amino-3-
hydroksybenzoesowego), w uktadzie tréjfazowym (powietrze, ciekty substrat i biokatalizator)
[79]. W swoich badaniach Autorzy dowiedli, ze zastosowanie reaktora z wirujgcym ztozem

nie wymaga dodatkowego napowietrzania (poza jego dostarczaniem z otoczenia).
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4. Zastosowanie immobilizowanych enzyméw w procesach
biotransformac;ji

4.1.lipazy

Na przestrzeni lat wsrdod wielu stosowanych w biotransformacjach enzymoéw,
lipazy (E.C.3.1.1.3) zyskaty duzg popularnosé. W odrdznieniu od wiekszosci biokatalizatorow,
wykazujg szerokg specyficznos¢ substratowa, regio- i stereoselektywnos¢. W przypadku reakcji
prowadzonych z ich udziatem mozliwe jest zastosowanie duzych stezen substratéw, nie tylko
wich naturalnym S$rodowisku (wodnym), ale takie w rozpuszczalnikach organicznych.
Istotng zaletg jest réwniez brak koniecznosci stosowania kofaktora i duza dostepnosc.
Lipazy moga katalizowac rdine reakcje, takie jak estryfikacja, transestryfikacja, hydroliza,
aminoliza czy acydoliza. Wszechstronnos¢ lipaz sprawia, ze sg one jednymi z najczesciej
uzywanych enzymow nie tylko w skali laboratoryjnej, ale rowniez na skale przemystowa.
Znalazty zastosowanie w takich gateziach przemystu jak: tekstylny, spozywczy czy papierniczy.
Stosowane sg do produkcji detergentéw, srodkéw zapachowych, farmaceutykdw czy biopaliw.
Wykorzystuje sie je rédwniez do rozdziatu mieszanin racemicznych, w produkcji czystych
optycznie estrow i pochodnych aminokwaséw, z grupy fine chemicals i agrochemikaliéw [80-86].

Wiekszos¢ lipaz posiada w swojej budowie duzg kieszen hydrofobowa otaczajgca
centrum aktywne. Centrum aktywne tworzy triada katalityczna sktadajaca sie z seryny, histydyny
i kwasu asparginowego lub glutaminowego i jest ono najczesciej przykryte faicuchem
polipeptydowym, zwanym wieczkiem (ang. lid). Wieczko to ma charakter amfipatyczny - posiada
wewnetrzng powierzchnie hydrofobowa, ktéra oddziatuje z hydrofobowg powierzchnig miejsca
aktywnego, oraz hydrofilowg warstwe zewnetrzng, ktéra oddziatuje ze srodowiskiem reakc;ji.
Struktura  wieczka stabilizowana jest licznymi oddziatywaniami  hydrofobowymi,
dlatego w srodowisku wodnym wieczko to izoluje centrum aktywne od srodowiska reakcji.
Mowi sie, ze lipaza wystepuje wtedy w konformacji zamknietej, nieaktywnej. Kiedy lipaza
znajdzie sie na granicy faz woda-olej, to silnie zaadsorbuje sie na hydrofobowej powierzchni
(kropla oleju). W tym momencie wieczko sie przesuwa, zmieniajgc swojg konformacje i odstania
miejsce aktywne enzymu, co skutkuje otwartg i aktywnga katalitycznie formg lipazy [82,83,87-
90]. Zjawisko to nazywane jest aktywacjg miedzyfazowa. W ten sposdb lipaza moze adsorbowac
sie rowniez na hydrofobowych biatkach, innej czasteczce lipazy w konformacji otwartej,

badz na hydrofobowym nosniku (Rys. 3).
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ZAMKNIETA FORMA OTWARTA FORMA

BIALKO LIPAZA HYDROFOBOWY NOSNIK

Rys. 3 Oddziatywanie lipaz z hydrofobowqg powierzchniq. Schemat wykonano z wykorzystaniem pakietu
UCSF Chimera. PDB ID: 3TGL (zamknieta forma lipazy z Rhizomucor miehei) i 4TGL (otwarta forma lipazy
Z Rhizomucor miehei)).

Ze wzgledu na wysokg aktywnos¢, stabilnos¢ termiczng i selektywnos$¢ wzgledem substratu,
najczesciej stosowang komercyjnie lipazg jest lipaza B wyizolowana z drozdzy Candida antarctica
(CalB). Jej struktura zostata dobrze poznana i opisana. Biatko to sktada sie z 317 aminokwaséw,
a jego masa molekularna wynosi 33 kDa. Centrum aktywne tworzy triada katalityczna sktadajaca

sie z Ser105, His224 i Asp187 i jest ono czesciowo przykryte niewielkim wieczkiem [87,91-93].

4.1.1. Immobilizacja lipaz

Przemystowe uzycie natywnych lipaz jest ograniczone. Warunkiem koniecznym
ich zastosowania na wiekszg skale jest poprawa stabilnosci oraz zapewnienie fatwego rozdziatu
enzymu od medium reakcyjnego po zakonczeniu procesu, a tym samym umozliwienie
wielokrotnego wykorzystania biokatalizatora, co z kolei pocigga za sobg obnizenie kosztow
catego procesu. Cel ten mozna osiggngc¢ m.in. poprzez immobilizacje enzymu. Dobrze dobrana
metoda immobilizacji moze réwniez wptyngé na otrzymanie biokatalizatora o zwiekszonej
aktywnosci, a nawet selektywnosci [87,94]. Niewatpliwie najchetniej wykorzystywang, zaréwno
w skali laboratoryjnej jak i przemystowej, immobilizowang formga lipazy jest handlowo dostepny
produkt firmy Novozymes - Novozym 435 [95]. Novozym 435 (Rys. 4) to lipaza B z Candida
antarctica zaadsorbowana na hydrofobowej makroporowatej zywicy polimerowej o nazwie

Lewatit VP OC 1600 (poli (metakrylan metylu) usieciowany diwinylobenzenem).

17 |Strona



Pomimo szerokiego zastosowania tego biokatalizatora, posiada on kilka zasadniczych wad.
W podwyzszonych temperaturach, czy tez w obecnosci rozpuszczalnikow badz detergentow,
istnieje mozliwos¢ desorpcji enzymu [87,96,97]. Kolejng wadg Novozymu 435 jest kruchos¢
nosnika, co powoduje, ze moze on ulec zniszczeniu/rozdrobnieniu w czasie procesu, szczegdlnie
w przypadku zastosowania mieszadta mechanicznego. Najwazniejszym problemem jest jednak
rozpuszczalno$¢ polimerowego nosnika w niektérych rozpuszczalnikach, co powoduje
zanieczyszczenie Srodowiska reakcji zaréwno wymytym enzymem jak i skfadnikami
polimerowego nosnika [82,98-101]. Zhao i Song [101] wykazali, ze podczas inkubacji Novozymu
435 wrozpuszczalniku organicznym (m.in. heksan, acetonitryl, aceton czy t-butanol),
w mieszaninie obecnych byto siedemnascie zwigzkéw pochodzgcych z degradacji nosnika,
w tym gtdwnie glicerol, kwas benzoesowy, benzoesan 2-hydroksyetylu, sorbinian
2-hydroksyetylu oraz kwas sorbowy. Co wiecej, ostatnie cztery wymienione zwigzki mogg byc¢
donorami grupy acylowej w reakcjach estryfikacji lub transestryfikacji w obecnosci lipazy.

W zwigzku z powyiszym znalezienie odpowiedniego nosnika, a przede wszystkim

efektywnej metody unieruchomienia lipaz stanowi bardzo wazny i aktualny temat.

1901131692 FL D49 x40 2mm

Rys. 4. Novozym 435 (A) i jego obraz z mikroskopii SEM (B)

Lipazy unieruchamiano na réznych nosnikach, w tym mezoporowatych krzemionkach
[14,102-104], polimerach, w tym najczesciej agarozie [25,105,106] czy nanoczastkach
magnetycznych [107-109].

W przypadku lipaz, najbardziej popularng metodg immobilizacji jest immobilizacja oparta
na fizycznej adsorpcji na powierzchni hydrofobowego nosnika. Najczesciej wykorzystywane
sg nos$niki modyfikowane grupami oktylowymi [83,105,110-112] lub oktadecylowymi [113-115].
Ten sposéb immobilizacji pozwala na hiperaktywacje (znaczne polepszenie aktywnosci) lipaz,
w poréwnaniu do jej natywnej formy [83,87,111,116-118], co mozna przypisa¢ aktywacji
miedzyfazowej lipaz na hydrofobowej powierzchni nosnika. Jednakze, ze wzgledu na stabe
oddziatywania, moze dojs¢ do wymywania enzymu z nos$nika [83,87,88], co obserwowano

rowniez w przypadku Novozymu 435 (opisano powyzej). Z drugiej strony, stosuje sie
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immobilizacje kowalencyjng. Zastosowanie silnego wigzania kowalencyjnego do immobilizacji
lipaz (na nosnikach zgrupami aldehydowymi, aminowymi czy epoksydowymi) wptywa
naznaczng poprawe stabilnosci termicznej i stabilnosci w rozpuszczalnikach organicznych
[14,104,119]. Niektorzy autorzy testowali aktywnos$¢ i stabilno$é lipaz immobilizowanych
na nosnikach zawierajgcych wiecej niz jeden typ grup funkcyjnych, na tzw. nosnikach
bifunkcjonalizowanych. Guajardo i in. [80] unieruchomili lipaze CalB na krzemionce
modyfikowanej grupami oktylowymi (nosnik monofunkcjonalizowany) Ilub oktylowymi
i epoksydowymi jednoczesnie (biofunkcjonalizowany). Znacznie lepszg aktywnos$¢ wtasciwg
wykazata lipaza immobilizowana na nosniku monofunkcjonalizowanym (367 1U/g
biokatalizatora) niz ta unieruchomiona na nosniku bifunkcjonalizowanym (156 IU/g).
Podobne wyniki dla lipazy CalB odnotowali rowniez Rueda i wsp. [87], czy Hirata i in. [120],
obserwujac wyzszg aktywnos¢ wiasciwg lipazy CalB, immobilizowanej na agarozie z grupami
oktylowymi niz tej, ktdéra byta immobilizowana na agarozie z grupami oktylowymi
i aldehydowymi. Takze dla innych lipaz obserwowano podobng tendencje. Bernal i wsp. [119]
zaproponowali immobilizacje lipaz z Pseudomonas stutzeri (Psl) i Alcaligenes sp (Asl)
na krzemionce modyfikowanej grupami oktylowymi lub oktylowymi i aldehydowymi
jednoczesnie. Lipaza Psl/ wykazywata najlepsza aktywnos¢ na monofunkcjonalizowanej
krzemionce, a w przypadku lipazy As/ obserwowano poréwnywalne aktywnosci dla obu
rodzajéw nosnikdw. Garmroodi i in. [116] testowali lipaze z Rhizomucor miehei na krzemionce
typu SBA-15 modyfikowanej grupami oktylowymi lub oktylowymi i epoksydowymi jednoczesnie.
Rowniez w tym przypadku najlepsza aktywnosé wykazata lipaza na monofunkcjonalizowanym
nosniku. Co wiecej, dowiedli, ze wraz ze zwiekszaniem ilosci grup epoksydowych na nosniku
bifunkcjonalizowanym maleje aktywnos¢ wtasciwa enzymu. Dzieje sie tak prawdopodobnie
dlatego, ze poprzez wigzania kowalencyjne, tréjwymiarowa struktura enzymu ulega
usztywnieniu, co utrudnia przegrupowania przestrzenne biatka [116,121].
Jednakze, pomimo stabszej aktywnosci lipaz na nosnikach bifunkcjonalizowanych przewagg tych
nosnikdw nad monofunkcjonalizowanymi jest brak wymywania enzymu z nosnika
[116,120,122]. W tym przypadku enzym jest zorientowany jak na nosniku hydrofobowym,
tzn. w otwartej, aktywnej konformacji (dzieki obecnosci grup hydrofobowych), ale jest rowniez
silnie zwigzany kowalencyjnie z grupami reaktywnymi nosnika (grupy epoksydowe, aminowe
czy aldehydowe), a wiec poprawia sie stabilnos¢ otrzymanego biokatalizatora [116,117,119-
121]. Bifunkcjonalizacja nosnika tgczy zatem zalety ptynace ze stosowania obu sposobow
immobilizacji lipaz: hydrofobowej adsorpcji oraz immobilizacji poprzez wigzania kowalencyjne.
Immobilizacja na bifunkcjonalizowanych nosnikach przeprowadzana jest najczesciej w kilku

etapach [80,87,118,119,121,122]. W pierwszym etapie stosuje sie rozpuszczalniki o niskiej sile
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jonowej i pH 7, co sprzyja hydrofobowe] adsorpcji enzymu, w wyniku ktérej dochodzi
do aktywacji miedzyfazowej. W drugim etapie zazwyczaj konieczne jest podwyzszenie pH
do wartosci 9-10, co sprzyja tworzeniu wigzan kowalencyjnych badZ jonowych pomiedzy
reaktywnymi grupami (epoksydowymi lub aldehydowymi) na nosniku a grupami nukleofilowymi
zaadsorbowanego biatka. Wprawdzie wytworzenie wigzania kowalencyjnego pomiedzy
enzymem a nos$nikiem modyfikowanym grupami epoksydowymi moze zachodzi¢ w neutralnym
pH, jednakze wykazano, ze wzrost pH do wartosci 9 lub 10 pozwala na zwiekszenie reaktywnosci
grup nukleofilowych enzymu z grupami epoksydowymi nosnika, a co za tym idzie do otrzymania
wielopunktowego wigzania kowalencyjnego [80,121]. W przypadku immobilizacji na nosniku
modyfikowanym grupami aldehydowymi srodowisko alkaiczne jest konieczne, co umozliwi
wytworzenie zasad Schiffa miedzy grupami aminowymi enzymu a grupami aldehydowymi
nosnika [118,121]. Ponadto, w celu zwiekszenia stabilno$ci wigzania poprzez zasady Schiffa,
konieczne jest przeprowadzenie dodatkowego etapu - redukcji nieprzereagowanych grup
aldehydowych do obojetnych grup hydroksylowych i przeksztatcenie wigzan iminowych
(odwracalnych zasad Schiffa) w stabilne drugorzedowe wigzania aminowe. Reakcje te mozna
przeprowadzi¢ np. borowodorkiem sodu lub kwasem nadjodowym [117,118,122].
Niestety zastosowanie wyzszych wartosci pH (pH 9-10) w drugim etapie immobilizacji,
w przypadku niektérych enzyméw moze wptywaé na zmiane ich trzeciorzedowej struktury,
a co za tym idzie powodowac znaczny spadek lub nawet utrate aktywnosci unieruchomionego
enzymu [116,117,121].

Podsumowujac, dzieki obecnosci na powierzchni nosnika réznych grup funkcyjnych, mozliwa
jest immobilizacja zaréwno adsorpcyjna jak i kowalencyjna, co moze pozytywnie wptyngc
zaréwno na aktywnos¢ jak i stabilnos¢ immobilizowanego enzymu. Nalezy jednak pamietaé,
ze dla niektérych enzymow niestabilnych w pH 9-10, drugi etap immobilizacji moze wywotaé
niekorzystne zmiany. Udoskonalenie metody immobilizacji na bifunkcjonalizowanych nosnikach

stanowi wiec ciekawy temat badawczy.
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4.2.Nowe podejscie do biotransformacji — kaskady enzymatyczne

W ostatnich latach wieloenzymatyczne reakcje kaskadowe cieszg sie duza
popularnoscig. Stanowig one obiecujgcg droge do produkcji farmaceutykéw, kosmetykow,
biopaliw czy zwigzkdéw z grupy ,fine chemicals”. Zastosowanie wieloenzymatycznych reakcji
kaskadowych, w odrdznieniu do klasycznej wieloetapowej syntezy, usuwa koniecznos¢ izolacji
i oczyszczania produktéw posrednich po kazdym etapie, zmniejszajgc liczbe operacji
jednostkowych. Pozwala to zaoszczedzié czas, zmniejszyé ilos¢ stosowanych rozpuszczalnikow,
a tym samym wygenerowac mniejsze ilosci odpaddw. To wszystko wptywa na obnizenie kosztéw
operacyjnych. Niejednokrotnie otrzymuje sie réwniez lepsze wydajnosci, jako ze w systemach
kaskadowych, powstajacy w jednym etapie produkt jest szybko zuzywany w kolejnym,
mozliwe jest zatem przesuniecie rownowagi reakcji enzymatycznej w kierunku produktu,
co zapobiega koniecznos$ci stosowania nadmiaru reagentéw. Dodatkowo, unieruchomienie
wielu enzymdéw umozliwia zastosowanie procesdw kaskadowych w przemysle.
Technologia immobilizacji zostata dobrze opracowana dla pojedynczych enzymoéw,
jednakze nie dla kaskad enzymatycznych. Immobilizacje wielu enzymdédw mozna osiggnac
poprzez unieruchomienie poszczegdlnych enzymdéw na osobnym nosniku lub poprzez
wspotimmobilizacje (z ang. co-immobilization) wszystkich enzymdéw na jednym nosniku.
Zaletg tego pierwszego rozwigzania jest niewatpliwie elastycznos¢ operacji jednostkowych
oraz mozliwos¢ okreslenia aktywnosci i stabilnosci kazdego z unieruchomionych enzymow,
co niestety jest bardzo trudne przy wspétimmobilizacji. Jednakze, wspdtimmobilizacja enzymoéw
zmniejsza lub catkowicie eliminuje czas opdznienia (zang. lag time), co niejednokrotnie
przyczynia sie do zwiekszenia szybkosci reakcji oraz wydajnosci  katalityczne;j.
Opdinienie to pojawia sie w przypadku uzycia kilku enzyméw immobilizowanych na osobnych
nosnikach lub wolnych enzymow i jest spowodowane tym, ze stezenie produktéw posrednich
bedzie poczatkowo niskie, co nie pozwoli innym enzymom w tancuchu reakcji na wykazanie
aktywnosci na poczatku reakcji. Wspoétimmobilizacja enzymoéw pozwala réwniez usungc
ograniczenia dyfuzji podczas przenoszenia produktéw posrednich, z miejsca aktywnego
pierwszego enzymu na drugi, co ma miejsce w przypadku immobilizacji na osobnych nosnikach.
Nalezy jednak pamieta¢, ze podczas unieruchamiania kilku enzymoéw na jednym nosniku, istotne
sg nie tylko oddziatywania miedzy enzymem a nosnikiem, ale rowniez wtasciwosci réznych
enzymow. Niezwykle wazine jest znalezienie optymalnych warunkéw (temperatura, pH
oraz medium reakcji), w ktdrym wszystkie zaangazowane w kaskade enzymy wykazujg wysoka
aktywnos$¢ oraz stabilnosé. W przypadku niezaleznie unieruchomionych enzymow,

dla poszczegdlnych enzymdéw mozna zastosowac inny, specjalnie zoptymalizowany protokét
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immobilizacji, wybra¢ najbardziej odpowiedni nosnik oraz jego modyfikacje (grupe funkcyjng
na nosniku) [1,2,29,50, 123-126].
Ponizej przedstawiono przyktady zastosowan kaskad enzymatycznych w wybranych

procesach biotransformacji.

4.2.1. Otrzymywanie UDP-glukozy i trehalozy na drodze biotransformacji

4.2.1.1. Enzymatyczna synteza UDP-glukozy

Urydynodifosforan glukozy (UDP-glukoza) jest zwigzkiem o duzym znaczeniu
w przemysle spozywczym, farmaceutycznym i kosmetycznym. Jest on kluczowym prekursorem
do syntezy cukréow (w tym trehalozy), oligo- i polisacharydéw oraz innych cukrowych
pochodnych UDP, m.in. UDP-galaktozy, UDP-ramnozy czy UDP-ksylozy [127-132].

Wsrod enzymow katalizujgcych synteze UDP-glukozy mozna wyrdzni¢ syntaze sacharozy
(SuSy) oraz pirofosforylaze UDP-glukozy (GalU). SuSy katalizuje odwracalng synteze sacharozy
z UDP z wytworzeniem UDP-glukozy, a odwracalno$é tej reakcji jest zalezna od pH (Rys. 5)

[127,132,133].
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Rys. 5 Synteza UDP-glukozy wobec syntazy sacharozy

Nizsze wartosci pH (5,5-7,0) sprzyjajg tworzeniu UDP-glukozy, a przy wyzszych (7,5-9,0)
zachodzi reakcja odwrotna. Dowiedziono, ze najlepszym pH, sprzyjajacym syntezie UDP-glukozy,
jest pH 5,0, w ktorym stata rownowagi (Keq) wynosi 1,14. Wzrost pH do neutralnego badz lekko
alkalicznego znacznie obniza warto$¢ Keq (do 0,1) [132]. Nalezy rédwniez wzig¢ pod uwage,
ze konwersja sacharozy do UDP-glukozy jest termodynamicznie niekorzystna. W takim
przypadku konieczne jest stosowanie okoto 125-krotnego nadmiaru sacharozy w stosunku
do UDP, co ze wzgledu na ograniczong rozpuszczalnos¢ sacharozy jest praktycznie niemozliwe
[132]. Natomiast w przypadku zastosowania pirofosforylazy UDP-glukozy takie ograniczenia
nie istnieja.

Pirofosforylaza UDP-glukozy katalizuje reakcje urydynotrifosforanu (UTP) i glukozo-1-

fosforanu, w wyniku czego powstaje UDP-glukoza oraz nieorganiczny pirofosforan (Rys. 6).
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Rys. 6 Synteza UDP-glukozy wobec pirofosforylazy UDP-glukozy

Ta grupa enzyméw znana jest od lat, jednakze rzadko byta wykorzystywana
jako biokatalizator do produkcji UDP-glukozy, prawdopodobnie ze wzgledu na niskg aktywnos¢
wtasciwa. Jednakze, prowadzone w ostatnich latach prace pod kierunkiem prof. Tischlera,
doprowadzity do wyizolowania wysoce aktywnego biokatalizatora. Kumpf i in. [131] otrzymali
pirofosforylaze UDP-glukozy z Rhodoccocus opacus, dla ktérej maksymalna szybkos¢ reakcji
(Vmax) Wynosita 177 U/mg (dla UTP), a stata Michaelisa (Km) 0,51 mM (dla UTP), jednakze enzym
ten byt niestabilny. Ten sam zespdt otrzymat réwniez termostabilng i wysoce aktywna
pirofosforylaze UDP-glukozy, wyizolowang z aktynobakterii Thermocrispum agreste DSM 44070,
dla ktérej wartos¢ Vmax Wyznaczono na poziomie 1698 U/mg (dla UTP), a Km 0,15 mM (dla UTP)
[130]. Enzym ten byt obiektem moich badan.

Podsumowujac, ze wzgledu na zaleznosé przebiegu reakcji katalizowanej przez SuSy
od pH iwysokiego stezenia substratéw, ograniczone jest jej przemystowe zastosowanie
do produkcji UDP-glukozy. Znacznie bardziej korzystne wydaje sie by¢ zastosowanie
pirofosforylazy, gdzie mozliwosci aplikacyjne sg znacznie szersze.

UDP-glukoza jest rowniez substratem dla wielu glikozylotransferaz typu Leloir, w tym
transferazy trehalozy, syntazy trehalozy czy a-1,4-galaktozylotransferaz. Jednakze, ze wzgledu
na wysoki koszt i stabg dostepnos¢ UDP-glukozy, zastosowanie tej grupy enzymow jest
ograniczone. Ciekawym rozwigzaniem tego problemu wydaje sie by¢ potaczenie pirofosforylazy
UDP-glukozy z glikozylotransferazami typu Leloir, co umozliwi synteze in situ UDP-glukozy.
Przyktadowo, Zhao i in. [134] zaproponowali pofaczenie pirofosforylazy UDP-glukozy
z galaktokinaza, a-1,4-galaktozylotransferazg (GTs typu Leloir) oraz nieorganiczng pirofosfataza
w wieloenzymatyczng kaskade enzymatyczng i wykorzystali jg do jednogarnkowej syntezy
globotriozy (a-D-galaktopiranozylo-(1->4)-B-D-galaktopiranozylo-(1->4)-B-D-glukopiranozy)
i jej pochodnych, jako zwigzkéw do zastosowan medycznych. W rezultacie otrzymali 3 analogi
globotriozy. Chu i wsp. [135] podjeli prébe uzycia glikozylotransferazy YjiC z Bacillus
licheniformis, GalU i kinazy octanowej do glikozylacji daunorubicynonu ((8S,10S)-8-acetylo-
7,8,9,10-tetrahydro-6,8,10,11-tetrahydroksy-1-metoksy-5,12-naftacenodionu), z regeneracja
UDP-glukozy. W efekcie zsyntetyzowali cukrowe pochodne daunorubicynonu, o potencjalnym

dziataniu przeciwnowotworowym. Te samg kaskade enzymatyczng wykorzystali réwniez Shin
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iin. [136] do syntezy cukrowych pochodnych 3,5-dihydroksy-N-(4-hydroksyfenylo)benzamidu
(Resvera-A). Glikozylacja tego zwigzku (wykazujgcego dziatanie przeciwbakteryjne,
przeciwzapalne i przeciwnowotworowe) miata na celu zwiekszenie jego rozpuszczalnosci
w wodzie, a w konsekwencji poszerzenie mozliwosci aplikacyjnych w produkcji farmaceutykéow
i kosmetykow. W efekcie otrzymali dwie pochodne tego zwigzku (Resvero-A 4’-O-a -D-glukozyd
oraz 3-O-a -D-glukozyd).

W literaturze nie znalaztam badan z zastosowaniem pirofosforylazy UDP-glukozy
w kaskadzie z transferazg trehalozy, a jest to niezwykle interesujacy sposéb do otrzymywania
trehalozy, zwigzku o szerokich mozliwosciach aplikacyjnych. Takie rozwigzanie zaproponowano
w ramach projektu ERA-IB NET, ktdrego miatam przyjemnosc realizowac i stanowi ono tematyke

badan niniejszej pracy.

4.2.1.2. Enzymatyczna synteza i mozliwosci aplikacyjne trehalozy
Trehaloza jest disacharydem zbudowanym z dwdch czgsteczek D-glukozy
pofaczonych wigzaniem a,a-1,1"-0-glikozydowym (Rys. 7).

OH
O,

OH

Rys. 7 Struktura trehalozy

Znalazta ona szerokie zastosowanie w przemysle spozywczym, farmaceutycznym
czy kosmetycznym oraz w medycynie. W przemysle spozywczym dodawana jest podczas
suszenia i mrozenia jedzenia. Stosowana jest réwniez jako substancja konserwujaca.
Redukuje takze brzydki zapach i wydtuza okres trwatos$ci produktéw spozywczych [137,138].
Jest Swietnym zamiennikiem substancji stodzacej dla diabetykéw czy oséb dbajgcych o wage
[139-141]. W kosmetyce trehaloza stosowana jest jako skfadnik nawilzajagcy w kremach
i balsamach czy jako sktadnik dezodorantéw [137,138,142]. Znalazta réwniez zastosowanie
jako substancja pomocnicza lekdow zawierajacych biatka, takich jak m.in. Advante, Lucentis
czy Herceptin [143]. Jest sktadnikiem kropli do oczu stosowanych w leczeniu syndromu suchego
oka [138]. W medycynie trehaloza wykorzystywana jest jako gtéwny sktadnik roztworéw
do konserwacji organdw i tkanek do transplantacji oraz kriokonserwacji komaérek macierzystych,
badz nasienia [137-138]. Co wiecej, disacharyd ten przedifuza okres trwatosci szczepionek
i przeciwciat [138-144]. Istniejg doniesienia, ze spozywanie jedzenia zawierajgcego trehaloze
wykazuje korzystny wptyw na regeneracje kosci i moze zapobiec osteoporozie [145,146].

Badania przeprowadzone in vivo wykazaty rowniez, ze trehaloza moze znalezé zastosowanie
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w leczeniu zaburzen neurodegeneracyjnych, takich jak choroba Alzhaimera, Parkinsona
lub Huntingtona [147-149].

Ze wzgledu na szerokie mozliwosci aplikacyjne, opracowanie nowoczesnej, wydajnej
i optacalnej metody produkcji trehalozy stanowi wazny i aktualny temat. Nowe podejscia
do produkcji trehalozy dotyczg w gtéwnej mierze biotransformacji enzymatycznych.
Znane sg réwniez chemiczne metody jej syntezy, jednakze ze wzgledu na wieloetapowos¢ tych
metod, konieczno$é zabezpieczania grup (protekcji/deprotekcji), niskie wydajnosci produktu
oraz brak stereoselektywnosci katalizatoréw chemicznych, sg one stosowane sporadycznie.
W produkcji na wiekszg skale, rozpatrywane sg tylko procesy biotechnologiczne, angazujgce
biokatalizatory, ktdre cechujg sie szeroka regio-, enancjo- i stereoselektywnoscig. Warto tutaj
wymieni¢ biotransformacje wobec syntazy (OstA) i fosfatazy (OstB) trehalozo-6 fosforanu

oraz transferazy trehalozy (TreT) (Rys. 8).
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Rys. 8 Synteza trehalozy wobec syntazy trehalozo-6-fosforanu (OtsA) i fosfatazy trehalozo-6-fosforanu
(OtsB) (A) oraz transferazy trehalozy (TreT) (B)

Najbardziej rozpowszechniona $ciezka syntezy trehalozy wykorzystuje dwa enzymy -
syntaze trehalozo-6-fosforanu (OtsA) oraz fosfataze trehalozo-6-fosforanu (OtsB) i sktada sie
z dwéch nastepujacych po sobie etapdw (Rys. 8A). W pierwszym z nich OtsA katalizuje reakcje
UDP-glukozy z glukozo-6-fosforanem, w wyniku ktérej powstaje trehalozo-6-fosforan,
ktory w dalszym etapie, katalizowanym przez OtsB, ulega defosforylacji do trehalozy.
Druga prezentowana Sciezka obejmuje zastosowanie glikozylotransferazy zaleznej od cukrowe;j
pochodnej nukleotydu (tzw. glikozyltoransferazy typu Leloir) - transferazy trehalozy (TreT),
ktéra katalizuje synteze trehalozy z wykorzystaniem D-glukozy i UDP-glukozy (Rys. 8B).
Ta metoda syntezy trehalozy, w odrdznieniu do tej katalizowane] przez OtsA/OtsB, nie wymaga

zastosowania glukozo-6-fosforanu, a jedynie taniej i tatwo dostepnej glukozy, a ponadto jest

25|Strona



jednoetapowa i nie wymaga przeprowadzenia dodatkowej defosforylacji nieredukujgcego
disacharydu (trehalozo-6-fosforanu), przez co jest ona szczegdlnie interesujgca do zastosowan
w przemysle, nie tylko do produkcji trehalozy, ale réwniez catej gamy innych glikozydéw
[127,128,143,150-152].

Na szczegdlng uwage zastuguje enzym - transferaza trehalozy wyizolowana
z Thermoproteus uzoniensis, wykazujgca potencjat do sprzegania szerokiej gamy D- i L-
glukopiranoz (m.in. L-allozy, D-galaktozy, D-mannozy czy L-gulozy) z UDP-glukozg, w wyniku

czego otrzymuje sie analogi trehalozy, z konwersjg i enancjoselektywnoscia powyzej 98% [153].

4.2.1.3. Immobilizacja glikozylotransferaz typu Leloir i enzymow katalizujgcych
synteze UDP-glukozy (syntazy trehalozy i pirofosforylazy UDP-glukozy)

Ze wzgledu na fakt, ze w literaturze brakuje doniesien opisujgcych bezposrednio
immobilizacje pirosforylazy UDP-glukozy czy transferazy trehalozy (enzyméw bedacych
przedmiotem niniejszej pracy), ponizej przedstawiono przyktady unieruchomienia innych
glikozylotransferaz zaleznych od cukrowej pochodnej nukleotydu (w tym syntazy sacharozy,
katalizujgcej réwniez synteze UDP-glukozy).

Pisvejcova i in. [154] unieruchomili kowalencyjnie [B-1,4-galaktozylotransferaze
na polimerowym nosniku (Eupegrit C250L). Tak przygotowany biokatalizator byt stabilny
w 13 cyklach reakcyjnych (ok. 40% aktywnosci poczagtkowej w ostatnim cyklu). Dowiedli réwniez,
ze enzym ten jest stabilny podczas przechowywania w 4°C przez okres pieciu tygodni [154].
Orrego i wsp. [155] zaproponowali z kolei immobilizacje syntazy sacharozy (wyizolowanej
z Nitromonas europea), poprzez wigzanie kowalencyjne na agarozie modyfikowanej grupami
aldehydowymi (ang. glyoxyl agarose). Proces immobilizacji przeprowadzono w temperaturze
4°C, w pH 10. Otrzymane w ten sposdb wielopunktowe wigzanie kowalencyjne doprowadzito
do stabilizacji struktury enzymu, w wyniku czego biokatalizator byt stabilny termicznie
w warunkach reakcji (pH 5 i 45°C). Zaobserwowano jednak, ze w zaleznosci od czasu
immobilizacji nastepowat spadek aktywnosci (odpowiednio do 64% przy immobilizacji przez 1 h,
lub 5% przy immobilizacji przez 2 h) w stosunku do aktywnosci przed immobilizacja.
Biokatalizator po 1h immobilizacji, jako bardziej aktywny, sprawdzono w procesie otrzymywania
UDP-glukozy z sacharozy i UDP. Po 5 h reakcji otrzymano 210 mM UDP-glukozy (wydajnosé 70%).
Taka sama wydajnos¢ UDP-glukozy otrzymano w trzech kolejnych cyklach reakcji [155].
Stosujac te samg metode immobilizacji (nosnik: agaroza modyfikowana grupami aldehydowymi,
pH 10, temperatura 4°C i 2 h) Trobo-Maseda i in. [156] unieruchomili syntaze sacharozy
wyizolowang z Acidithiobacillus caldus. W rezultacie otrzymali znacznie bardziej aktywny

biokatalizator (95% aktywnosci w stosunku do tej przed immobilizacjg), jednakze nie byt on
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stabilny w warunkach reakcji (pH 5 i 45°C) - po 5 h inkubacji wykazywat jedynie ok. 40%
aktywnosci poczatkowej. Dodatkowo, zaproponowali wiec pokrycie biokatalizatora polimerami:
dekstranem i polietylenoiming (w celu usieciowania enzymu). W wyniku tego stabilnos¢
tak zmodyfikowanego biokatalizatora wzrosta 340-krotnie, w poréwnaniu do nieusieciowanego
biokatalizatora. Co wiecej, wykazywat stabilnos¢ w co najmniej pieciu cyklach syntezy
UDP-glukozy [156]. Badania nad immobilizacjg transferazy trehalozy opisali natomiast Mestrom
i in. [156]. Zaproponowali oni immobilizacje kowalencyjng transferazy trehalozy na nosniku
polimerowym z grupami epoksydowymi (Immobead-150A). Stabilno$¢ termiczng
tak otrzymanego biokatalizatora zbadano w temperaturze 60°C. Po 2 h inkubacji
immobilizowany enzym stracit ok. 35% aktywnosci poczatkowej, podczas gdy jego natywna
forma zachowata swojg aktywnos¢. Autorzy zasugerowali, ze obserwowany spadek aktywnosci
dla immobilizowanego enzymu jest spowodowany obecnoscig nieprzereagowanych grup
epoksydowych na nosniku. W wyzszych temperaturach (temperatura reakcji 60°C)
moga powstaé dodatkowe wigzania kowalencyjne pomiedzy nosnikiem a enzymem,
ograniczajgce  ruchliwos¢  strukturalng lub  powodujgce  denaturacje  enzymu.
Wprawdzie natywna transferaza trehalozy cechowata sie lepszg aktywnoscia, jednak na korzys¢
immobilizowanego enzymu  przemawiata mozliwos¢ ponownego  wykorzystania.
Sprawdzono mozliwos¢  recyklu  enzymu  unieruchomionego na Immobead-150A,
w temperaturze 60°C. W ciggu pierwszych 3 cykli, enzym ulegat czesciowej dezaktywacji,
zewzgledu na nieprzereagowane grupy epoksydowe na powierzchni  nosnika,
jednakze w dalszych cyklach (3-10) obserwowano stabilne dziatanie biokatalizatora [157].
Mozna wiec stwierdzi¢, ze immobilizacja glikozylotransferaz typu Leloir zazwyczaj
poprawia ich stabilnos¢ termiczng, ale przede wszystkim umozliwia ich wielokrotne
wykorzystanie. Nalezy jednak podkresli¢, ze oprdcz kilku publikacji, tematyka ta byta rzadko
poruszana. Rowniez przyktady immobilizacji, a potem wykorzystania wieloenzymatycznych
kaskad z udziatem tej grupy enzymow sg raczej nieliczne. W 2020 roku Trobo-Maseda i wsp.
[158] podjeli probe wspotimmobilizacji glikozylotransferazy GT UGT71A15 z jabtka i syntazy
sacharozy wyizolowanej z Acidithiobacillus caldus do regioselektywnej glikozylacji resweratrolo-
3-0-B-D-glukozydu (piceidu), z regeneracjg in situ kofaktora (UDP-glukozy) (Rys. 9). Jako nosnik

zastosowano kulki agarozowe aktywowane polietylenoiming (PEI).
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Rys. 9 Glikozylacja piceidu katalizowana przez immobilizowanq glikozylotransferaze, sprzezona
z regeneracjq in situ UDP-glukozy, katalizowang przez immobilizowanq syntaze sacharozy

Takie rozwigzanie pozwolito na silng adsorpcje enzymdéw immobilizacie obu enzyméw,
przy zachowaniu praktycznie catkowitej ich aktywnosci oraz zapewnito lepszg stabilnosé catego
systemu. System ten zostat przetestowany w dziesieciu kolejnych cyklach reakcji. Wedtug Trobo-
Maseda i wsp. [158] kolokalizacja enzymow na nosniku, a tym samym wystepowanie miejsc
aktywnych obu enzyméw w niedalekiej odlegtosci, sprzyja regeneracji kofaktora. UDP-glukoza
zuzywana przez glikozylotranferaze jest natychmiast regenerowana przez syntaze sacharozy,
a caty proces zachodzi wewnatrz porowatego nosnika. Zgodnie z przedstawionymi wynikami,
szybkos¢ glikozylacji wzrosta piecdziesieciokrotnie w poréwnaniu do przypadku, gdy enzymy
nie znajdowaty sie blisko siebie wewnatrz struktury nosnika [158]. Do podobnych wnioskéw
doszli réwniez Liu i in. [159]. Zaproponowana przez nich wspoétimmobilizacja glikozylotransferazy
i syntazy sacharozy na anionowym porowatym nosniku (zywicy Relisorb SP400), pozwolita
uzyska¢ prawie 2,5-krotnie lepszg wydajnos¢ w reakcji syntezy notofaginy (3’-C-B-D-
glukopiranozyd 2’,4,4’,6’-tetrahydroksydihydrochalkonu) w poréwnaniu do wydajnosci
otrzymanej przez enzymy immobilizowane na osobnych  porcjach  nosnika.
Dodatkowo, wspoétimmobilizowane biokatalizatory wykazywaty dobrg stabilno$¢ procesowg
w co najmniej 15 kolejnych cyklach reakcji (ok. 40% aktywnosci poczatkowej po 15 cyklu).
Otrzymane biokatalizatory zostaty réwniez przetestowane w przeptywie ciggtym (w reaktorze
z upakowanym ztozem). W pordwnaniu do wczesniej stosowanego systemu okresowego,

upakowanie ztoza umozliwito zwiekszenie ilosci biokatalizatora, a co za tym idzie,
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ponad pieciokrotne zwiekszenie produktywnosci [160]. Po 2 h uzyskano catkowitg konwersje
substratu (dihydrochalkonu) [160], podczas gdy w systemie okresowym ten sam wynik
osiggnieto po ok. 12 h [159]. Co wiecej, biokatalizator byt stabilny przez ok 210 h ciggtej pracy.
Z kolei do syntezy UDP-D-galaktozy z D-galaktozy i UDP-D-glukozy, potgczonej z regeneracjg
in situ kofaktorow, Liu i wsp. [161] skonstruowali reaktor kolumnowy z upakowanym ztozem.
Ztoze katalityczne stanowito az siedem enzyméw (w tym pirofosforylaza UDP-glukozy),
unieruchomionych na kulkach agarozowych. Mieszanina reakcyjna zawierata rownomolowe
ilosci (20 mM) D-galaktozy i urydynomonofosforanu (UMP), a takze katalityczne ilosci (tj. 2 mM)
adenozynotrifosforanu (ATP) oraz D-glukozo-1-fosforanu, potrzebne do regeneracji kofaktorow
(ATP i UDP-D-glukozy). Polifosforan (poliP) zastosowano jako tanie alternatywne zrédto energii,
a jedynym produktem ubocznym powstajagcym w reakcji byty nieorganiczne fosforany.
Mieszanine reakcyjng recyrkulowano, dzieki czemu wielokrotnie przeptywata ona przez ztoze

z unieruchomionymi enzymami (Rys. 10).
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Rys. 10 Synteza UDP-galaktozy katalizowana przez wieloenzymatyczng immobilizowang kaskade,
w reaktorze ze ztozem upakowanym. GalK- galaktokinaza, GalT — urydynylotransferaza galaktozo-1-
fosforanu, GalU — pirofosforylaza UDP-glukozy, UMPK — kinaza urydynomonofosforanu, NDK — kinaza
difosforanu nukleotydu, PPK — kinaza polifosforanowa, IPPase — nieorganiczna pirofosfataza

Immobilizacja kaskady enzymatycznej na kulkach agarozowych wptyneta na znaczng poprawe
stabilnosci enzymoéw, w poréwnaniu do ich natywnej formy i umozliwita ciggte prowadzenie
procesu przez 48 h. Po tym czasie otrzymano 10 mM UDP-D-galaktozy (50% wydajnosci). [161].

Podsumowujac, potgczenie immobilizowanych enzymoéow w kaskade enzymatyczng nie tylko
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polepsza stabilnos¢ enzymodw, ale réwniez umozliwia otrzymanie znacznie lepszych wydajnosci

produktu koicowego w porédwnaniu do pojedynczych enzymodw.

4.2.2. Otrzymywanie L-erytrulozy na drodze biotransformacji

L-erytruloza (35-1,3,4-trihydroksybutan-2-on, Rys. 11) nalezy do czteroweglowych
hydroksyketoz. Ma postaé, lepkiej cieczy o z6ttym zabarwieniu i charakterystycznym zapachu.
Jest dobrze rozpuszczalna w wodzie. Stosowana jest jako sktadnik aktywny samoopalaczy.
W odréznieniu do powszechnie stosowanego dihydroksyacetonu (DHA), znacznie wolniej
przenika przez warstwe rogowa naskdrka, dzieki czemu mozliwe jest réwnomierne
rozprowadzenie  preparatu, a skéra nabiera  bardziej naturalnego  koloru.
Ponadto, jej zastosowanie pozwala zmniejszy¢ ryzyko wywotania reakcji alergicznej
oraz wysuszania skoéry, co czesto pojawia sie podczas stosowania preparatow z DHA.
L-erytruloza moze by¢ wykorzystywana réwniez jako prekursor do syntezy acetonidu aldehydu
glicerynowego, ktéry stuzy do otrzymywania rdinych zwigzkdédw biologicznie czynnych
np. zwigzku przeciwgrzybiczego o nazwie Tanikolid, czy modulatora cytokin o nazwie
Cytaxozone. L-erytruloza jest rowniez prekursorem do syntezy chiralnych aminoalkoholi
(jak np. 2-amino-1,3,4-butanotriol) czy L-erytrozy [162,163].
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Rys. 11 Struktura L-erytrulozy

Jedng z metod syntezy L-erytrulozy jest reakcja enzymatyczna katalizowana
przez transketolaze (TK) wyizolowang z Geobacillus stearothermophilus, wykorzystujgca
B-hydroksypirogronian litu (Li-HPA) oraz aldehyd glikolowy jako substraty [164]. Transketolaza
jest enzymem zaleznym od kofaktoréw - difosforanu tiaminy (ThDP) oraz dwuwartosciowych
jonéw metali (np. Mg%). Enzym ten katalizuje przeniesienie grupy karbonylowej
z hydroksypirogronianu (bedacego donorem tej grupy) na akceptor (aldehyd), co prowadzi
do powstania ketoz (w tym L-erytrulozy), o konfiguracji absolutnej (3S), przez steroselektywne
wytworzenie wigzania C-C, z wydzieleniem CO; [165,166]. Gtéwnym problemem podczas reakcji
katalizowanej przez TK jest cena komercyjnego Li-HPA. 1 g tego zwigzku o czystosci 297%
kosztuje 994,00 zt [167]. Zwigzek ten moze by¢ otrzymywany na drodze chemicznej,
z toksycznego kwasu bromopirogronowego, w obecnosci wodorotlenku litu, jednakzie
z niewielkg wydajnoscig, a dodatkowo konieczny jest ztozony proces oczyszczania [166].
Co wiecej, Lorilliere i in. dowiedli, ze zastosowanie kofaktorow niezbednych dla aktywnosci TK

(ThDP i MgCly) oraz temperatury powyzej 20°C, przyczynia sie do rozpadu Li-HPA do kwasu
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glikolowego. W zwigzku z tym zaproponowano jego synteze in situ z L-seryny, katalizowane;j
przez transaminaze (TA) (Rys. 12A) [166] lub z D-seryny, wobec oksydazy D-aminokwasowej
(DAAO) (Rys. 12B) [168].
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Rys. 12 Synteza in situ HPA wobec TA (A) lub DAAO (B) sprzezona z syntezq L-erytrulozy wobec TK

Takie rozwigzanie (sprzezenie syntezy HPA z reakcjg katalizowang przez TK), pozwala unikngc
akumulacji HPA w mieszaninie reakcyjnej i zoptymalizowaé proces syntezy L-erytrulozy.
W przypadku stosowania TA do syntezy HPA, konieczne jest uzycie, oprdcz L-seryny, drugiego
substratu - kwasu pirogronowego, generujacego dodatkowy produkt uboczny (L-alanine).
Co wiecej, przesuniecie réwnowagi reakcji w strone produkcji hydroksypirogronianu,
wymaga zastosowania nadmiaru jednego z tych substratow (L-seryny, badz kwasu
pirogronowego). Nadmiar HPA z kolei powoduje inhibicje TA [166]. Lenfantiwsp. [168]
zaproponowali strategie opierajacg sie na zastosowaniu oksydazy D-aminokwasowej (DAAO),
wyizolowanej z drozdzy Rhodotorula gracilis. Enzym ten katalizuje synteze HPA z D-seryny
i tlenu. W odrdznieniu do DAAO pozyskanego z innych zrddet, ten pozyskany z drozdzy cechuje
sie dobrg stabilnoscig w szerokim zakresie temperatur i pH. Zaletg zastosowania DAAO
do syntezy HPA jest nieodwracalnosc reakcji oraz brak koniecznosci zastosowania dodatkowego
substratu. Oprécz pozadanego produktu (HPA) w reakcji tej powstaje rowniez nadtlenek
wodoru oraz amoniak. Ze wzgledu na mozliwos¢ inhibicji DAAO, w przypadku nagromadzenia
sie nadtlenku wodoru, do kaskady wprowadzono dodatkowy enzym - katalaze, zdolng
do dysmutacji tego produktu ubocznego do wody i tlenu. Zastosowanie wieloenzymatycznej
kaskady, sktadajacej sie z natywnych enzyméw: DAAO, katalazy oraz TK pozwolito na otrzymanie
L-erytrulozy z wydajnosciag 67% (e.e.>95%) [168]. Ponadto kaskada ta zostata przetestowana
do syntezy innych cennych zwigzkdw, jak fruktoza, L-sorboza, D-altroheptuloza czy D-ksyluloza,
z D-seryny i odpowiednich aldehydéw, z dobrymi wydajnosciami iwysokg enancjo-

lub diastereoselektywnoscia.
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4.2.2.1. Immobilizacja oksydazy D-aminokwasowej, katalazy i transketolazy

Jedng z gtéownych przeszkdd w stosowaniu oksydazy D-aminokwasowej (DAAO)
czy transketolazy (TK) na wiekszg skale jest ich niska stabilnos¢. Ze wzgledu na duzy potencjat
aplikacyjny tych enzyméw, przetestowano rézne metody immobilizacji. Uzyskano znaczng
poprawe ich stabilnosci, ale przede wszystkim, co ma szczegdlne znaczenie w przemysle,
biokatalizatory takie mozna byto wykorzystywac¢ wielokrotnie. Kuan i wsp. [169] opisali
immobilizacje DAAO z Rhodotorula gracillis na magnetycznych kulkach, funkcjonalizowanych
niklem. Immobilizacja przyczynita sie do polepszenia stabilnosci termicznej biokatalizatora.
Wzgledna aktywnos$¢ immobilizowanego enzymu po 1 h inkubacji w 50°C wynosita 56%,
podczas gdy natywna forma enzymu po tym czasie byta catkowicie nieaktywna.
Co wiecej, immobilizowany enzym znacznie wolniej ulegat inaktywacji nadtlenkiem wodoru,
w poréwnaniu do jego natywnej formy. Po 9 h inkubacji w 10 mM H,0,, pozostata aktywnos¢
wynosita odpowiednio 72% (forma immobilizowana) i 22% (forma natywna). Zbadano réwniez
mozliwos¢ ponownego wykorzystania immobilizowanej DAAO w kolejnych 20 cyklach.
Obserwowano stopniowy spadek aktywnosci unieruchomionego enzymu, az do 37% aktywnosci
poczgtkowej w 20 cyklu. Wedtug Autoréw, spadek ten jest prawdopodobnie wynikiem
inaktywacji enzymu w obecnosci H,0, [169]. Podobne obserwacje poczynili réwniez Wang i wsp.
[170], ktérzy unieruchomili DAAO z Rhohosporidium toruloides na mezoporowatej krzemionce.
Obserwowali oni stopniowy spadek aktywnosci unieruchomionego enzymu, az do 30%
aktywnosci poczatkowej po 6 cyklach. Dang i wsp. [171] zaproponowali immobilizacje DAAO
na nosnikach krzemionkowych (SBA-15, MCF i MCM-41), modyfikowanych
3-aminopropylotrietoksysilanem. Najlepszym wariantem okazata sie immobilizacja na nosniku
typu MCF, z zastosowaniem aldehydu glutarowego jako linkera. Sprawdzono mozliwosé recyklu
tak przygotowanego biokatalizatora. Cechowat sie on dobrg stabilnoscig w siedmiu kolejnych
cyklach reakcyjnych, a niewielki spadek (z 87% konwersji cefalosporyny C w 1 cyklu do ok. 70%
w 7 cyklu), wedtug Autoréw wynikat z cze$ciowej utraty biokatalizatora w kazdym cyklu [171].
Lii wsp. [172] unieruchomili DAAO i katalaze osobno na wielosciennych nanorurkach
weglowych. Mozliwosci katalityczne obu enzymdw sprawdzili w reakcji utleniajgcej deaminacji
D-alaniny wobec DAAO, a wytworzony nadtlenek wodoru (produkt uboczny) byt rozktadany
wobec katalazy. Autorzy dowiedli, ze stosowanie razem obu unieruchomionych enzymoéw
przyczynito sie do ponad pieciokrotnej poprawy wydajnosci katalitycznej, w stosunku do wolnej
DAAO. Do tych samych wnioskéw doszli rowniez Fernandez-Lafuente i in. [173].
Ponadto, dowiedli oni, ze wspdtimmobilizacja obu tych enzymdéw wewnatrz jednego nosnika

(agarozy) jest znacznie bardziej efektywna i pozwala na stabilng prace uktadu bez utraty
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aktywnosci, przez 40 cykli reakcyjnych, podczas gdy sama unieruchomiona DAAO
juz po 20 cyklach stracita ponad potowe swojej aktywnosci poczgtkowe;j.

Transketolaze (TK) z kolei immobilizowano wewnatrz kapilary ze stopionej krzemionki
(mikroreaktora), funkcjonalizowanej niklem. Enzym ten wykazywat stabilnos¢ przez ponad 96 h
ciggtej pracy [174]. Bardzo dobra stabilnos¢ TK po immobilizacji odnotowali réwniez Halim i wsp.
[175]. Zastosowali oni ten sam sposéb specyficznej immobilizacji, jednakze jako nosnik
zastosowali kulki agarozowe, ktdore stanowity wypetnienie do reaktora kolumnowego
z upakowanym ztozem. Stabilnosc¢ tak otrzymanego biokatalizatora testowano przez 48 h ciggtej
pracy: przez pierwsze 12 h obserwowano 100% wydajnosé¢ produktu, po czym obnizyta sie
onado 76% po 48 h reakcji. Ponadto, TK wyizolowang z Saccharomyces cerevisiae,
unieruchomiono réwniez na magnezowo-glinowych podwdjnych wodorotlenkach warstwowych
(z ang. MgAl layered double hydroxides), stosujac adsorpcje lub wspodtstracanie[176].
Przy zastosowaniu enzymu immobilizowanego tg drugg metodg uzyskano znacznie wyzszg
aktywnos¢ (ok. 95% konwersji HPA, w poréwnaniu do 40% uzyskanej dla enzymu
immobilizowanego metoda adsorpcji) i stabilno$¢ biokatalizatora (>95% konwersja HPA
w 6 cyklach reakgcji, podczas gdy dla enzymu zaadsorbowanego na nosniku konwersja obnizyta
sie 2 40% po 1 cyklu do ok. 5% po 6 cyklu). Do tych samych wnioskdw doszli rowniez Touisni i in.
[177], unieruchamiajac transketolaze z Escherichia coli. Najwyzszg aktywno$é (12 U/mg nosnika)
Autorzy zaobserwowali stosujgc koprecypitacje.

W literaturze nie znaleziono natomiast doniesiern na temat immobilizacji wszystkich

trzech opisywanych enzymoéw réwnoczesnie (DAAO, katalazy oraz TK).
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CZESC EKSPERYMENTALNA

5. Materiaty i metody

5.1.Stosowane odczynniki

W Tabeli 2 zestawiono stosowane w pracy odczynniki i substancje pomocnicze oraz zrédta

ich pochodzenia.

Tabela 2 Stosowane odczynniki i Zrédfa ich pochodzenia

Odczynniki Producent/ zrédto

(3-aminopropylo)trimetoksysilan (97%), (3-

glicydoksypropylo)trimetoksysilan (98%), n-oktylotrietoksysilan (97%),

acetonitryl (99,9%), diwodorofosforan potasu (99%), poli(glikol etylenowy)

35 000, tetraetoksysilan (TEOS, 98%), toluen (99,5%) aldehyd glikolowy Sigma-Aldrich
(dimer), hydroksypirogronian litu (monohydrat, 97%), odczynnik

Lowry’ego, odczynnik Folina-Ciocaltau (2 N), kwas lewulinowy (98%), eter

diizopropylowy (98,5%), Pluronic 123, 1,3,5-trimetylobenzen (TMB, 99%)

Aldehyd glutarowy (25%,cz), etanol (96%, czda), kwas chlorowodorowy

(35-38%, czda), kwas octowy (80%, czda), octan sodu (trihydrat, czda), tris Avantor Performance
(hydroksymetylo)aminometan (97%), woda amoniakalna (25%, czda), kwas Materials
azotowy(V) (65%, czda), TRITON X-100, n-butanol (99,5%, czda), heksan (dawniej POCH)

(95%), aceton (99%), chloroform (czda), fluorek amonu (czda)

Chlorek magnezu (bezwodny, 99%), glukozo-1-fosforan (98%), chlorek sodu

Alfa Aesar
(czda)
Wodorofosforan sodu (12.hydrat, czda) Merck
HEPES Fluka
UDP-glukoza (98%), urydynotrifosforan (UTP, 97%) Carbosynth

Bromek heksadecylotrimetyloamoniowy (CTAB, 99%), D-seryna (98%),
Acros Organics
octan p-nitrofenylu (p-NPA, 97%), Bengal Rose (85%)

Pirofosforan tiaminy Glentham Life Science

Wodorotlenek sodu (czda), octan amonu (czda) Chempur

Enzymy stosowane w badaniach:
lipaze B z Candida antarctica oraz katalaze z watroby bydlecej zakupiono w Sigma-Aldrich,
pirofosforylaze UDP-glukozy wyizolowang z Thermocrispum agreste otrzymano dzieki
uprzejmosci prof. Dirka Tischlera z Ruhr Universitat (Bochum), w ramach wspétpracy w projekcie

ERA-NET IB,
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transketolaze z Geobacillus stearothermophilus, oksydaze D-aminokwasowg z Rhodotorula
gracilis (oraz zwigzek L-erytruloze) otrzymano dzieki uprzejmosci prof. Laurence Hecquet
z Institute of Chemistry of Clermont-Ferrand,

Novozym 435 otrzymano dzieki uprzejmosci firmy Novozymes.

5.2.Stosowany sprzet

W Tabeli 3 przedstawiono wykaz zastosowanej aparatury.

Tabela 3 Stosowany sprzet

Sprzet Producent
Chromatograf gazowy (GC) 6890 N wyposazony w detektor ptomieniowo-
Agilent
jonizacyjny
Wysokosprawny chromatograf cieczowy (HPLC) 1200 Series wyposazony w )
roznicowy detektor refraktometryczny (RID) oraz w diodowy detektor UV-Vis Agilent
(DAD)
Spektrofotometr UV/Vis U-2800A HITACHI
Titrator TitroLine 7000 wyposazony w elektrode pH InLab Reach 225 (Mettler-
SI Analytics

Toledo)
Mieszadto magnetyczne z kontrolg temperatury MR Hei-Tec;

Heidolph
Mieszadto mechaniczne Hei-Torque
Waga analityczna EX125D OHAUS
Waga analityczna ATL-224-V Acculab
Pompa infuzyjna jednostrzykawkowa AP14 Ascor
Wytrzgsarka wielofunkcyjna (inkubator z wytrzgsaniem i chtodzeniem) SI-1202 Enviro-Genie
Reaktor z wirujgcym ztozem (objetos¢ 250 ml) SpinChem”
Spektrofotometr Direct Detect™ Quantitation System Merck Millipore
pH-metr CP-401 wyposazony w elektrode EPP-1 Elmetron

5.3.Synteza monolitow krzemionkowych (MH)

Monolity krzemionkowe otrzymano wedtug metody opisanej w literaturze [49,74].
W skrdcie, poli(glikol etylenowy) 35 000 (PEG, 8,67 g) rozpuszczono w 100 ml 1 M kwasu
azotowego (V). Nastepnie wkroplono 82,8 ml tetraetoksysilanu (TEOS), po czym dodano 3,8 g
bromku heksadecylotrimetyloamoniowego (CTAB). Otrzymany zol doktadnie wymieszano,
a nastepnie rozlano do odpowiednich form: po 50 ul do matych stozkowych dotkéw ptytek
wielodotkowych (w celu otrzymania form stozkowych) lub specjalnych form o ksztatcie walca

o $rednicy 4 lub 6 mm i dtugosci 5 cm (stanowigcych rdzen do mikroreaktora przeptywowego),
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badz o srednicy 2 mm i dfugosci 5 cm. Zol pozostawiono do zzelowania i starzenia przez 7 dni
(lub 10 dni w przypadku dtugich walcéw), w temperaturze 40°C. Nastepnie monolity poddano
obrébce hydrotermalnej w 1 M roztworze amoniaku, przez 9 h, w temperaturze 90°C, po czym
probki przeptukano wodg, wysuszono w temperaturze pokojowej i kalcynowano

w temperaturze 550°C przez 10 h.

5.4.Synteza mezoporowatych pianek komérkowych (MCF)

2 g zwigzku powierzchniowo czynnego (Pluronic 123) rozpuszczono w mieszaninie 60 ml
2 M HCl oraz 15 ml wody destylowanej. Nastepnie dodano 0,023 g fluorku amonu, po czym
wkraplano 5,8 ml 1,3,5 trimetylobenzenu (TMB). Otrzymany roztwdr mieszano pod chtodnica
zwrotng, w temperaturze 40°C, przez 1 h. Po tym czasie dodano 4,7 ml tetraetoksysilanu (TEOS)
i kontynuowano mieszanie pod chtodnicg zwrotng, w 40°C, przez kolejng godzine. Nastepnie
otrzymang zawiesine przelano do teflonowych pojemnikéw i termostatowano w 40°C
przez 20 h, a nastepnie w 100°C przez 24 h. Tak przygotowang zawiesine sgczono na lejku
Buchnera. Uzyskany osad przeptukano wodg destylowang, wysuszono w temperaturze

pokojowej i kalcynowano w temperaturze 550°C przez 8 h.

5.5. Funkcjonalizacja nosnikow krzemionkowych

Przed procesem funkcjonalizacji nosniki krzemionkowe wygrzewano przez ok. 2 h,
w temperaturze 200°C, celem desorpcji zaadsorbowanych czasteczek wody. Nastepnie 1 g
nosnikdw krzemionkowych (MH lub MCF) zalano roztworem odpowiedniego organosilanu
w toluenie. Mieszanine termostatowano (85°C) pod chfodnicg zwrotng, przez 24 h (MCF)

lub 72 h (MH), ciggle mieszajac. Szczegbtowe proporcje reagentdéw zestawiono w Tabeli 4.

Tabela 4 Proporcje reagentow stosowane do funkcjonalizacji nosnikéw krzemionkowych

llos¢ 2
wprowadzanych Hlosc
Rodzaj Rodzaj wprowadzanych grup funkcyjnych/ rup funkevinveh rozpuszczalnika
nosnika prekursor grup yiny (toluenu)
[mmol/gnosnikal/ [MI/ rooice]
[mlprekursora/gnoénika] fosniia
MH-A  Grupy aminowe/ (3-aminopropylo)trimetoksysilan 1,5/0,27 32,5
MH-0 Grupy oktylowe/n-oktylotrietoksysilan 1,5/0,49 32,5
O: Grupy oktylowe/n-oktylotrietoksysilan, )
MH-OA A: Grupy aminowe/(3- OA g’;ﬁ%’zli' 32,5
aminopropylo)trimetoksysilan R !
MCF-A  Grupy aminowe/(3-aminopropylo)trimetoksysilan 1,5/0,27 25
Grupy epoksydowe/(3-
MCF-E 1,5/0,34 25

glicydoksypropylo)trimetoksysilan
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5.6. Charakterystyka nos$nikéw

Strukture zsyntetyzowanych nosnikéw scharakteryzowano wykorzystujgc techniki opisane
ponizej.

Do okreslenia wielkosci porow w zakresie makroporéw zastosowano porozymetrie rteciowg
(Quanatchrome Pore Master 60). Analize wykonat dr inz. Radostaw Lach z Polskiego
Towarzystwa Ceramicznego w Krakowie.

Parametry strukturalne materiatéw wyznaczono stosujgc niskotemperaturowg adsorpcje
azotu (Micromeritics ASAP 2020). Powierzchnie witasciwg okreslono z wykorzystaniem
pieciopunktowej metody BET (Brunauer — Emmett - Teller) wykorzystujgcg dane dla adsorpcji
pod cisnieniem wzglednym (p/po) w zakresie 0,1-0,25, za$ objeto$¢ mezoporéw obliczono
na podstawie algorytmu BJH (Barrett — Joyner - Halenda).

Ogdlng strukture MH obserwowano 1z zastosowaniem skaningowego mikroskopu
transmisyjnego (Hitachi TM3000), a MCF przy pomocy mikroskopu elektronowego (JOEL JEM
2000FX).

llos¢ grup funkcyjnych wyliczono dzieki wynikom otrzymanym z analizy elementarnej wegla,
wodoru, azotu i tlenu (CHNS) (LECO TruSpec Micro), wykonanej przez mgr inz. Wojciecha
Urbariczyka, doktoranta Politechniki Slaskiej.

Wprowadzenie grup funkcyjnych potwierdzono wykorzystujgc spektroskopie fourierowska
w podczerwieni (FTIR) (Nicolet iS50 firmy ThermoScientific). Prébki (5% masy probki) ucierano
z KBr, suszono i poddawano analizie.

Hydrofobowosé modyfikowanych nosnikéw okreslono poprzez adsorpcje hydrofobowego
barwnika rézu bengalskiego na powierzchni nosnika, wykorzystujac metode opisang
przez Vescovi i wsp. [121]. W skrdcie, 0,1 g rozdrobnionych nosnikéw zawieszono w 2 ml
roztworu rézu bengalskiego w wodzie (320 pg/ml) i mieszano w temperaturze pokojowej
przez 24 h. Po tym czasie prébki odwirowano (9000 rpm, 20 min, temperatura pokojowa).
Zmierzono absorbancje supernatantu przedipo inkubacji, przy dtugosci fali 548 nm.
llos¢ zaadsorbowanego barwnika obliczono z przygotowanej krzywej wzorcowej (y=0,0076x,

gdzie R?=0,9989). Dla kazdej prébki wykonano trzy powtdrzenia.

5.7.Immobilizacja enzyméw na sfunkcjonalizowanych nosnikach

krzemionkowych
W ramach pracy stosowano kowalencyjng i adsorpcyjng metode immobilizacji opisang
w literaturze [6,178,179)]. Pierwszym etapem byto przygotowanie nosnika. W tym celu
sfunkcjonalizowane krzemionki przemywano kolejno: etanolem i wodg destylowans.

Kazdorazowo stosowano po ok. 100 ml etanolu, wody lub buforu, a kazdy etap trwat 30 min i byt
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powtarzany trzykrotnie. Nastepnie, w zaleznosci od grupy funkcyjnej nosnika

i immobilizowanego enzymu, stosowano nastepujace procedury:

5.7.1. Immobilizacja lipazy na nosnikach funkcjonalizowanych grupami
oktylowymi (MH-0O)

Przed immobilizacjg lipazy, nosnik MH-O (w formie stozkdw o wymiarach 5,1 x 3,3 mm,

1 g) przemyto 0,1 M buforem fosforanowym (pH 7,0, 3 x 100 ml, mieszanie przez 30 min),

po czym inkubowano w 3,75 ml roztworu lipazy (4,4 mg biatka/ml) w 0,1 M buforze

fosforanowym, o pH 7,0, przez 3 h, w temperaturze 25°C, a nastepnie przez noc w 6°C.

Po tym czasie nosnik przemyto buforem fosforanowym (0,1 M, pH 7,0, 1x 100 ml, mieszanie

przez 30 min), odsgczono i wysuszono pod prdznig w temperaturze 4°C.

5.7.2. Immobilizacja lipazy na nosnikach funkcjonalizowanych grupami

oktylowymi i aminowymi (MH-OA) lub aminowymi (MH-A)

W przypadku nosnikow zawierajgcych grupy aminowe (MH-OA i MH-A, w formie
stozkéw o wymiarach 5,1 x 3,3 mm, 1 g), proces immobilizacji enzymu musi poprzedzic¢
aktywacja grup aminowych aldehydem glutarowym (inkubacja w 100 ml 2,5% (v/v) roztworu
aldehydu glutarowego w 0,1 M buforze fosforanowym o pH 7,0, przez 3 h). Nadmiar aldehydu
odmyto wodg destylowang. Kolejnym etapem byta immobilizacja enzymu. W tym celu
aktywowany nosnik inkubowano w 3,75 ml roztworu lipazy (4,4 mg biatka/ml) w buforze
fosforanowym (0,1 M, pH 7,0), przez 3 h, w temperaturze 25°C i kontynuowano w 6°C przez noc.
Nadmiar biatka wymyto wedtug metody opisanej w literaturze [52]: 0,1 M buforem
fosforanowym o pH 7,0 (3 x 100 ml; mieszanie przez 30 min), 0,1 M buforem fosforanowym
o pH 7,0 zawierajgcym 0,5 M NaCl (1 x 100 ml, mieszanie przez 45 min), 0,1 M buforem
octanowym o pH 4,5 (1 x 100 ml, mieszanie przez 1 h) i ostatecznie wodg destylowang
(3x 100 ml, mieszanie przez 30 min). W celu zablokowania nieprzereagowanych, aktywnych grup
funkcyjnych na powierzchni nosnika, nosnik inkubowano w 0,5 M buforze Tris-HCl o pH 7,8
(100 ml) przez noc, w temperaturze 4°C, po czym bufor Tris-HCl odmyto wodg destylowang
(2 x 100 ml przez 30 min) oraz 0,1 M buforem fosforanowym o pH 7,0 (1 x 100 ml przez 30 min).

Ostatecznie monolity odsgczono i suszono pod préznig w temperaturze 4°C.

5.7.3. Dobér pH immobilizacji TaGalU
Wptyw pH na efektywnos¢ procesu immobilizacji badano dla TaGalU, unieruchamiajac j3
na nosniku typu MCF, funkcjonalizowanym grupami aminowymi (MCF-A) lub epoksydowymi
(MCF-E). W przypadku MCF-A przeprowadzono aktywacje grup aminowych (wg procedury

opisanej w podrozdziale 5.7.2. Nos$nik z grupami epoksydowymi (MCF-E) nie wymaga aktywacji,
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dlatego etap ten pominieto. Nastepnie kazdy z nosnikdw podzielono na 4 réwne porcje
(po 0,1 g nosnika) i przemyto 0,1 M buforem fosforanowym odpowiednio o pH 5,0; 6,0; 7,0
lub 8,0. Kolejnym etapem byfa immobilizacja enzymu. Przygotowano roztwory TaGalU
w buforach o odpowiednich pH i kazdg z porcji nosnika zalano 4 ml roztworu enzymu (1,5 mg
biatka/ml) i pozostawiono na 3 h, w temperaturze 25°C, po czym przez noc w temperaturze 6°C.
Nalezy zwrdci¢ uwage, ze ze wzgledu na sktad preparatéw enzymatycznych wykorzystanych
do immobilizacji, ostatecznie pH immobilizacji ulegto zmianie i wynosito odpowiednio 5,5; 6,0;
6,7 i 7,8. Nastepnie nadmiar biatka wymyto analogicznie, jak opisano w podrozdziale 5.7.2.
Ostatecznie gotowy biokatalizator zalano 10 ml 50 mM buforu HEPES, o pH 7,0 i przechowywano

w temperaturze 4°C.

5.7.4. Immobilizacja TaGalU wewnatrz mikroreaktora (MH-A)

Po wstepnym przemyciu monolitu MH-A (w formie walca o $rednicy 6 mm i dtugosci
5cm) etanolem, wodg i 0,1 M buforem fosforanowym o pH 7,0 (kazdorazowo przez 1 h,
stosujac przeptyw 0,5 ml/min), grupy aminowe nosnika aktywowano 2,5 % roztworem aldehydu
glutarowego w 0,1 M buforze fosforanowym o pH 7,0, przez 1 h (stosujgc przeptyw 0,5 ml/min).
Nadmiar aldehydu odmywano wodg destylowang przez 1 h (0,5 ml/min) i 0,1 M buforem
fosforanowym o pH 7,0 przez kolejng 1 h (0,5 ml/min). Nastepnie 7 ml roztworu TaGalU (14 mg
biatka/ml), w 0,1 M buforze fosforanowym o pH 7,0, przepuszczano przez mikroreaktor przez 3 h
w obwodzie zamknietym (0,5 ml/min), w temperaturze pokojowej, po czym mikroreaktor
pozostawiono w roztworze enzymu przez noc, w temperaturze 4°C. Nadmiar biatka wymyto
kolejno: 0,1 M buforem fosforanowym o pH 7,0 przez 15 min (0,1 ml/min) i dodatkowe 30 min
(0,5 ml/min), 0,1 M buforem fosforanowym o pH 7,0 z dodatkiem 0,5 M NaCl przez 1 h
(0,5 ml/min), 0,1 M buforem octanowym o pH 4,5 przez 45 min (0,5 ml/min) i ostatecznie woda
destylowang przez 1 h (0,5 ml/min). Monolit przeptukano 0,5 M buforem Tris-HC| o pH 7,8,
przez15 min (0,5 ml/min) i pozostawiono w Tris-HCl na noc, w temperaturze 4°C.
Nastepnie monolit z unieruchomionym enzymem ptukano wodg destylowang przez 1 h
(0,5 ml/min), po czym 50 mM buforem HEPES o pH 7,0 przez kolejng 1 h (0,5 ml/min).
Ostatecznie monolit przechowywano zanurzony w 50 mM buforze HEPES o pH 7,0

w temperaturze 4°C.

5.7.5. Immobilizacja DAAOgg, KAT i/lub TKgst n@a MH-A
Po wstepnym przygotowaniu monolitu MH-A (w formie walcéw o wymiarach 4 x 2 mm),
grupy aminowe aktywowano aldehydem glutarowym, jak opisano w podrozdziale 5.7.2.
Nastepnym krokiem byta immobilizacja enzymoéw. W zaleznosci od stosowanego wariantu

immobilizacji stosowano nastepujgce procedury:
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Kazdy z enzymow immobilizowany na oddzielnej porcji nosnika [DAAO][KAT][TK]
W tym celu 3 porcje nosnika MH-A (0,5 g kazdy) zalano roztworami odpowiednich enzymoéw:
[DAAOQ] 3,5 ml o stezeniu 0,7 mg biatka/ml; [KAT] 3,5 ml o stezeniu 2,0 mg biatka/ml; [TK] 6,5 ml
o stezeniu 2,0 mg biatka/ml. Wszystkie roztwory przygotowano w 0,1 M buforze fosforanowym
o pH 7,0iinkubowano w 25°C przez 3 h, po czym w 6°C przez noc.
Wspdtimmobilizacja DAAOgy | KAT [DAAO+KAT][TK]
W przypadku wspoétimmobilizacji [DAAO+KAT], MH-A (0,5 g) najpierw zanurzono w roztworze
DAAOgg (6,5 ml, o stezeniu 0,4 mg biatka/ml), w buforze fosforanowym (0,1 M, pH 7,0) na 2 h,
w temperaturze 25°C, a nastepnie do tego dodano 1,0 ml roztworu katalazy (7,5 mg biatka/ml
0,1 M buforu fosforanowego o pH 7,0) i cato$¢ inkubowano przez kolejne 4 h, po czym
pozostawiono na noc w temperaturze 6°C.
Wspdtimmobilizacja wszystkich enzymow [DAAO+KAT+TK]
Podczas wspotimmobilizacji [DAAO+KAT+TK], MH-A (1 g) poczagtkowo zanurzono w roztworze
TKgst (9,5 ml, o stezeniu 1,5 mg biatka/ml) na 2 h w temperaturze 25°C, po czym do tego dodano
1 ml roztworu DAAOgg (2,5 mg biatka/ml) i inkubowano przez kolejne 2 h, a nastepnie
wprowadzono 2,5 ml KAT (5,0 mg biatka/ml) i cato$¢ inkubowano przez kolejne 4 h
w temperaturze 25°C. Ostatecznie, cato$é pozostawiono na noc w 6°C.

We wszystkich przypadkach nadmiar biatka odmyto zgodnie z procedurg opisang
w podrozdziale 5.7.2. Ostatecznie nosnik z unieruchomionymi enzymami przechowywano

w wodzie destylowanej z dodatkiem 0,1 mM ThDP i 1 mM MgCl,, w temperaturze 4°C.

5.8.0znaczanie ilosci zaimmobilizowanego biatka

Zazwyczaj stezenie biatka okreslano metoda Lowry’ego, stosujgc jako standard albumine
surowicy bydlecej [180], natomiast w przypadku TaGalU ilos¢ biatka okreslono poprzez pomiar
absorbancji przy 280 nm, przyjmujac teoretyczny wspoétczynnik ekstynkcji (11,585 cm™*M?)
i teoretyczng mase czgsteczkowq (33 678 Da). llos¢ biatka zaimmobilizowego na monolitach
wyliczono jako réznice pomiedzy iloscig biatka uzytego do immobilizacji a iloscig wymytego
w trakcie procesu odmywania.
W celu porédwnania ilosci biatka zaimmobilizowanego na nosnikach krzemionkowych z iloscig
biatka obecnego w handlowym preparacie Novozym 435, dokonano desorpcji enzymu z zywicy
akrylowej, stosujgc metode zaproponowang przez Cabrera i wsp. [110]. W skrocie, 1 g
Novozymu 435 inkubowano przez 4 h, w 50 ml 25 mM buforu fosforanowego (pH 7,0)

z 2% dodatkiem Triton X-100 (v/v). llo$¢ zdesorbowanego biatka okreslono metoda Lowry’ego.
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5.9.0kreslenie aktywnosci i stabilnosci immobilizowanej lipazy CalB

w reakcjach modelowych

W procedurach badania aktywnosci enzymatycznych ilosci odczynnikow podane sq jako stezenia

w mieszaninie reakcyjnej.

5.9.1. Hydroliza octanu p-nitrofenylu

Reakcje testowe dla immobilizowanej lipazy wykonano w reaktorze z wirujgcym ztozem
(SpinChem®, opis Rozdziat 3.1.2.2), o objetosci 250 ml. Aktywno$¢ lipaz w reakcji hydrolizy
okreslono stosujgc metode opisang przez Gustaffson i wsp. [181] (Rys. 13).
Lipaze immobilizowang na sfunkcjonalizowanych nosnikach MH (0,14 g) lub Novozym 435
(0,05 g) umieszczono w koszyku reaktora. Roztwor substratu (5,5 mM octan p-nitrofenylu
w acetonitrylu) wymieszano z 50 mM buforem fosforanowym (pH 7,0) w stosunku
objetosciowym 3:17 (koricowe stezenie substratu 0,825 mM). Objetos¢ catkowita mieszaniny
reakcyjnej wynosita 100 ml. Mieszanine reakcyjng inkubowano w 37°C, przez 15 min, po czym
wlano do reaktora. Reakcje prowadzono w 37°C, przy obrotach mieszadta 500 rpm.
Ilos¢ wytworzonego p-nitrofenolu analizowano metodg spektrofotometryczng, przy dtugosci fali
400 nm, w oparciu o sporzadzong wcze$niej krzywa wzorcowa (y=8,1x+0,002; R*=0,9996).
W celu okreslenia stabilnosci operacyjnej biokatalizatoréw, reakcje hydrolizy powtarzano
czterokrotnie, z wykorzystaniem tych samych ziaren katalizatora. Po zakorczeniu reakgji
mieszanine reakcyjng zlewano, a biokatalizator znajdujacy sie w koszyku przemywano

trzykrotnie buforem fosforanowym (50 mM, pH 7,0, po 100 ml).

o
)J\ OH
0”7 CH,
o

lipaza CalB

+ T T e
NO
NO, 2

Rys. 13 Hydroliza octanu p-nitrofenylu wobec lipazy jako katalizatora

5.9.2. Estryfikacja kwasu lewulinowego alkoholem n-butylowym

Estryfikacje kwasu lewulinowego alkoholem n-butylowym (Rys. 14) przeprowadzono
W nastepujacy sposéb: biokatalizator (1 g MH z osadzong lipazg lub 0,26 g Novozymu 435)
wprowadzono do kosza mieszadta reaktora SpinChem®. Kwas lewulinowy (355 mM) zmieszano
z n-butanolem (710 mM) i eterem diizopropylowym (90,03 ml). Objetos¢ catkowita mieszaniny
reakcyjnej wynosita 100 ml. Przed wprowadzeniem do naczynia reakcyjnego, reagenty
inkubowano w temperaturze 50°C przez 15 min. Reakcje prowadzono w temperaturze 50°C,

przy obrotach 500 rpm.
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Rys. 14 Estryfikacja kwasu lewulinowego n-butanolem wobec lipazy jako katalizatora
los¢ otrzymanego lewulinianu butylu okreslono metoda chromatografii gazowe;j.
Woczeéniej sporzadzono krzywa wzorcowa (y=10,8x-14,9, gdzie R%=0,9984). Do analiz stosowano
chromatograf gazowy Agilent Technologies 6890N wyposazony w detektor ptomieniowo-
jonizacyjny oraz kolumne kapilarng Agilent Technologies HP-5 (o $rednicy 0,32 mm; dfugosci
30 m; grubosci filmu 0,25 um). Jako gaz nosny zastosowano hel (przeptyw 2,5 ml/min).
Temperature dozownika ustawiono na 320°C, a detektora na 350°C. Program temperaturowy
pieca chromatografu wygladat nastepujaco: izoterma 100°C przez 5 min, nastepnie przyrost
temperatury z predkoscig 10°C/min do 150°C (5 min), po czym przyrost temperatury
z predkoscig 45°C/min do 300°C (przez 3,33 min), ostatecznie obnizenie temperatury
z predkoscig 60°C/min do 100°C (przez 3,33 min). 1 pl analizowanej prébki dozowano strzykawkg
z wykorzystaniem dozownika z podziatem strumienia gazu (split, przy zadanym podziale 1:100).
Stabilno$¢ operacyjng badanych biokatalizatoréw okreslono w czterech kolejnych
cyklach reakcyjnych. Po kazdym cyklu biokatalizator przemyto eterem diizopropylowym

(3 x 30 min, w temperaturze pokojowej).

5.9.3. Stabilnos¢ immobilizowane] lipazy CalB w rdznych rozpuszczalnikach
organicznych

W celu okreslenia stabilnosci immobilizowanej lipazy CalB w rdznych rozpuszczalnikach
organicznych, 0,1 g biokatalizatora (Novozym 435 lub lipaza na monolitach krzemionkowych)
inkubowano w 1 ml rozpuszczalnika organicznego (acetonitryl, octan etylu, heksan, butanol,
aceton, eter diizopropylowy, toluen, chloroform), w 37°C, przez 24 h. Nastepnie probki
doktadnie wysuszono na powietrzu i sprawdzono ich aktywnos¢ katalityczng w modelowej
reakcji hydrolizy octanu p-nitrofenylu (opisane w podrozdziale 5.9.1). Przeprowadzono réwniez
proby kontrolne stosujgc biokatalizatory bez uprzedniej inkubacji w rozpuszczalnikach.

Badania wykonano w trzech powtdrzeniach.

5.10. Aktywnos¢ enzymatyczna immobilizowanej TaGalU

Aktywnos¢ TaGalU okreslono w reakcji syntezy UDP-glukozy z UTP i glukozo-1-fosforanu.
Jesli nie napisano, ze jest inaczej, UTP (2mM), glukozo-1-fosforan (2 mM) oraz kofaktor MgCl,
(3 mM), rozpuszczono w buforze HEPES (50 mM, pH 7,0). Objetos¢ catkowita wynosita 3 ml.
Przed rozpoczeciem procesu mieszanine reakcyjng inkubowano przez 15 min w 50°C,

po czym dodano immobilizowany enzym (1,1 mg biokatalizatora), w celu zapoczgtkowania
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reakcji. Reakcje prowadzono w 50°C, przy obrotach mieszadta 500 rpm. Pobierano prébke
po2,5i8 min.

W przypadku procesu prowadzonego w systemie ciggtym, monolit przemywano
przed reakcjg buforem HEPES (50 mM, pH 7,0), przez 30 min (stosujgc przeptyw 0,5 ml/min).
Nastepnie, w strzykawce umieszczono wczesniej przygotowang mieszanine reakcyjng,
zawierajacg 2 mM UTP, 2 mM glukozo-1-fosforanu oraz 3 mM MgCl,. Strzykawke podtgczono
do mikroreaktora zawierajgcego unieruchomiony enzym na monolicie krzemionkowym.
Mieszanine reakcyjng ttoczono przez monolit (stosujac pompe strzykawkowg) w zakresie
predkosci przeptywdw 0,05-1,25 ml/min. Na wylocie zbierano prébki (Rys. 15). Pobrane probki

rozcieficzano MeCN w stosunku objetosciowym 1:1 i analizowano.

SUBSTRATY BIOKATALIZATOR PRODUKTY

Rys. 15 Schemat aparatury do pracy w systemie ciggtym

llos¢ wytworzonej UDP-glukozy badano metodg HPLC, na aparacie 1200 Series firmy Agilent
Technologies, wyposazonym w detektor UV i kolumne Accucore-150-Amide-HILIC firmy Thermo
Scientific, o wymiarach 100 x 3 mm, z wielkoscig czgstek 2,6 um. Przebieg reakcji monitorowano
przy dtugosci fali 260 nm, stosujgc przeptyw izokratyczny eluentu, zawierajgcego 70% MeCN
i30% 134 mM roztworu octanu amonu pH 5,35 (natezenie przeptywu 0,8 ml/min).
Ilos¢ wytworzonej UDP-glukozy wyliczono w oparciu o sporzgdzong wczesniej krzywg wzorcowa

(y=1183,2x-6,8; R*=0,9988).

5.11. Otrzymywanie trehalozy w systemie ciggtym, wobec TaGalU i TreT

jako katalizatorow
Przed reakcjg, monolity przemywano buforem HEPES (50 mM, pH 7,0) przez 1 h
(stosujac przeptyw 0,5 ml/min). Pierwszy mikroreaktor zawierat immobilizowany TaGalU,
a proces prowadzono w temperaturze pokojowej, drugi — zawierat immobilizowang TreT,
a proces prowadzono w temperaturze 55°C. Mieszanine reakcyjng: UTP (10 mM), G1P (10 mM),
Glu (10 mM) i MgCl; (20 mM) w buforze HEPES (50 mM, pH 7,0) ttoczono przez mikroreaktory
z szybkoscig przeptywu 0,05 ml/min. Stezenie glukozy i trehalozy w prdbkach pobieranych

w czasie reakcji okreslano metodg HPLC, z zastosowaniem procedury opisanej w literaturze
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[182]. W skrdcie, stosowano kolumne REZEX-ROA Organic Acid H* (8%) (300 x 7,8 mm),
termostatowang w 60°C i réznicowy detektor refraktometryczny (RID). Faze ruchoma stanowita
mieszanina izokratyczna zawierajgca 2,5 mM kwas siarkowy (VI), w wodzie podwdjnie

destylowanej. Natezenie przeptywu przez kolumne wynosito 0,5 ml/min.

5.12. Aktywnos¢ enzymatyczna immobilizowanej DAAOg,

D-seryne (50 mM) rozpuszczono w buforze Tris-HCI (0,5 M, pH 7,5). Objetos¢ catkowita
wynosita 3 ml. Mieszanine reakcyjng inkubowano przez 15 min w 26°C, po czym dodano
natywna katalaze (0,1 mg) oraz immobilizowang DAAOg, (0,03 g biokatalizatora, 0,1 mg biatka).
Cato$¢ mieszano (500rpm), przez 12 min, w temperaturze 26°C. Reakcje prowadzono
w atmosferze tlenu. W trakcie procesu pobierano prébki po 3, 6, 9i 12 min. llos¢ wytworzonego

HPA sprawdzano za pomocg HPLC, z zastosowaniem metody opisanej w Rozdziale 5.14.

5.13. Aktywnos¢ enzymatyczna immobilizowanej TKgs:

HPA (50 mM), GOA (50 mM) oraz kofaktory: ThDP (0,1 mM) i MgCl, (1 mM), rozpuszczono
w wodzie destylowanej. Objetos¢ catkowita mieszaniny wynosita 3 ml. Przed dodaniem enzymu
mieszanine reakcyjng inkubowano przez 15 min w 50°C, po czym dodano immobilizowang TKgst
(0,018 g biokatalizatora, 0,1 mg biatka). Reakcje prowadzono w tazni wodnej (50°C), przez 5 min,
na mieszadle magnetycznym (400 rpm). W trakcie procesu pobierano prébki po 1, 3 i 5 min.
llos¢ otrzymanej L-erytrulozy okreslono chromatograficznie (HPLC), metode opisano

w Rozdziale 5.14.

5.14. Synteza L-erytrulozy katalizowana przez immobilizowane DAAOgg,

katalaze oraz TKg:

Reakcje prowadzono w reaktorze ze stacjonarnym zfozem, o objetosci 25 ml.
Ogdlna procedura zostata opisana przez Lorillere i wsp. [166]. W skrdcie, D-seryne (50 mM),
GOA (50 mM), ThDP (0,1 mM) oraz MgCl, (1 mM) rozpuszczono w wodzie destylowanej.
Objetos¢ catkowita mieszaniny wynosita 20 ml. Tak przygotowang mieszanine reakcyjna
inkubowano przez 15 min w 30°C. Reakcje zapoczagtkowano dodajgc immobilizowane enzymy:
DAAOg; (0,25 g katalizatora, zawierajgcego 2 mg biatka), katalaze (0,25 g katalizatora,
zawierajagcego 4 mg biatka) oraz TKg: (0,5 g katalizatora, zawierajagcego 6 mg biatka).
Do mieszaniny reakcyjnej dostarczano tlen z butli (10 ml/min). Reakcje prowadzono
przy obrotach 400 rpm, w temperaturze 30°C. Przez caty czas trwania reakcji utrzymywano statg
warto$s¢ pH (7,0), dozujagc odpowiednig ilos¢ 0,1 M HCl titratorem automatycznym.

Postep reakcji sledzono wykorzystujgc metode HPLC, opisang ponizej.
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Do analizy ilosci HPA, GOA oraz L-erytrulozy wykorzystano wysokosprawng chromatografie
cieczowgy, stosujac kolumne Bio-Rad Aminex HPX-87 H (300 x 7,8 mm), termostatowang w 60°C
oraz RID. Stosowano mieszanine izokratyczng zawierajgcg 0,1% TFA w wodzie podwdjnie
destylowanej, a szybko$¢ przeptywu wynosita 0,6 ml/min. llo$¢ powstajgcej L-erytrulozy i HPA
okreélano na podstawie sporzadzonych krzywych wzorcowych: (y=4510,1x+2561,8, R>=09981
dla L-erytrulozy, dla HPA: y=3605,9x-26,0, gdzie R*=0,9979), a ilo$¢ konwertowanego GOA
z krzywej (y=3151,8x-353,9, R?=0,9980). Czasy retencji poszczegdlnych skfadnikéw wynosity
odpowiednio: 8,5 min (HPA), 11,6 min (L-ery) oraz 12,4 min (GOA).

5.15. Statystyka

Analizy wykonywano w trzech powtdrzeniach, na tej podstawie wyliczano s$rednia

i odchylenia standardowe, korzystajgc z programu Excel.
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OMOWIENIE WYNIKOW

6. Przygotowanie nos$nikéw krzemionkowych

Gtéwnym zatozeniem pracy byta efektywna immobilizacja enzymoéw na porowatych
nos$nikach krzemionkowych. W ramach pracy zsyntetyzowano monolity krzemionkowe,
zmodyfikowano je grupami funkcyjnymi i dokonano ich dogtebnej charakterystyki.
Badania te objety rowniez nosniki krzemionkowe w formie proszkéw (mezoporowate pianki
komarkowe, MCF).

6.1. Monolity krzemionkowe
Monolity krzemionkowe zsyntetyzowano z zastosowaniem metody zol-zelowej
w pofaczeniu  zseparacja fazowa (wytwarzanie makroporéw) i szablonowaniem,
co zostato dokfadnie opisane w Rozdziale 3.1.2. W zaleznosci od formy, do jakiej wylewano zol,
otrzymano je w ksztafcie: stozkdw o wymiarach zewnetrznych 5,1 mm x 3,3 mm (H/d) (Rys. 16A),
walcdw o wymiarach zewnetrznych 4 mm x 2 mm (Rys. 16B) oraz walcow o wymiarach
zewnetrznych 5 cm x 4 lub 6 mm (Rys. 16C). Te ostatnie stanowig rdzen mikroreaktora

przeptywowego.

Rys. 16 Monolity krzemionkowe w formie paciorkéw (A), walcéw (B) lub rdzenia do mikroreaktora (C)

Otrzymane monolity krzemionkowe poddano funkcjonalizacji. Monolity krzemionkowe
w formie stozkéw sfunkcjonalizowano grupami aminowymi, oktylowymi lub aminowymi
i oktylowymi jednoczesnie, zas monolity krzemionkowe w formie walcéw - grupami aminowymi.
Wykorzystywano nastepujgce organosilany: (3-aminopropylo)trimetoksysilan (prekursor grup
aminowych) oraz n-oktylotrietoksysilan (prekursor grup oktylowych). Grupy alkoholanowe
obecne w kazdym z wymienionych zwigzkéw ulegaty hydrolizie, a nastepnie kondensacji
z grupami hydroksylowymi (Si-O-H) obecnymi na powierzchni nosnika krzemionkowego.
Proces ten zachodzit w obecnosci niepolarnego rozpuszczalnika — toluenu [30,183].

Rozwazajgc immobilizacje enzymu na nosniku, konieczne jest poznanie jego struktury
oraz charakteru chemicznego powierzchni, gdyz parametry te majg istotny wptyw na aktywnos¢

otrzymanego biokatalizatora. W zwigzku z powyzszym dokonano charakterystyki otrzymanych
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nos$nikow. Strukture otrzymanych materiatéw badano z wykorzystaniem takich technik
pomiarowych jak: porozymetria rteciowa, niskotemperaturowa adsorpcja azotu, skaningowa
mikroskopia elektronowa (SEM) i transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM). Spektroskopia
w podczerwieni (FTIR) pozwolita natomiast na potwierdzenie obecnosci poszczegdlnych grup
funkcyjnych w badanych nosnikach, a analiza elementarna dodatkowo umozliwita doktadne
okreslenie ilosciowe wprowadzonych grup funkcyjnych.

Mimo rdéznic w ksztatcie otrzymanych monolitdw (stozki, walce), posiadaty one te same
parametry struktury, tj. wielko$¢ i ksztatt poréw oraz powierzchnie wfasciwg. W zwigzku
z powyzszym  ponizej przedstawiono charakterystyke na  przyktadzie monolitéw
krzemionkowych w formie stozkbw. Na Rys. 17 przedstawiono zdjecia SEM
dla niemodyfikowanych monolitéw krzemionkowych. Cechuja sie one tréjwymiarowg otwartg
strukturg poréw. Dowodem na otwartosc struktury sg duze makropory tworzace sie¢ kretych
kanatéw. Taka budowa nosnikdw zapewnia dostepnos¢ powierzchni dla enzyméw

oraz praktycznie nieograniczong mozliwos¢ penetracji struktury nosnika przez reagenty.

Rys. 17 Zdjecie SEM struktury niemodyfikowanych MH

Do oceny struktury niemodyfikowanych monolitdow krzemionkowych (MH) zastosowano
rowniez porozymetrie rteciowa, ktéra wykazata obecnos¢ makroporow w zakresie 20-50 pm
oraz mezoporéw w zakresie 20-30 nm (Rys. 18). Niskotemperaturowa adsorpcja azotu
potwierdzita istnienie mezoporéw w zakresie 20-30 nm, a dodatkowo obecnos¢ matych
mezoporow w zakresie 2-4 nm (Rys. 19B). Mezoporowatg strukture monolitéw potwierdza
rowniez charakterystyczny przebieg izoterm adsorpcji i desorpcji azotu (Rys. 19A).
Przebieg ten klasyfikowany jest jako izoterma typu IV z petlg histerezy typu H1, i jest on

charakterystyczny dla materiatéw mezoporowatych [184].
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Rys. 19 lzotermy adsorpcji i desorpcji azotu w -196°C (A) oraz rozktad objetosci poréw (B)
dla niemodyfikowanego monolitu krzemionkowego (MH)

Powierzchnia wtasciwa monolitu krzemionkowego (MH) obliczona zostata z wykorzystaniem
metody BET (Brunauer — Emmett - Teller) dla cisnien wzglednych w zakresie 0,05 — 0,2.
Rozkfad objetosci porow zostat okreslony przy uzyciu metody BJH (Barrett, Joyner, Halenda)
z desorpcyjnej gatezi izotermy. Mozna zaobserwowaé, ze niemodyfikowane monolity
krzemionkowe cechuje duza powierzchnia wtaéciwa (Sger), ktdéra wynosi ok. 300 m2g?.
Powierzchnia wtasciwa monolitéw ulegta zmianie po funkcjonalizacji. W przypadku monolitéw
modyfikowanych grupami aminowymi (MH-A) zmniejszyta sie niemalze o potowe,
adlanosnikéw modyfikowanych grupami oktylowymi (MH-O) o 10% (Tabela 5).
Jednakze, pomimo zmniejszenia porowatosci po funkcjonalizacji no$niki wcigz charakteryzowaty
sie wystarczajgco duzg powierzchnig, umozliwiajgcg wprowadzenie i przytgczenie enzymu
oraz efektywny transport reagentow. llos¢ grup obecnych na przygotowanych nosnikach

(Tabela 5) wyliczono na podstawie wynikdw z analizy elementarnej, zaktadajgc catkowitg
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hydrolize organosilandw (prekursora grup aminowych): (3-aminopropylo)trimetoksysilanu
(APTMS), prekursora grup oktylowych: n-oktylotrietoksysilanu, a nastepnie ich kondensacje
z grupami hydroksylowymi (-OH) nosnika krzemionkowego. llos¢ grup aminowych na MH
jest ponad dwukrotnie wieksza anizeli grup oktylowych (Tabela 5), co moze wynikaé z wiekszej
reaktywnosci metoksysilandéw niz etoksysilanéw [185].

Tabela 5 Powierzchnia wtasciwa, sktad pierwiastkowy oraz ilos¢ grup funkcyjnych niemodyfikowanych
oraz modyfikowanych nosnikéw krzemionkowych

Nosnik Seer [M?/g] C/H/N[m%] Hlosc [gr:::(:;;:igny‘:h
MH 310 - -

MH-A 154 2,62/1,24/0,82 0,6

MH-O 290 2,53/1,26/- 0,27

MH-OA 208 4,32/1,31/0,74 0,5 (A) 0,25 (0O)

Obecnos¢ grup funkcyjnych na nosniku potwierdzono metodg FTIR. Otrzymane widma

monolitdw krzemionkowych przed i po modyfikacji grupami funkcyjnymi pokazano na Rys. 20.
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Rys. 20 Widmo FTIR monolitu krzemionkowego przed modyfikacjq (MH) oraz po modyfikacji (MH-O,
MH-A, MH-OA)
Na widmie krzemionki bez modyfikacji (MH) obserwuje sie charakterystyczne szerokie pasmo
w zakresie 3200-3600 cm™ odpowiadajace drganiom rozciggajagcym Si-OH oraz ostry pik
przy 3740 cm?, ktéry odpowiada symetrycznym drganiom rozciggajgcym  wolnych,

tzw. izolowanych grup silanolowych. Pasma absorpcyjne w zakresie 1000-1250 cm™
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iprzy 800 cm™  przypisywane s3 drganiom Si-O-Si  szkieletu krzemionki [186,187].
Dla modyfikowanych krzemionek zaobserwowano widoczne zmiany.
Zmniejszenie intensywnosci  pasma izolowanych grup silanolowych (3740 cm?),
$wiadczy o zastgpieniu ich grupami funkcyjnymi aminowymi i/lub oktylowymi [188,189].
Niestety, trudno jest zidentyfikowac grupy funkcyjne —NH, gdyz charakterystyczne dla nich
pasma (3200-3600 cm™) nakfadaja sie z drganiami grup O-H. Jednakze pojawia sie dodatkowo
niewielkie pasmo przy 1600 cm™, ktére mozna przypisa¢ drganiom deformacyjnym grupy
aminowej [190]. Co wiecej, w przypadku MH-A i MH-OA obserwuje sie drgania rozciggajgce C-H
w grupie propylowej w zakresie 2850-2950 cm™ [51]. Dla MH-O drgania grup metylenowych
ztaiicucha oktylowego (w zakresie 2850-2950 cm™) sg stabo widoczne, co moze wynikaé

z niewielkiej ilosci wprowadzonych grup oktylowych (Tabela 5) [191].

6.2. Mezoporowate pianki komorkowe

W ramach pracy otrzymano réwniez mezoporowate pianki komorkowe (MCF) w formie

proszkow (Rys. 21).

Rys. 21 Mezoporowate pianki komdrkowe

MCF funkcjonalizowano grupami aminowymi lub epoksydowymi. Jako prekursor grup
aminowych zastosowano, wspomniany juz wczesniej (3-aminopropylo)trimetoksysilan,
a (3-glicydoksypropylo)trimetoksysilan wykorzystano jako prekursor grup epoksydowych.
Nosniki MCF przed i po funkcjonalizacji rGwniez poddano szczegétowej charakterystyce.

W pordédwnaniu do monolitow krzemionkowych, w przypadku MCF obecne s3 jedynie
mezopory w zakresie 20-30 nm (Rys. 22B), potagczone mniejszymi oknami w zakresie 9-20 nm
(Rys. 22C). Przebieg izotermy adsorpcji i desorpcji azotu w -196°C jest typowy dla materiatéw
mezoporowatych (izoterma typu IV z  histerezg typu H1) [184] (Rys. 22A).
Mezoporowatg strukture potwierdza réwniez zdjecie z transmisyjnego mikroskopu

elektronowego (TEM) (Rys. 23).
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Rys. 22 Izotermy adsorpcji i desorpcji azotu w -196°C (A) oraz rozktad objetosci poréw (B) i okien (C)
dla MCF

Rys. 23 Zdjecie TEM struktury MCF
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Nosniki typu MCF charakteryzuja sie duza powierzchnig wifasciwg (Seer ok. 600 m2g?l).
Proces funkcjonalizacji grupami aminowymi (MCF-A) lub epoksydowymi (MCF-E) spowodowat
zmniejszenie powierzchni wtasciwej z 580 m?g? (dla czystego nosénika), o odpowiednio ok. 30%
(do 450 m%g?) i 40% (do 350 m2g?) (Tabela 6). Dodatkowo, zaobserwowano zmniejszenie
objetosci poréw (V,), Srednicy poréw (dp) i tgczacych je okien (dw). Pomimo tego
po funkcjonalizacji, zaréwno pory jakiokna byly wystarczajgco duze, aby zapewni¢ tatwa

dostepnos¢ powierzchni tych materiatéw zaréwno dla enzymu jak i reagentéw.

Tabela 6 Parametry stukturalne MCF przed i po funkcjonalizacji

Nosnik Seer[Mm?/g] V, [em3/g] dp [nm] dw [nm]
MCF 580 2,40 27 14

MCF-A 450 1,96 23 13

MCF-E 350 1,64 22 12

Dla otrzymanych mezoporowatych pianek komdrkowych wykonano takie widmo

w podczerwieni (Rys. 24).
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Rys. 24 Widmo FTIR mezoporowatych pianek komorkowych przed modyfikacjg (MCF) oraz po modyfikacji
(MCF-A, MCF-E)

Rowniez w przypadku tych nosnikdw obserwuje sie drgania charakterystyczne dla krzemionki:
przy 3740 cm?, w zakresie 3200-3600 cm™, 1000-1250 cm™ oraz przy 800 cm™ (Rys. 24).
Wprowadzenie grup funkcyjnych na MCF (aminowych lub epoksydowych) przyczynito sie
do zmniejszenia intensywnosci pasma przy 3740 cm™ oraz pojawily sie nowe pasma,

charakterystyczne dla tych grup. Dla MCF-A i MCF-E obserwuje sie dwa pasma w zakresie 2850-
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2950 cm™, ktére mozna przypisa¢ drganiom rozciggajacym wigzania C-H grupy propylowej.
Co wiecej, dla MCF-E pojawia sie niewielkie pasmo przy 1445 cm™, ktére odpowiada drganiom
wigzania Si-C w grupie glicydoksylowej oraz drgania rozciggajace pierscienia grupy epoksydowej
przy 905 cm? [190,192]. Dla MCF-A widoczne jest niewielkie pasmo przy 1600 cm?,
charakterystyczne dla drgain deformacyjnych wigzania N-H, podczas gdy charakterystyczne

pasmo absorpcyjne tego wigzania przy 3200-3600 cm™ pokrywa sie z pasmem grup -OH.
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7. Immobilizacja enzymow

Na otrzymanych nosnikach krzemionkowych immobilizowano enzymy: (i) lipaze B z Candida
antarctica (CalB), (ii) pirofosforylaze UDP-glukozy oraz (iii) oksydaze D-aminokwasowg, katalaze
oraz transketolaze. Aktywnos¢ i stabilnos¢ immobilizowanej lipazy CalB testowano w reakcji
hydrolizy octanu p-nitrofenylu oraz estryfikacji kwasu lewulinowego n-butanolem.
Mozliwosci aplikacyjne immobilizowanej pirofosforylazy =~ UDP-glukozy  sprawdzono
w enzymatycznej kaskadzie do otrzymywania trehalozy. Kaskade wieloenzymatyczng sktadajaca

sie z oksydazy D-aminokwasowej, katalazy oraz transketolazy testowano w syntezie L-erytrulozy.

7.1.Immobilizacja lipazy CalB i jej zastosowanie

W niniejszej pracy zaproponowano immobilizacje lipazy B z Candida antarctica (CalB)
na nos$nikach krzemionkowych w formie stozkowych ziaren (Rys. 16A) funkcjonalizowanych:
grupami aminowymi (MH-A), oktylowymi (MH-0) oraz krzemionce bifunkcjonalizowanej
grupami aminowymi i oktylowymi réwnoczesnie (MH-OA). Obecnos¢ grup oktylowych
(hydrofobowych) — MH-O umozliwita fizyczng adsorpcje enzymu na powierzchni nosnika.
Zaleta tej metody immobilizacji jest prostota i szybko$¢ wykonania. Pomimo, ze ten sposdb
immobilizacji oparty jest na stabych fizycznych oddziatywaniach (jak np. sity van der Waalsa,
oddziatywania jonowe, hydrofobowe czy wigzania wodorowe), to jest on dobrym rozwigzaniem
w przypadku zastosowania takich biokatalizatoréw w reakcjach prowadzonych w srodowisku
rozpuszczalnika organicznego. Ponadto obecnos$¢ grup oktylowych zapewnia aktywacje
miedzyfazowg immobilizowanej lipazy (co omoéwiono szerzej w Rozdziale 4.1.1).
Modyfikacja nosnika grupami aminowymi (MH-A) umozliwia natomiast kowalencyjne zwigzanie
enzymu. W celu efektywnego zwigzania biatka przed immobilizacjg grupy aminowe zostaty
aktywowane aldehydem glutarowym (GLA), ktéry petnit funkcje tacznika pomiedzy grupami
aminowymi nosnika a grupami aminowymi enzymu. Tworzenie wigzania kowalencyjnego
poprzez GLA jest szczegdlnie atrakcyjne, ze wzgledu na mozliwos$¢ tworzenia trwatych potfaczen
w fagodnych warunkach (neutralne pH immobilizacji) [193,194]. Zastosowanie no$nika MH-OA
do immobilizacji lipazy umozliwia zatem adsorpcje lipazy oraz utworzenie wigzania

kowalencyjnego pomiedzy grupami aminowymi biatka a reaktywnymi grupami nosnika (Rys. 25).
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MH-O MH-OA MH-A

ADSORPCJA HYDROFOBOWA ADSORPCJA HYDROFOBOWA WIAZANIE KOWALENCYINE
i WIAZANIE KOWALENCYJNE
- otwarta forma lipazy -lepsza stabilnos¢
- aktywacja miedzyfazowa - otwarta forma lipazy - zamknieta forma lipazy

- aktywacja miedzyfazowa
- lepsza stabilnos¢

Rys. 25 Immobilizacja lipazy na nosnikach krzemionkowych. Schemat wykonano z wykorzystaniem pakietu
UCSF Chimera; PDB ID: 1TCA.

Aktywnos¢ otrzymanych biokatalizatoréw sprawdzono w modelowe] reakcji hydrolizy octanu
p-nitrofenylu (reakcja prowadzona w srodowisku wodnym) oraz w reakcji estryfikacji kwasu
lewulinowego n-butanolem, prowadzonej w rozpuszczalniku organicznym. Jako katalizator
odniesienia wybrano powszechnie dostepny i szeroko wykorzystywany Novozym 435.
Dodatkowo poréwnano stabilnos¢ otrzymanych biokatalizatoréw w rozpuszczalnikach
organicznych, tj. octanie etylu, heksanie, toluenie, chloroformie, n-butanolu, acetonie czy eterze

diizopropylowym, jak rdwniez wykazano mozliwos¢ ich wielokrotnego recyklu.

7.1.1. Hydrofobowo$¢é nosnika i jej wptyw na immobilizacje lipazy CalB
Hydrofobowosé nosnika ma znaczacy wptyw na aktywnos¢ immobilizowanej na nim
lipazy, co szczegdétowo omdwiono w czesci literaturowej niniejszej rozprawy (Rozdziat 4.1.1).

Znane sg rdzne metody oznaczania hydrofobowosci nosnikdéw. W niniejszej pracy okreslono jg
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poprzez pomiar ilosci zaadsorbowanego na no$niku hydrofobowego barwnika

(rézu bengalskiego, ang. Bengal Rose Dye), Rys. 26 [112,121].

Rys. 26 Struktura rézu bengalskiego

Generalnie, wieksza ilo$¢ zwigzanego przez nosnik barwnika $wiadczy o wiekszej
hydrofobowosci powierzchni krzemionki. Zaobserwowano, ze wprowadzenie grup funkcyjnych
na powierzchnie krzemionkowego nosnika spowodowato znaczne zwiekszenie ilosci
zaadsorbowanego barwnika, ktéra wzrosta z 0,015 mg/g (dla czystej krzemionki MH)
do 0,133 mg/g dla MH-0, do 0,233 mg/gdla MH-A oraz do 0,311 mg/g dla MH-OA (Tabela 7).
Tabela 7 Hydrofobowos¢ funkcjonalizowanych nosnikéw krzemionkowych (na podstawie adsorpcji

barwnika rézu bengalskiego) oraz ilos¢ biatka i wydajnos¢ immobilizacji lipazy na funkcjonalizowanych
nosnikach krzemionkowych

Noénik Hydrofobowos¢ llos¢ biatka Wydajnos¢ immobilizacji
[mgbarwnika/gnos'nika] [mg/gnos'nika] [%]
MH 0,0149+0,0014 - -
MH-A 0,2329+0,0082 19,42 56,0
MH-O 0,1329+0,0039 15,32 443
MH-OA 0,3105+0,0010 27,02 78,4
N435 - 64,8" -

a okreslono metodg Lowry’ego

b biatko z nos$nika zdesorbowano Tritonem-X, nastepnie jego ilos¢ okreslono metoda Lowry’ego

Wyniki adsorpcji uzyskane dla MH-A i MH-OA potwierdzajg hipoteze wysunietg przez innych
autoréw. Wg Vescovi i in. [121] wyzsze wartosci adsorpcji barwnika w przypadku MH-A i MH-OA
wynikajg z obecnosci na powierzchni nosnika grup aminowych o wysokiej wartosci pK,
ktére majg zdolno$¢ do oddziatywan jonowych ze zjonizowanymi grupami w strukturze
barwnika (Rys. 26). Warto rowniez zauwazy¢, ze ilos¢ zaadsorbowanego barwnika na MH-OA
jest praktycznie réwna sumie wartosci uzyskanych dla MH-A i MH-O, co s$wiadczy,
ze z barwnikiem oddziatujg nie tylko grupy oktylowe, ale i aminowe. W badaniach
nad immobilizacjg lipazy stwierdzono, ze rodzaj grup funkcyjnych wprowadzonych na nosnik
Scisle koreluje z iloScig zaadsorbowanego barwnika, a ta z kolei z iloscig unieruchomionego

biatka (Tabela 7). Najmniej biatka zaimmobilizowato sie na nosniku typu MH-O (immobilizacja
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adsorpcyjna), nieco wiecej na nosniku typu MH-A (immobilizacja poprzez wigzanie
kowalencyjne). Nie dziwi rowniez fakt, ze najwiecej biatka zwigzato sie z nosnikiem
bifunkcjonalizowanym (MH-0A). Mimo to, ilo$¢ biatka naniesionego na przygotowane nosniki
krzemionkowe jest ponad dwukrotnie nizsza w pordwnaniu do ilosci biatka obecnego
w handlowym preparacie Novozym 435 (N435) (Tabela 7). Z tego wzgledu w badaniach
aktywnosci, ilos¢ zastosowanego Novozymu 435 przeliczano w taki sposdb, aby ilo$é biatka
w N435 odpowiadata ilosci biatka unieruchomionego na monolitach krzemionkowych. W reakcji
hydrolizy katalizatorem odniesienia byta lipaza unieruchomiona na nosniku MH-OA,

zas$ w przypadku estryfikacji — lipaza unieruchomiona na nosniku MH-O.

7.1.2. Aktywnosc i stabilnos¢ immobilizowanej lipazy

Aktywnos¢ otrzymanych biokatalizatoréw testowano zaréwno w srodowisku wodnym
(hydroliza octanu p-nitrofenylu), jak i organicznym (estryfikacja kwasu lewulinowego).
Procesy te prowadzono w reaktorze z wirujgcym ztozem (SpinChem?®), stosujgc obroty mieszadta
500 rpm. Hydrolize octanu p-nitrofenylu prowadzono w 50 mM buforze fosforanowym (pH 7,0).

Wyniki przedstawiono na Rys. 27. Jako katalizator odniesienia zastosowano Novozym 435.
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Rys. 27 Hydroliza octanu p-nitrofenylu wobec lipaz immobilizowanych na réznych nosnikach.
Aktywnosc¢ immobilizowanych lipaz w przeliczeniu na gram immobilizowanego katalizatora (A)
oraz aktywnos¢ immobilizowanych lipaz w przeliczeniu na ilos¢ zwigzanego biatka (B)
Warunki reakcji: p-NPA (0,825 mM) w buforze fosforanowym (50 mM, pH 7,0), objetos¢ catkowita —
100 ml, lipaza (0,14 g MH lub 0,05 g N435), 37°C, 500 rom

Najwyzsze stezenie produktu (p-nitrofenolu) w odniesieniu do ilosci biokatalizatora
uzyskano stosujgc Novozym 435 (N435) (9,32 mM/g biokatalizatora), troche nizsze stezenia
produktu otrzymano stosujac lipaze CalB immobilizowang na MH-O (4,18 mM/g biokatalizatora)
oraz MH-OA (4,16 mM/g biokatalizatora) (Rys. 27A). Najmniejszg za$ aktywnos$¢ wykazywat

katalizator immobilizowany na MH-A (1,43 mM/g biokatalizatora). Niemniej nalezy zaznaczyd¢,
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ze wysoka aktywnos¢ N435 wynika z duzej ilosci biatka osadzonego na polimerowym nosniku
(Tabela 7). Przeliczajgc wydajnos¢ p-nitrofenolu na ilos¢ zwigzanego z nosnikiem biatka
zdecydowanie lepszg aktywno$¢ hydrolityczng wykazuje lipaza osadzona na MH-O, zas§ MH-OA
wykazuje poréwnywalng aktywnos¢ do N435 (Rys. 27B).

Wysoka aktywnosc¢ lipazy osadzonej na nosnikach z grupami hydrofobowymi (MH-O,
MH-OA) moze wynika¢ z aktywacji miedzyfazowej enzymu. Hydrofobowa powierzchnia
(tzw. wieczko) otaczajgca miejsce aktywne enzymu, oddziatuje z grupami oktylowymi nosnika,
co prowadzi do otwarcia ,wieczka” i ufatwia zajscie reakcji [80,195]. Najnizsze stezenie
p-nitrofenolu otrzymano stosujac lipaze osadzong na nosniku MH-A, mimo iz oznaczona ilo$é
biatka, byta wieksza niz na MH-O (Tabela 7). W przypadku MH-A tak niska aktywnos$¢ lipazy CalB
moze wynikac z usztywnienia trzeciorzedowej struktury immobilizowanego biatka, co z kolei
utrudnia zmiany konformacyjne, niezbedne dla katalitycznej aktywnosci enzymu. Dodatkowo,
moze to by¢ wynikiem zwigzania lipazy w konformacji zamknietej, w ktérej mate ,wieczko”
utrudnia dostep substratéw do centrum aktywnego enzymu. Takie zjawiska byly wczesniej
obserwowane i opisane w literaturze [80,87,121].

Stabilnos¢ biokatalizatora i mozliwos¢ jego wykorzystania w wielu cyklach reakcyjnych
jest kluczowym aspektem majgcym istotny wptyw na koszt operacji przemystowych.
W ramach pracy stabilnos¢ otrzymanych biokatalizatoréw (MH-A, MH-O, MH-0A)
oraz komercyjnego N435 przetestowano w czterech kolejnych cyklach reakcyjnych

(hydroliza octanu p-nitrofenylu) (Rys. 28).
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Rys. 28 Stabilnos¢ biokatalizatoréw w reakcji hydrolizy octanu p-nitrofenylu

Warunki reakcji: p-NPA (0,825 mM)w buforze fosforanowym (50 mM, pH 7,0), objetosc catkowita:100 mi,
lipaza (0,14 g MH lub 0,05 g N435), 37°C, 500 rpm

Novozym 435, jak réwniez lipaza immobilizowana na MH-A i MH-OA, wykazujg bardzo dobrg
stabilnos¢ w kolejnych cyklach hydrolizy, podczas gdy dla lipazy zwigzanej adsorpcyjnie
znos$nikiem MH-O obserwowano obnizenie aktywnosci w kolejnych cyklach reakcyjnych.
Wynika to najprawdopodobniej z procesu wymywania enzymu z powierzchni nosnika
w Srodowisku wodnym. Nalezy wiec stwierdzié, ze katalizator immobilizowany adsorpcyjnie
na nosniku MH-O nie jest odpowiednim do prowadzenia reakcji w takim $rodowisku.
Desorpcje enzymu z nosnika zawierajgcego grupy oktylowe w reakcji hydrolizy zaobserwowali
rowniez inni badacze [120,122]. Nosniki modyfikowane grupami aminowymi (MH-A)
i aktywowane aldehydem glutarowym umozliwiajg silne kowalencyjne zwigzanie lipazy
na nosniku, co uniemozliwia desorpcje enzymu z nosnika. Natomiast przypadku lipazy osadzonej

na MH-OA, enzym zwigzany jest nie tylko za pomocg oddziatywan hydrofobowych,
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ale dodatkowo tworzone jest stabilne wigzanie kowalencyjne. Zatem w warunkach, w ktérych
desorpcja enzymdw staje sie znaczgcym problemem, ten bifunkcjonalizowany biokatalizator
moze miec duzy potencjat.

Otrzymane katalizatory przebadano réwniez w procesach prowadzonych w srodowisku
rozpuszczalnika organicznego. W tym celu jako reakcje modelowg wybrano estryfikacje kwasu
lewulinowego n-butanolem, stosujgc eter diizopropylowy jako rozpuszczalnik.
Estryfikacja kwasu lewulinowego cieszy sie w ostatnich latach ogromnym zainteresowaniem.
Surowcem jest kwas lewulinowy, ktéry produkowany jest z zasobdw odnawialnych
(odpady z przemystu zawierajgce cukry, biomasa lignocelulozowa). Otrzymywane estry —
lewuliniany, moga zastepowac produkty ropopochodne, dlatego tez znalazty zastosowanie
w sektorze biopaliw, czy w przemysle chemicznym do wytwarzania rozpuszczalnikdw,
plastyfikatoréw, zapachéw i farmaceutykéw [14,196,197]. Wyniki przeprowadzonych reakcji

przedstawiono na Rys. 29.
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Rys. 29 Estryfikacja kwasu lewulinowego n-butanolem wobec lipaz immobilizowanych na rdéznych
nosnikach. Aktywnosc¢ immobilizowanych lipaz w przeliczeniu na gram katalizatora (A) oraz aktywnos¢
immobilizowanych lipaz w przeliczeniu na ilos¢ zwigzanego biatka (B)

Warunki reakcji: kwas lewulinowy (355 mM), n-butanol (712 mM), eter diizopropylowy (90,03 ml),
objetosc catkowita - 100 ml, lipaza (1 g MH lub 0,26 g N435), 50°C, 500 rpom

Z przeprowadzonych badan, wynika, ze lipaza immobilizowana kowalencyjnie na nosnikach
modyfikowanych grupami aminowymi (MH-A) praktycznie nie wykazywata aktywnosci w reakcji
estryfikacji (Rys. 29A). Podobnie jak w reakcji hydrolizy, najlepszg aktywnos¢ w przeliczeniu
na gram biokatalizatora wykazat N435. Aktywnos¢ lipazy immobilizowanej na MH-O
byta wprawdzie nizsza, ale wcigz dwukrotnie wyzsza niz dla biokatalizatora immobilizowanego
na MH-OA. Nizsza aktywnos$¢ lipazy immobilizowanej na MH-OA, w poréwnaniu do MH-O
byta zaskakujgca, gdyz na nosnikach typu MH-OA zwigzato sie dwukrotnie wiecej biatka

(Tabela 7).  Aktywno$¢  badanych  katalizatoréw  zmniejszata  sie  odpowiednio
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MH-O>MH-OA>MH-A. Podobne obserwacje zostaty opisane w literaturze, gdzie lipazy
immobilizowane na monofunkcjonalizowanych, hydrofobizowanych nosnikach wykazywaty
wyzszg aktywnos¢ wreakcjach prowadzonych zaréwno w $rodowisku wodnym
jak i rozpuszczalnika organicznego, w pordownaniu do tych opartych o nosniki
bifunkcjonalizowane (Rozdziat 4.1.1.). Najprawdopodobniej, pomimo podobnej orientacji
przestrzennej lipazy na obu typach nos$nikow (MH-O, MH-OA), dodatkowe jej usztywnienie
poprzez kowalencyjne zwigzanie z grupg aminowg (MH-OA) ogranicza elastyczno$¢ enzymu
niezbedna do zachowania jego aktywnosci katalitycznej.

Nieco inny obraz otrzymuje sie po przeliczeniu aktywnosci lipaz na ilos¢ zwigzanego
biatka (tzw. aktywnos$¢ wtasciwa). Biorgc powyzsze pod uwage, najlepszym biokatalizatorem jest
lipaza osadzona na krzemionce funkcjonalizowanej grupami oktylowymi (MH-O, Rys. 29B).
Wida¢ zatem wyraznie, ze wysoka aktywnosé N435, czy to w reakcji hydrolizy czy estryfikaciji,
wynika z duzej ilosci biatka zwigzanego z polimerowa matryca.

W ramach prowadzonych badan okreslono réwniez stabilno$¢ otrzymanych katalizatoréw
w kolejnych cyklach procesowych. Testéw tych nie wykonano dla katalizatora opartego o nosnik
typu MH-A, gdyz nie wykazywat on aktywnosci w estryfikacji kwasu lewulinowego.
Wszystkie przebadane biokatalizatory cechowaty sie bardzo dobrg stabilnoscia w kolejnych
cyklach reakcyjnych (Rys. 30). W srodowisku organicznym powinowactwo enzymu do nosnika
jest wieksze niz powinowactwo enzymu do rozpuszczalnika organicznego, wiec nie obserwuje

sie jego wymywania z nosnika.
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Rys. 30 Stabilnos¢ biokatalizatorow w reakcji estryfikacji kwasu lewulinowego n-butanolem w srodowisku
eteru diizopropylowego.

Warunki reakcji: kwas lewulinowy (355 mM), n-butanol (712 mM), eter diizopropylowy (90,03 ml),
objetosc catkowita — 100 mi, lipaza (1 g MH lub 0,26g N435), 50°C, 500 rom
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7.1.3. Stabilnos¢ lipaz immobilizowanych na modyfikowanych krzemionkach
w réznych rozpuszczalnikach organicznych

W literaturze istnieje wiele doniesien na temat negatywnego wptywu niektdrych
rozpuszczalnikdw organicznych na aktywnos¢ biokatalizatoréw. Mogg one nie tylko powodowac¢
dezaktywacje enzymu, ale takze reagowaé/wpltywaé destrukcyjnie na sam nosnik,
a przez to posrednio na aktywnos¢ heterogenicznego biokatalizatora [198].
Zastosowanie nieorganicznych nos$nikow krzemionkowych, ktére z definicji sg odporne
na rozpuszczalniki organiczne, praktycznie eliminuje wptyw rozpuszczalnikdw na strukture
nosnika [3,14]. Jednakze wcigz nalezy sie liczy¢ z negatywnym wplywem rozpuszczalnika
organicznego na aktywnos¢ osadzonego na krzemionce enzymu. Wprawdzie, w przypadku
stosowania eteru diizopropylowego nie zaobserwowano negatywnego wptywu rozpuszczalnika
na badane biokatalizatory, jednak w celu wykazania szerszych mozliwosci ich zastosowania
przeprowadzono dodatkowe testy stabilnosci w innych rozpuszczalnikach organicznych.
Sprawdzono wptyw réznych rozpuszczalnikdw na stabilnos¢ i aktywno$é otrzymanych
biokatalizatoréw. Podobnym testom poddano rdéwniez handlowy Novozym 435.
Wybrano rozpuszczalniki, ktdére s3 czesto wykorzystywane w syntezie organicznej,
lub sg produktami reakcji (np. estryfikacji). Biokatalizatory inkubowano w rozpuszczalniku
przez 24 h, w temperaturze 37°C, a nastepnie zdekantowano rozpuszczalnik i biokatalizator
doktadnie wysuszono. Tak otrzymane preparaty zastosowano w modelowej reakcji hydrolizy
octanu p-nitrofenylu.

Na Rys. 31 przedstawiono zdjecia biokatalizatorow (lipaza osadzona na monolitach
krzemionkowych funkcjonalizowanych grupami oktylowymi (MH-0O), oktylowymi i aminowymi
jednoczesnie (MH-OA) oraz Novozym 435 (N435), po inkubacji w réznych rozpuszczalnikach
organicznych. Mozna zauwazyé, ze po doktadnym wysuszeniu nosniki krzemionkowe
nie wykazywaty istotnych zmian w wygladzie zewnetrznym, podczas gdy w przypadku N435
zauwazono widoczne zmiany (Rys. 31). Dodatkowe testy, porozymetria rteciowa

i niskotemperaturowa adsorpcja azotu potwierdzity te obserwacje.
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ROZPUSZCZA- ETER

LNIK - OCTAN ETYLU HEKSAN BUTANOL ACETON DIIZOPROPYLO ACETONITRYL TOLUEN CHLOROFORM
-WY
N435
MH-0
MH-0A

Rys. 31 Biokatalizatory po inkubacji w réznych rozpuszczalnikach organicznych — Novozym 435 (N435), lipaza osadzona na nosniku z grupami oktylowymi (MH-O)
lub oktylowymi i aminowymi (MH-0OA)
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Metodg porozymetrii rteciowej okreslono porowatos¢ w zakresie mezo- i makroporow (Rys. 32),
natomiast metodg niskotemperaturowej adsorpcji azotu (Rys. 33) okreslono objetosé
mezoporéw (V,) oraz powierzchnie wtasciwg (Sser) N435 po inkubacji w rdinych
rozpuszczalnikach. Dla wszystkich biokatalizatoréw oznaczono réwniez aktywnos¢ po inkubacji
w rozpuszczalniku, stosujac je w reakcji hydrolizy octanu p-nitrofenylu (Tabela 8; jako 1 przyjeto

aktywnos$¢ biokatalizatoréw nieinkubowanych wczesniej w rozpuszczalniku).
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Rys. 32 Rozkfad skumulowanej objetosci poréow w funkcji srednicy dla Novozymu 435 (N435)
inkubowanego w réznych rozpuszczalnikach organicznych, okreslony metodq porozymetrii rteciowej
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Rys. 33 Izotermy adsorpcji i desorpcji azotu w -196° dla N435 inkubowanego w rdznych rozpuszczalnikach
organicznych
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Tabela 8 Parametry struktury biokatalizatoréw inkubowanych w rozpuszczalnikach organicznych
oraz ich aktywnos¢ w reakcji hydrolizy octanu p-nitrofenylu

Warunki reakcji: p-NPA (0,825 mM) w buforze fosforanowym (50 mM, pH 7,0, 34 ml), lipaza (0,1 g
biokatalizatora), 37°C, 500 rom

Rozpuszczalnik N435 MH-O MH-0OA
e I B R
- 59 0,48 1,00 1,00 1,00
Aceton 3 0,07 0,84+0,06 0,87+0,03 0,97+0,00
Acetonitryl 1 0,07 0,72+0,04 0,95+0,03 0,83+0,11
Butanol 11 0,08 0,87+0,06 1,00+0,05 0,86+0,02
Chloroform - - 1,00+0,04 0,95+0,01 0,91+0,00
Eter diizopropylowy 53 0,53 0,97%0,18 1,00+0,08 0,92+0,10
Heksan 67 0,51 1,00+0,12 1,00+0,01 1,00+0,01
Octan etylu - - 0,22+0,01 1,00+0,05 0,66%0,01
Toluen - - 1,00+0,03 0,97+0,12 0,98+0,08

Jak mozna zauwazy¢ (Rys. 32, Rys. 33, Tabela 8), wiele rozpuszczalnikdw organicznych wptywa
negatywnie na strukture porow N435 i, co jest zaskakujgce, réznice wystepujg zaréwno w skali
makro jak i mezopordw (Rys. 32). Zaobserwowano, ze butanol i acetonitryl miaty znaczacy
i destrukcyjny wptyw na strukture mezoporéw, przy zachowaniu struktury makroporéow zywicy
bedacej nosnikiem w preparacie N435. Eter diizopropylowy natomiast wykazywat rGwnomierne
niewielkie dziatanie na strukture obu rodzajéw poréw w N435. Najwiekszy wptyw na strukture
nosnika w N435 miat octan etylu, w przypadku ktérego objetosé makroporéw wzrosta prawie
dwukrotnie i obserwowano tzw. ,puchniecie” zywicy Lewatit VP OC 1600 (poli/metakrylan
metylu sieciowany diwinylobenzenem).

Zmiany strukturalne polimerowego nosnika mogg by¢ zwigzane z jego rozpuszczaniem
i uwalnianiem do mieszaniny reakcyjnej réznych zwigzkéw chemicznych [98,101] (co omdwiono
szerzej w Rozdziale 4.1.1). Jednakze w ramach niniejszej pracy nie prowadzono badan
potwierdzajgcych te doniesienia.
Badania wykazaty, ze rozpuszczalniki takie jak: chloroform, eter diizopropylowy, toluen i heksan
nie wptynety znaczaco na aktywnos¢ badanych biokatalizatorow (Tabela 8). W przypadku
acetonu, butanolu i acetonitrylu, wzgledna aktywnosé N435 zmienita sie nieznacznie i wynosita
72-87% w stosunku do kontroli. Najwieksze zmiany obserwowano dla N435 inkubowanego

w octanie etylu, gdzie relatywna aktywnos¢ wynosita tylko 22%. Mozna zauwazyé, ze znaczny
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spadek aktywnosci dobrze koreluje ze zmianami w strukturze nosnika polimerowego (Tabela 8,
Rys. 32 i Rys.33). Nalezy podkresli¢, ze otrzymane w ramach niniejszej pracy biokatalizatory,
bazujace na sfunkcjonalizowanych nosnikach krzemionkowych (MH-O, MH-OA), nie wykazywaty
znaczgcej wrazliwosci na organiczne rozpuszczalniki, co w konsekwencji przektadato sie

na lepszg stabilnos$¢ otrzymanych biokatalizatoréw.

Wczesniejsze obserwacje opisane w literaturze oraz przeprowadzone badania
sg niewatpliwie dowodem na ingerencje rozpuszczalnikdéw organicznych w strukture
polimerowego nosnika oraz zanieczyszczenie mieszaniny reakcyjnej, co nalezy bra¢ pod uwage
podczas planowania procesu biotransformacji z zastosowanie N435, szczegdlnie w przypadku
produktéw stosowanych w przemysle spozywczym, farmaceutycznym czy kosmetycznym,

gdzie wymagana jest ich wysoka czystosé.
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7.2.Immobilizacja pirofosforylazy UDP-glukozy i jej zastosowanie

do produkcji trehalozy

Prezentowane w niniejszym rozdziale badania realizowano w ramach projektu ERA-NET IB,
ktorego gtébwnym zatozeniem byto opracowanie stabilnej kaskady enzymatycznej do ciggtej
produkcji cennych sacharydéw i ich pochodnych, w tym m. in. trehalozy. Do tego celu
zaproponowano wykorzystanie pirofosforylazy UDP-glukozy (GalU) oraz transferazy trehalozy
(TreT). Pirofosforylaze UDP-glukozy (GalU) zastosowano jako katalizator reakcji syntezy UDP-
glukozy z 5’-urydynotrifosforanu (UTP) i glukozo-1-fosforanu. Transferaza trehalozy z kolei
nalezy do glikozylotransferaz typu Leloir, katalizujacych stereo- i enancjoselektywnie
przeniesienie cukrowej pochodnej nukleotydu (5’-urydynodifosforanu glukozy - UDP-glukozy),
bedacej donorem reszty cukrowej, na monosacharyd (glukoze) [199]. W rezultacie powstaje

trehaloza oraz 5’-urydynodifosforan (UDP) (Rys. 34).

OH OH
NH o o.
o o | Pirofosforylaza
. Il Il UDP-glukozy oH o o Transferaza oH
0—P—0—P—0—P—0 o H ” f’e"a"’ly oH
| : : - ~ o

OH

D-glukozo-1-fosforan

Rys. 34 Synteza trehalozy katalizowana pirofosforylazqg UDP-glukozy i transferazq trehalozy

Pirofosforylaza UDP-glukozy zostata wyizolowana z aktynobakterii Thermocrispum
agreste DSM 44070 (TaGalU) i nieodpfatnie przekazana przez zespdét prof. Dirka Tishlera
w ramach wspétpracy w projekcie ERA-IB. TaGalU cechuje sie niezwykle wysokg aktywnoscia.
Sposrod  wszystkich pirofosforylaz UDP-glukozy, enzym ten zajmuje drugie miejsce
pod wzgledem aktywnosci specyficznej w syntezie UDP-glukozy z UTP i glukozo-1-fosforanu,
jednak jej stabilnos¢ w podwyzszonych temperaturach jest stosunkowo niska [130].
Mozliwosci aplikacyjne natywnych form enzymu sg utrudnione ze wzgledu na matg stabilnos¢
operacyjng i krotki okres trwatosci oraz brak mozliwosci wielokrotnego wykorzystania.
Aby unikngé tych ograniczen, w ramach niniejszej pracy TaGalU zaimmobilizowano
kowalencyjnie na nosnikach krzemionkowych. Docelowo, plan badan zaktadat wykorzystanie
tego enzymu w systemie ciggtym, a tym samym jego immobilizacje wewnatrz monolitu
krzemionkowego, bedacego rdzeniem mikroreaktora. Prace te poprzedzono doborem

warunkéw immobilizacji tego enzymu i prowadzenia procesu ciggtego. Wstepne eksperymenty
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doboru warunkéw immobilizacji prowadzono na proszkowych odpowiednikach monolitow
krzemionkowych — mezoporowatych piankach komérkowych (MCF). Ze wzgledu na tozsamy
charakter chemiczny materiatéw typu MCF i monolitéw krzemionkowych wytypowane
parametry unieruchamiania zostaty nastepnie zastosowane w badaniach immobilizacji TaGalU
na nosnikach monolitycznych. Ostatecznie, sprawdzono mozliwosci aplikacji otrzymanego
biokatalizatora w kaskadzie do ciggtej produkcji trehalozy. Dokfadng charakterystyke obu
rodzajow nosnika przedstawiono w Rozdziale 5.6.

Nalezy zaznaczy¢, ze niewiele jest doniesien literaturowych opisujacych immobilizacje
pirofosforylazy UDP-glukozy czy glikozylotransferaz typu Leloir (podrozdziat 4.2.1.3).
Ponadto, na podstawie przegladu literaturowego stwierdzono, Zze tematyka dotyczaca
immobilizacji, apotem  zastosowania  kaskady enzymatycznej skfadajgcej sie
z glikozylotransferazy typu Leloir (transferaza trehalozy) oraz pirofosforylaz UDP-glukozy
nie byta dotychczas opisana.

Nalezy réwniez nadmienié, ze natywna forma pirofosforylazy UDP-glukozy zostata
wyizolowana i scharakteryzowana przez Dr Antje Kumpf z Ruhr Universitdt Bochum, zas$ izolacjg
i charakterystykg transferazy trehalozy zajmowat sie Dr Luuk Mestrom z TU Delft,
a immobilizacjg i charakterystykg immobilizowanej formy transferazy trehalozy mgr inz. Marta
Przypis, doktorantka Wydziatu Chemicznego Politechniki Slaskiej, co zostato szczegétowo
opisane w ich pracach doktorskich. Co wiecej, badania nad zastosowaniem kaskady
enzymatycznej do produkcji trehalozy prowadzone byty wspdlnie z mgr inz. Martg Przypis,

a wyniki otrzymane w ramach tej wspétpracy przedstawiono w obu rozprawach doktorskich.

7.2.1. Dobdr warunkéw immobilizacji pirofosforylazy UDP-glukozy

Pierwszym etapem badan byt dobdér warunkéw immobilizacji TaGalU. Sposréd réznych
metod unieruchamiania enzyméw, najczesciej stosowang jest immobilizacja poprzez wigzanie
kowalencyjne, gdyz umozliwia silne zwigzanie enzymu z nos$nikiem, zapobiegajgc jego
wymywaniu, a tym samym zwiekszajgc stabilnos$¢ biokatalizatora [23,200]. Istotnym czynnikiem
wplywajgcym na efektywnos¢ immobilizacji jest charakter chemiczny zastosowanego nosnika
(rodzaj grup funkcyjnych na jego powierzchni). Enzym TaGalU unieruchomiono kowalencyjnie
na nosniku krzemionkowym w formie proszku (MCF), modyfikowanym grupami aminowymi
lub epoksydowymi. Nosniki funkcjonalizowane grupami aminowymi sg wykorzystywane
najczesciej, ale jak juz wspomniano w Rozdziale 2.2, wymagajg one aktywacji aldehydem
glutarowym (Rys. 35A). Z kolei grupy epoksydowe znajdujgce sie na nosniku, mogg reagowac
bezposrednio z grupami obecnymi w tancuchach bocznych aminokwaséw w enzymie

(aminowymi, tiolowym czy hydroksylowymi), tworzac silne wigzanie kowalencyjne,
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przy niewielkiej modyfikacji struktury biatka. Proces ten zachodzi w fagodnych warunkach
(Rys. 35B) [200-203]. Dzieki przedstawionym zaletom, nosniki funkcjonalizowane grupami

aminowymi i epoksydowymi sg najczesciej wykorzystywane do kowalencyjnej immobilizacji
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enzymow i zostaty one wybrane réwniez do badan w niniejszej pracy.

Rys. 35 O0gdlny schemat funkcjonalizacji nosnika krzemionkowego grupami aminowymi (A)
lub epoksydowymi (B) i kowalencyjnej immobilizacji pirofosforylazy UDP-glukozy. Strukture pirofosforylazy
UDP-glukozy otrzymano od A. Kumpf.

Istotnym czynnikiem wptywajgcym na efektywnosé immobilizacji jest dobér
odpowiedniego pH, ze wzgledu na jonizacje biatek oraz na reaktywnosé¢ (dostepnosc) grup
funkcyjnych nosnika [204,205]. Wptyw pH na immobilizacje TaGalU przetestowano w zakresie
5,3-7,8. W Tabeli 9 zebrano wyniki immobilizacji TaGalU na obydwu badanych nosnikach,

w zaleznosci od pH.
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Tabela 9 llos¢ zaimmobilizowanego biatka oraz wydajnos¢ immobilizacji TaGalU na MCF, w zaleznosci
od grupy funkcyjnej oraz pH immobilizacji

llo$¢ zaimmobilizowanego biatka

Nosnik pH immobilizacji [mg/ g nosnika] Wydajnos¢ immobilizacji

[%]
5,5 19,8 48
6,0 30,1 78
MCF-A
6,7 17,4 43,8
7,8 24,1 66
5,3 38,5 100
6,0 38,0 100
MCF-E
6,7 34,4 86,3
7,8 35,4 82,3

Znacznie wiecej biatka zostato unieruchomione na MCF funkcjonalizowanym grupami
epoksydowymi, w porédwnaniu do nosnika z grupami aminowymi (Tabela 9). W przypadku
nosnika typu MCF-E ilo$¢ zaimmobilizowanego biatka nieznacznie maleje wraz ze wzrostem pH
immobilizacji, natomiast dla nosnika typu MCF-A nie obserwuje sie wyraznej zaleznosci.
Najmniej biatka zwigzato sie z nosnikiem modyfikowanym grupami aminowymi
przy zastosowaniu pH 5,5 oraz 6,7 (odpowiednio 19,8 i 17,4 mg/g nos$nika).

Aktywnos¢ otrzymanych biokatalizatoréw badano w reakcji syntezy UDP-glukozy z UTP
i glukozo-1-fosforanu. Stwierdzono, ze ilosci zaimmobilizowanego biatka nie przekfadajg sie
na aktywnosci otrzymanych biokatalizatoréw. Zaobserwowano, ze TaGalU immobilizowana
na nosnikach modyfikowanych grupami aminowymi wykazuje znacznie lepszg aktywnos¢ anizeli
immobilizowana na nosnikach z grupami epoksydowymi (Rys. 36A). Obserwowany efekt
najprawdopodobniej wynika z usytuowania czgsteczki biatka wzgledem powierzchni nosnika.
Immobilizacja poprzez grupy aminowe wymaga aktywacji aldehydem glutarowym (GLA),
ktéry jednoczesnie jest linkerem. Jak juz wspomniano w Rozdziale 2.2, GLA ma tendencje
do tworzenia dimerycznych lub trimerycznych struktur, pozwalajgc na odsuniecie czgsteczki
biatka od powierzchni nosnika. Pozwala to na wiekszg mobilnos$¢ unieruchomionego enzymu,
co najprawdopodobniej  korzystnie  wptywa na  jego  aktywnos¢  katalityczna.
Podobne zachowanie obserwowali rowniez inni badacze [51,52,194,203].
Natomiast unieruchomienie enzymu na nosnikach modyfikowanych grupami epoksydowymi
prawdopodobnie powoduje deformacje lub nadmierng sztywnos¢ trzeciorzedowej struktury

biatka, co utrudnia strukturalng i konformacyjng elastyczno$é, niezbedng dla zachowania
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optymalnej aktywnosci enzymu. Rozwazajac wptyw pH immobilizacji na aktywnos¢ enzymu
wykazano, ze najlepsze wyniki otrzymano stosujgc pH 6,7 w procesie immobilizacji. Tendencja ta
zostata zachowana przy katalizatorach bazujgcych na krzemionkach funkcjonalizowanych

zaréwno grupami aminowymi jak i epoksydowymi (Rys. 36A).
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Rys. 36 Wptyw grup funkcyjnych na nosniku krzemionkowym (A- aminowe, E —epoksydowe) oraz pH
immobilizacji na aktywnos¢ wilasciwg TaGalU (A) i stabilnos¢ w trakcie przechowywania (B)
immobilizowanej TaGalU

Warunki prowadzenia reakcji: UTP (2 mM), G1P (2 mM), MgCl, (3 mM) w HEPES (50 mM, pH 7,0),
objetos¢ catkowita — 3 ml, TaGalU immobilizowana na MCF-A lub MCF-E (1,1 mg biokatalizatora), 30°C,
500 rom, 5 min. Najwyzszq otrzymang aktywnos$¢ (uzyskanq przy A 6,7) przedstawiono jako 100%.
Stabilnos¢ przechowywania przedstawiono jako stosunek aktywnosci enzymu po 1 miesigcu
przechowywania w 4°C do aktywnosci enzymu bezposrednio po immobilizacji. Aktywnos¢ poczqgtkowq
(przed inkubacjg) przedstawiono jako 100%. Srednie z odchyleniem standardowym wyliczono z trzech
powtdrzen.

Z praktycznego punktu widzenia, oprdcz aktywnosci katalitycznej, bardzo istotnym
czynnikiem jest rowniez stabilnos¢ biokatalizatora. W zwigzku z tym aktywnos¢ biokatalizatoréw
przetestowano po miesigcu ich przechowywania w HEPES o odpowiednim pH, w temperaturze
4°C. We wszystkich testowanych przypadkach biokatalizatory wykazywaty ok. 40% aktywnosci
poczatkowej (Rys. 36B). Bioragc pod uwage otrzymane wyniki zdecydowano, ze do dalszych
badan do immobilizacji TaGalU stosowane beda nos$niki z grupami aminowymi oraz 0,1 M bufor

fosforanowy, pH 6,7.
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7.2.2. Profil temperaturowy i pH immobilizowanej TaGalU
Otrzymany heterogeniczny biokatalizator poddano charakterystyce procesowe;.

Sprawdzono wptyw temperatury na aktywnos¢ immobilizowanej TaGalU w zakresie temperatur

15-80°C (Rys. 37).
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Rys. 37 Profil temperaturowy TaGalU natywnej* i immobilizowanej na MCF-A

Warunki prowadzenia reakcji: UTP (2 mM), G1P (2 mM), MgCl, (3 mM) w HEPES (50 mM, pH 7,0),
objetos¢ catkowita — 3 ml, TaGalU immobilizowana na MICF-A (0,93 ug biatka), zakres temperatur 15-80°C,
500 rpm; aktywnos¢ wyznaczong w optimum temperaturowym przyjeto jako 100%. Srednie z odchyleniem
standardowym wyliczono z trzech powtdrzen.

* wyniki dla enzymu natywnego wykonata A. Kumpf [130]

Otrzymany profil temperaturowy pozwala na stwierdzenie, ze optimum temperaturowe
dla immobilizowanej TaGalU miesci sie w zakresie 50-70°C (Rys. 37). Poréwnujgc te wyniki
z otrzymanymi przez dr Kumpf dla enzymu natywnego, mozna zauwazy¢ znacznie szerszy zakres
temperatur, w ktérym immobilizowany enzym wykazuje aktywnos¢ 80-100% [130]. Oznacza to,
ze unieruchomienie na nosniku krzemionkowym stabilizuje strukture enzymu, dzieki czemu
biokatalizator jest mniej wrazliwy na zmiany warunkow i wykazuje dobrg aktywnos$¢ w szerszym
zakresie temperatur. Podobne wyniki zostaty juz wczesniej zaobserwowane dla innych enzymow

[10,12,206].

72| Strona



Wyznaczono réwniez profil pH dla badanego enzymu, stosujac bufor HEPES w zakresie

6,8-8,2 oraz Tris-HCl w zakresie 7,5-9,0 (Rys. 38).
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Rys. 38 Profil pH TaGalU natywnej*(A) i immobilizowanej (B) na MCF-A

Warunki prowadzenia reakcji: UTP (2 mM), G1P (2 mM), MgCl, (3 mM) w buforze (50 mM),
objetosc¢ catkowita — 3 ml, TaGalU immobilizowana na MCF-A (0,93 ug biatka), 50°C, 500 rpm.
Aktywnosc¢ zmierzona w optimum pH (8,5 dla natywnej, 7,5 dla immobilizowanej) zostata wzieta
jako 100% aktywnosci. Srednie z odchyleniem standardowym wyliczono z trzech powtdrzen.

* wyniki dla enzymu natywnego wykonata A. Kumpf [130]

Analizujac profil pH mozna zauwazyé, ze TaGalU immobilizowana na nosniku krzemionkowym
wykazuje bardzo wysoka aktywnosé w znacznie szerszym zakresie pH (7,0-9,0), w porédwnaniu
do natywnej formy, dla ktérej optimum pH obserwuje sie przy 8,5 (Rys. 38). Jednym ze sposobdw
wyjasnienia tego zjawiska moze by¢ sugerowana w literaturze teza, ze mikrosrodowisko wokét
centrum aktywnego immobilizowanego enzymu i mieszaniny reakcyjnej ma czesto nierdwny
podziat stezen jondw H* i OH z powodu oddziatywan elektrostatycznych z nosnikiem,
a tym samym rdzni sie od mikrosrodowiska enzymu natywnego, co niejednokrotnie prowadzi
do przesuniecia optimum pH [200,207-209]. Chociaz immobilizowana TaGalU wykazywata
wysoka aktywnosc¢ praktycznie w catym testowanym zakresie pH, to ze wzgledu na niestabilnos¢

biatka podczas stosowania buforu Tris-HCI [130], w dalszych badaniach stosowano bufor HEPES

pH 7,0.
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7.2.3. Dtugoterminowa stabilnos¢ temperaturowa immobilizowanej TaGalU

Rozwazajgc mozliwosci aplikacyjne biokatalizatora, zbadano réwniez dtugoterminowa
stabilnos¢ termiczng immobilizowanej TaGalU. W tym celu unieruchomiony enzym inkubowano
w temperaturze 30, 45, 50 lub 55°C przez okreslony czas, po czym testowano jego aktywnosé

w reakcji modelowej, wedtug procedury opisanej w Rozdziale 5.10. Wyniki zebrano na Rys. 39.
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Rys. 39 Dfugoterminowa stabilnos¢ temperaturowa immobilizowanej TaGalU

Warunki prowadzenia reakcji: UTP (2 mM), G1P (2 mM), MgCl, (3 mM) w HEPES (50 mM , pH 7,0),
objetos¢ catkowita -3 mi, TaGalU immobilizowana na MCF-A (0,93 ug biatka), temperatura prowadzenia
reakcji: 50°C, 500 rpm. Inkubacja immobilizowanego enzymu w odpowiedniej temperaturze.
100% aktywnosci wzglednej odpowiada aktywnosci enzymu przed inkubacjg. Srednie z odchyleniem
standardowym wyliczono z trzech powtdrzen.

Pomimo, iz enzym ten, jak wynika z profilu temperaturowego, najlepszg aktywnosé osigga
w temperaturze 60°C (Rys. 37), to w tych warunkach jest catkowicie niestabilny. Co wiecej,
dwudziestoczterogodzinna inkubacja w temperaturze 55°C spowodowata utrate 90%
poczgtkowej aktywnosci (Rys. 39). Nieco lepszg stabilnos¢ enzym wykazywat w 50 i 45°C.
Po 24 h inkubacji w tych temperaturach aktywnos¢ TaGalU obnizyta sie odpowiednio 0 40 80%
(w stosunku do aktywnosci poczatkowej). Jedynie w temperaturze 30°C biokatalizator ten byt
stabilny przez ponad 90 h inkubacji, co z punktu widzenia stosowania w procesie ciggtym jest
bardzo wazne. Otrzymane wyniki majg istotny wptyw na wybdr temperatury prowadzenia
procesu kaskadowego, opisanego w dalszej czesci pracy. Ponadto dowiedziono, ze immobilizacja
TaGalU przyczynita sie do znacznej poprawy stabilnosci tego enzymu w pordéwnaniu do jego
natywnej formy [130].

Dotychczas zaprezentowane wyniki potwierdzajg korzystny wptyw kowalencyjnego
zwigzania TaGalU ze  zmodyfikowanym nosnikiem krzemionkowym (MCF),
szczegoblnie w aspekcie stabilnosci enzymu. Nalezy réwniez podkreslic, ze przy wyborze

warunkéw prowadzenia reakcji z uzyciem immobilizowanej TaGalU konieczne bedzie dobranie
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warunkéw, bedacych kompromisem miedzy najwyzszg aktywnoscia enzymu a jego

dtugoterminowg stabilnoscig temperaturowa.

7.2.4. Immobilizacja TaGalU wewnatrz mikroreaktora i jej zastosowanie
w systemie kaskadowym do syntezy trehalozy w ukfadzie ciggtym

Okreslone w poprzednich rozdziatach warunki immobilizacji i pracy immobilizowanej
TaGalU zastosowano w badaniach unieruchomienia tego enzymu na monolitach
krzemionkowych. W niniejszym podrozdziale przedstawiono mozliwos¢ zastosowania
immobilizowanej pirofosforylazy UDP-glukozy w potaczeniu z immobilizowang transferaza
trehalozy w procesie ciggtej syntezy trehalozy. W ramach niniejszej pracy zaproponowano
dwie koncepcje kowalencyjnej immobilizacji enzymdéw wchodzacych w sktad kaskady:
immobilizacje kazdego enzymu wewnatrz osobnych krzemionkowych mikroreaktorow (Rys. 40A)
oraz  wspotimmobilizacie (z  ang. co-immobilization)  obu enzymdéw  wewnatrz

jednego mikroreaktora (Rys. 40B).

A
UTP UDP-Glukoza
Glukoza-P TREHALOZA
Glukoza Glukoza
TaGalU TreT
B
uTp
Glukoza-P TREHALOZA
Glukoza

TaGalU + TreT

Rys. 40 Koncepcja kaskady enzymatycznej: Immobilizacja TaGalU i TreT na osobnych monolitach (A),
wspotimmobilizacja TaGalU i TreT (B)

Pierwszym etapem otrzymania ciggtej kaskady enzymatycznej byta immobilizacja
poszczegdlnych enzymdéw wewnatrz monolitu i okreslenie ich aktywnosci katalitycznej
i stabilnosci procesowej. TaGalU zaimmobilizowano wewnatrz monolitu krzemionkowego
w formie patki o dtugosci 1 cm i Srednicy 6 mm (Rys. 16C, Rozdziat 6). Ze wzgledu na wysoka
aktywnos$¢ tego enzymu, zastosowanie tak krotkiego monolitu jest wystarczajgce.
Nosnik na swej powierzchni zawierat grupy aminowe, ktéore aktywowano aldehydem
glutarowym, a immobilizacje prowadzono w pH 6,7, coustalono w podrozdziale 7.2.1.
We wnetrzu mikroreaktora unieruchomiono 6,3 mg biatka (wydajnos¢ immobilizacji 20,5%).

Tak przygotowany mikroreaktor testowano w reakcji syntezy UDP-glukozy z UTP i glukozo-1-
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fosforanu, stosujgc przeptywy reagentéw w zakresie 0,05-1,25 ml/min, co we wskazanej
geometrii monolitu generuje czas kontaktu enzym-substrat od 5 sekund do 2 min.
Zastosowanie przeptywu 0,05 ml/min (czas kontaktu 2 min) pozwala na otrzymanie ok. 0,65 mM
UDP-glukozy, co daje ok. 33% wydajnosci produktu. Jak sie spodziewano, wraz ze wzrostem

czasu kontaktu (zmniejszenie natezenia przeptywu) obserwowano wyzsze wydajnosci produktu

(Rys. 41).
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Rys. 41 Aktywnos¢ katalityczna TaGalU immobilizowanej wewngqtrz monolitu krzemionkowego, w reakcji
otrzymywania UDP-glukozy

Warunki prowadzenia reakcji: UTP (2 mM), G1P (2 mM), MgCl, (3 mM) w HEPES (50 mM, pH 7,0), TaGalU
immobilizowana na MH-A (6,3 mg biatka), 30°C, przeptyw 0,05-1,25 ml/min. Srednie z odchyleniem
standardowym wyliczono z trzech powtdrzen.

Z aplikacyjnego punktu widzenia, bardzo istotnym parametrem jest stabilnos¢ uktadu.
Analizujgc  otrzymane wyniki mozna stwierdzi¢, ze aktywno$¢ immobilizowanej

w mikroreaktorze TaGalU utrzymuje sie na statym poziomie przez 90 h ciggtej pracy

w temperaturze 30°C (Rys. 42).
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Rys. 42 Stabilnos¢ procesowa TaGalU immobilizowanej wewngtrz monolitu krzemionkowego w reakcji
otrzymywania UDP-glukozy

Warunki prowadzenia reakcji: UTP (2 mM), G1P (2 mM), MgCl, (3 mM) w HEPES (50 mM, pH 7,0), TaGalU
immobilizowana na MH-A (6,3 mg biatka), 30°C, przeptyw 0,05 mi/min

W niniejszych rozwazaniach nie przedstawitam podobnej charakterystyki dla transferazy
trehalozy wyizolowanej z Thermoproteus uzoniensis, gdyz jest byta ona wykonywana
przez mgr inz. Marte Przypis i jest czescig Jej rozprawy doktorskiej. Ze wzgledu na koniecznos¢
nawigzania do tych badan bede odnosi¢ sie do wspdlnej publikacji, w ktérej mamy réwny,
wiodacy udziat [182].

Kolejnym etapem badan byto zatem dobranie najbardziej korzystnych warunkéw prowadzenia
procesu kaskadowego. W tym celu pordwnano optymalne warunki okreslone
dla poszczegdélnych enzyméw — TaGalU i TreT. Okazato sie, ze enzymy te wykazujg catkowicie
rozne preferencje temperaturowe [182]. Jak pokazano w poprzednim rozdziale,
TaGalU wykazuje dobrg aktywnos¢ i stabilnosé procesowg w temperaturze nie wyzszej niz 30°C
(Rys. 39). W odrdznieniu do transferazy trehalozy, ktéra w tej temperaturze nie wykazuje
praktycznie zadnej aktywnosci. TreT jest bowiem enzymem wyizolowanym z organizmu
termofilnego (Thermoproteus uzoniensis) i jest najbardziej aktywna w temperaturze 55°C [182].
Z kolei w tej temperaturze (55°C) TaGalU ulega szybkiej dezaktywacji (Rys. 39).

W sSwietle powyzszych wynikéw, bezzasadnym wydawato sie stosowanie uktadu, w ktérym oba
enzymy bylyby immobilizowane we wnetrzu jednego mikroreaktora. Takie rozwigzanie
skutkowatoby niewielkg sumaryczng wydajnoscig procesu, przy zastosowaniu temperatury
ponizej 30°C lub bardzo krétka zywotnoscig mikroreaktora w przypadku zastosowania wyzszych
temperatur. W takiej sytuacji dobrym pomystem wydawato sie zastosowanie kaskady dwdch
mikroreaktoréow potgczonych jeden za drugim. We wnetrzu pierwszego z nich immobilizowana
byta TaGalU, a we wnetrzu drugiego -TreT. W takim uktadzie kazdy z mikroreaktoréw mogt

pracowa¢ w najlepszym dla danego enzymu rezimie temperaturowym, co pozwolito
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na uzyskanie dobrej catkowitej wydajnosci procesu. Dodatkowo, w razie potrzeby,
takie rozwigzanie pozwala na otrzymywanie/wydzielenie produktu posredniego (tj. UDP-
glukozy).

W przypadku prezentowanej kaskady enzymatycznej zastosowano wiec system dwdch
mikroreaktoréw, w ktérym kazdy enzym inkubowany byt w temperaturze optymalnej dla niego,
czyli temperaturze nie wiekszej niz 30°C dla TaGalU oraz 55°C dla TreT. Dodatkowo, z myslg
o przysztym zastosowaniu systemu w wiekszej skali oraz bioragc pod uwage wzgledy
ekonomiczne, postanowiono, ze TaGalU bedzie inkubowana w temperaturze pokojowej
(ok. 26°C), aby unikng¢ dodatkowych kosztéw zwigzanych z termostatowaniem tego
mikroreaktora. Stezenia substratow (10 mM UTP, G1P i Glu) oraz stezenie kofaktora
(20 mM MgCl,) dostosowano do preferencji transferazy trehalozy.

Zastosowanie kaskady faczacej oba mikroreaktory wymaga réwniez doboru
odpowiedniego natezenia przeptywu, z jakim mieszanina reakcyjna bedzie ttoczona przez
monolity. Poréwnujac mozliwosci aplikacyjne pojedynczych biokatalizatoréw: TaGalU w reakcji
syntezy UDP-glukozy z UTP i glukozo-1-fosforanu (Rys. 41) oraz TreT w reakcji syntezy trehalozy
z UDP-glukozy i glukozy [182], wybrano natezenie przeptywu 0,05 ml/min. Aby umozliwié
catkowitg konwersje UTP i glukozo-1-fosforanu do UDP-glukozy, ilo$¢ TaGalU w mikroreaktorze
zwiekszono do 41,1 mg. Zastosowane natezenie przeptywu pozwala na otrzymanie trehalozy
(wobec transferazy trehalozy) z wydajnoscig 84% (8,4 mM) [182].

Ostatecznie, oba mikroreaktory potaczono ze sobg tworzac uktad sekwencyjny pracujacy
przy przeptywie substratow réwnym 0,05 ml/min, uktad pokazany na Rys. 40A. Zastosowanie
przeptywu 0,05 ml/min (tj. 3 ml/h) w prezentowanej kaskadzie mikroreaktoréw potgczonych
jeden za drugim (i. immobilizowana TaGalU, ii. immobilizowana TreT), umozliwia otrzymanie
wydajnosci produktu korcowego — trehalozy na poziomie okoto 60-65% (6-6,5 mM),

przez ok. 100 h ciggtej pracy catego uktadu (Rys. 43).
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Rys. 43 Produkcja trehalozy w kaskadzie enzymatycznej immobilizowanej we wnetrzu mikroreaktoréw
Warunki prowadzenia reakcji: UTP (10 mM), G1P (10 mM), Glu (10 mM), MgCl, (20 mM) w HEPES (50 mM,
pH 7,0), TaGalU na MH-A (41,1 mg biatka) w temperaturze pokojowej, TreT na MH-A (9,8 mg biatka)
w 55°C, przeptyw 0,05 ml/min

Spadek wydajnosci trehalozy w procesie prowadzonym w kaskadzie (ok. 65%, Rys. 43),
w stosunku do wydajnosci prezentowanej w pojedynczym mikroreaktorze zawierajgcym TreT
(ok. 84%, [182]), moze wynikaé z czesciowego hamowania aktywnosci TreT przez fosforany,
powstajgce po pierwszym etapie reakcji. Fosforany sg bowiem produktem ubocznym reakcji
syntezy UDP-glukozy z UTP, katalizowanej przez TaGalU. Przez pierwsze 30 h procesu (Rys. 43)
stezenie otrzymywane] trehalozy utrzymywato sie na statym poziomie ok. 6,5 mM.
Zauwazono natomiast, ze konwersja glukozy, jednego z substratéw w procesie, jest wyzsza
niz wynikatoby to z iloSci powstajgcej trehalozy (stopniowe obnizanie stezenia glukozy, mimo,
ze stezenie trehalozy utrzymywato sie na statym poziomie, Rys. 43). Powyisze zjawisko
najprawdopodobniej wynikneto z faktu, ze we wnetrzu mikroreaktora zaczety namnazac sie
mikroorganizmy wykorzystujgce glukoze jako pozywke. Intensywne przemywanie buforem
skutkowato minimalng poprawg, dlatego tez zdecydowano sie na zastosowanie roztworu
antybiotykéw (firmy Calbiochem), zawierajgcego w swoim skfadzie penicyline, streptomycyne
i amfoterycyne B, o dziataniu antybakteryjnym i przeciwgrzybicznym. Dzieki zastosowaniu
tego preparatu przeciwdrobnoustrojowego, przez kolejne 30 h stezenie glukozy itrehalozy
utrzymywato sie na statym poziomie. W ok. 80 h procesu zauwazono jednak kolejny,
wiekszy spadek stezenia glukozy w badanej mieszaninie reakcyjnej. Tym razem wptyneto
to réwniez na zmniejszenie ilosci otrzymywanej trehalozy. Z tego wzgledu zdecydowano sie
na zastosowanie kolejnej dawki preparatu, co zndéw ustabilizowato prace mikroreaktora.
Otrzymane wyniki wyraznie wskazujg, ze takie dziatanie jest skuteczne, a immobilizowane

enzymy sg odporne na dziatanie koktajlu sktadajgcego sie z penicyliny, streptomycyny

79| Strona



i amfoterycyny B i zachowujg aktywnos¢ katalityczng (Rys. 43). Niestety, procedura ta nie
niweluje zrdodta problemu, jakim jest namnazanie sie w reaktorach mikroorganizméw.
Dodatkowo, powoduje dtuisze przerwy technologiczne, trwajgce minimum 1 dobe.
W tym aspekcie dziataniem prewencyjnym moze by¢ przechowywanie mikroreaktoréow
z zaimmobilizowanym enzymami w 0,05% roztworze azydku sodu [210,211], ktéry znany
jest jako doskonaty inhibitor wzrostu mikroorganizmoéw. Monolit z zaimmobilizowang TaGalU
przechowywano w 0,05% roztworze NaNs (temperatura 4°C) i sprawdzano aktywnos$¢ enzymu,
w reakcji standardowej, po 1 dniu, tygodniu, a takie po 1 miesigcu i 2 miesigcach.

Wyniki przedstawiono na Rys. 44.

100+

Wzgledna aktywnosé [%]
N N o) o
o o () o o

Czas inkubagciji

Rys. 44 Aktywnos¢ TaGalU immobilizowanej wewngqtrz mikroreaktora po inkubacji w 0,05% NaNs; w 4°C
Warunki prowadzenia reakcji: UTP (2 mM), G1P (2 mM), MgCl, (20 mM), NaN3 (0,05%) w HEPES (50 mM,
pH 7,0), TaGalU na MH-A (41,1 mg biatka), temperatura pokojowa, przeptyw 0,4 ml/min

Wyniki przedstawione na Rys. 44 pokazujg niewielki spadek aktywnosci biokatalizatora w czasie
przechowywania w roztworze NaNs. Nastepnym krokiem byto sprawdzenie stabilnosci
procesowej enzymu w obecnosci NaNs, co przedstawiono na Rys. 45.
Wykazano, ze biokatalizator ten jest stabilny przez co najmniej 100 h ciggtej pracy.

Co wiecej, biokatalizator z unieruchomiong TreT réwniez wykazuje Swietng stabilnosé

procesowg w obecnosci NaNs [182].
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Rys. 45 Stabilnos¢ procesowa TaGalU immobilizowanej we wnetrzu mikroreaktora, w obecnosci azydku
sodu

Warunki prowadzenia reakcji: UTP (2 mM), G1P (2 mM), MgCl, (20 mM), NaN3 (0,05%) w HEPES (50 mM,
pH 7,0), TaGalU na MH-A (12,47 mg biatka), temperatura pokojowa, przeptyw 0,05 mi/min

Stosowanie dodatku NaN; powoduje jednak konieczno$é jego usuwania po procesie
i oczyszczania produktu koncowego, a tym samym generuje dodatkowe problemy
technologiczne i koszty. Rozwigzaniem tego problemu moze byé stosowanie krétkotrwatych
przerw w procesie i przemywanie mikroreaktoréw roztworem NaNs celem ich dezynfekcji.
Wyniki tego eksperymentu pokazano na Rys. 46, wykazujac, ze jednogodzinne przerwy
technologiczne stosowane w rezimie raz na dobe sg wystarczajace, aby zapewnic stabilng prace

mikroreaktordw i eliminacje namnazania sie mikroorganizmoéw w ich wnetrzu.

10

Stezenie glukozy/trehalozy [mM]

Czas [h]

- -@ - trehaloza - -®- - glukoza
————— azydek sodu

Rys. 46 Wptyw przemywania azydkiem sodu na stabilne otrzymywanie trehalozy w kaskadzie
enzymatycznej, ztozonej z TaGalU i TreT, immobilizowanych w mikroreaktorach krzemionkowych
Warunki prowadzenia reakcji: UTP (10 mM), G1P (10 mM), Glu (10 mM), MgCl, (20 mM) w HEPES (50 mM,
pH 7,0), TaGalU na MH-A (37,6 mg biatka) w temperaturze pokojowej, TreT na MH-A (10,0 mg biatka)
w 55°C, przeptyw 0,05 ml/min
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7.3.Immobilizacja oksydazy D-aminokwasowej, katalazy oraz transketolazy

i ich zastosowanie do produkcji L-erytrulozy

Badania opisane w ponizszym rozdziale prowadzone byty we wspétpracy z zespotem prof.
Laurence Hecquet z Clermont Université we Francji oraz prof. Loredano Pollegioni z Univerista
degli Studi dell’Insubria z Wtoch. Przeprowadzone badania stanowig uzupetnienie i kontynuacje
badan prowadzonych przez zespdt Prof. L. Hecquet, dotyczgcych zastosowania natywnych form
enzymow do tzw. jednogarnkowej (z ang. ,,one pot”), dwuetapowej syntezy a-hydroksyketonow
(w tym L-erytrulozy, D-fruktozy czy L-sorbozy) [168]. Warto nadmienié, ze produkty,
ktére otrzymano z wysokimi wydajnosciami i selektywnosciami, rzadko wystepujg naturalnie,
astanowig bloki budulcowe do produkcji zwigzkéw o duzym znaczeniu biologicznym.
W badaniach wykorzystano enzymy: mezofilng oksydaze D-aminokwasowa wyizolowang
z Rhodotorula gracilis (DAAOgg), katalaze wyizolowang z watroby bydlecej (KAT)
oraz termostabilng transketolaze wyizolowana z Geobacillus stearothermophilus (TKgst).
DAAORgg zostata wyizolowana przez zespét prof. L. Pollegioni z Universita degli Studidell’Insubria
we Wioszech, natomiast TKgs: - przez zesp6t prof. L. Hecquet z Clermont Université we Francji.
Powyzsze enzymy otrzymano w ramach wspodtpracy naukowej, podczas gdy uzyta w badaniach
katalaza (KAT) jest enzymem dostepnym handlowo (Sigma Aldrich).

W ramach niniejszej pracy stosowano wyzej wymienione enzymy do produkcji
L-erytrulozy. DAAOgg katalizuje  utleniajgca  deaminacje  D-seryny do  kwasu
hydroksypirogronowego (HPA) w obecnosci tlenu. Otrzymany HPA jest nastepnie przeksztatcany
do L-erytrulozy wobec TKgs. Katalizowana przez DAAOgg synteza HPA z D-seryny wigze sie
z powstawaniem, oprdcz pozadanego produktu, rowniez produktéw ubocznych — amoniaku
oraz nadtlenku wodoru. Dowiedziono, ze nagromadzenie sie tworzgcego sie w reakcji nadtlenek
wodoru (H,0;) moze sprzyja¢ szybkiej dezaktywacji DAAOgg (poprzez utlenienie niektdrych
wrazliwych aminokwaséw, np. metioniny, cysteiny, itp.) lub niespecyficznie utleniaé¢ produkty
reakcji (dekarboksylacja HPA do kwasu glikolowego) [169,173,212]. Dlatego tez konieczne jest
wprowadzenie katalazy (KAT), ktéra jest niezbedna do dysmutacji powstatego nadtlenku

wodoru do wody i tlenu (Rys. 47).

o (¢} o

HO/\E)koH DAAOg, HO/%OH TKgst HO\)J\:/\OH
NH, / ; o OH
" HPA N
D-seryna 1/2 05+ Hy0 HpOp + NH " (\OH co, L-erytruloza

\/ ;
GOA

KAT

Rys. 47 Synteza L-erytrulozy katalizowanej przez DAAOgy i TKg: z réwnoczesng degradacjq H>0,
wobec katalazy (KAT)
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Ponadto, ze wzgledu na mozliwos$¢ inhibicji DAAOgg nagromadzonym HPA oraz niestabilnos¢
tego produktu posredniego w medium reakcyjnym [164-166,168], konieczne jest
natychmiastowe przetwarzanie HPA do produktu koricowego (L-erytrulozy), z wykorzystaniem
transketolazy (tzw. kaskada réwnoczesna, z ang. simultaneous cascade), co potwierdzajg
rowniez badania na enzymach natywnych [168].

Nalezy jednak pamietaé, ze z punktu widzenia potencjalnego zastosowania takiego
rozwigzania na skale przemystowg, czy nawet laboratoryjng, stosowanie natywnych form
enzymow jest nieoptacalne. W celu poprawy ich stabilnosci oraz mozliwosci wielokrotnego
wykorzystania, w ramach niniejszej pracy zaproponowano ich immobilizacje na nosnikach
krzemionkowych. Otrzymanie stabilnych, heterogenicznych biokatalizatoréw jest gtéwnym
celem tej czesci pracy. W tym celu wykorzystano powszechnie stosowang kowalencyjng metode
immobilizacji na ziarnach krzemionkowych (Rys. 168, Rozdziat 6), funkcjonalizowanych grupami
aminowymi (opis W podrozdziale 7.2.1). Enzymy immobilizowano oddzielnie
lub wspodtimmobilizowano na jednej porcji nosnika. W literaturze dostepne sg prace opisujace
immobilizacje poszczegdlnych enzyméw kaskady, jednakze nigdy nie immobilizowano
ich wszystkich razem na jednym typie nosnika (co oméwiono szerzej w Rozdziale 4.2.2.1).

Badania rozpoczeto od ustalenia korzystnych warunkdéw pracy kaskady enzymatycznej
ztozonej z powyzej wymienionych enzymoéw. Zastosowanie enzymdéw w uktadzie kaskadowym
wymaga przeprowadzenia wielu badan wstepnych, tj. okreslenia profilu temperaturowego
czy dtugoterminowej stabilnosci temperaturowej. Dla zastosowan przemystowych szczegélne
znaczenie ma nie tylko dobra aktywnos¢ unieruchomionych enzymow, ale réwniez ich dobra
stabilnos¢. Szczegdlng uwage zwrdécono na stabilno$¢ otrzymanych heterogenicznych
katalizatorow w kilku kolejnych cyklach reakcyjnych.

Badania prowadzono w procesie okresowym, z zastosowaniem reaktora ze stacjonarnym

ztozem (ang. stationary bed reactor, SBR, Rys. 48).

Rys. 48 Reaktor ze ztozem stacjonarnym (SBR)
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To nowoczesne rozwigzanie zostato opracowane w 2021 roku przez nasz zespét
pod kierownictwem prof. Szymanskiej i przedstawione w zgtoszeniu patentowym
(P.435044 [213]). Jego gtdwng zaletg jest perforowany czterokomorowy, stacjonarny kosz,
ktory umieszcza sie we wnetrzu reaktora wokdt watu mieszadta (Rys. 48). Kosz ten ochrania
znajdujace sie w nim ziarna (bio)katalizatora przed uszkodzeniem mechanicznym, wywotanym
pracg mieszadta. Jednakze, w odrdznieniu do obrotowego kosza w reaktorach typu RBR

(np. w SpinChem®), kosz nie porusza sie wraz z mieszadtem.

7.3.1. Profil temperaturowy immobilizowanych: DAAORgg i TKgst

Przed przystgpieniem do badan z wykorzystaniem wszystkich enzymow,
scharakteryzowano kazdy z osobna. Badania rozpoczeto od okreslenia profilu
temperaturowego. W tym celu oksydaze D-aminokwasowg (DAAOg) oraz transketolaze (TKgst)
zaimmobilizowano na osobnych nosnikach krzemionkowych. Unieruchomiono 3,3 mg DAAOg./g
nosnika (wydajnos¢ immobilizacji 80%) oraz 8,3 mg TKg«/g nosnika (wydajnos¢ immobilizacji
40%) Zbadano aktywnos$¢ immobilizowanych biokatalizatoréw w zakresie temperatur 26-60°C

lub 26-80°C odpowiednio dla DAAORg, i TKgst (Rys. 49).
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Rys. 49 Profil temperaturowy DAAOkgg i TKys: immobilizowanych na MH-A

Warunki prowadzenia reakcji (DAAOgg): D-ser (50 mM) w Tris-HCl (0,5 M, pH=7,5), objetos¢ catkowita -
3 ml, 0, DAAOR, (0,1 mg biatka), katalaza natywna (0,1 mg), 26-60°C, 500 rpm. Srednie z odchyleniem
standardowym wyliczono z trzech powtdrzen. Jako 100% przyjeto aktywnos¢ zmierzong w optimum
temperaturowym (40°C)

(TKgst): HPA (50 mM), GOA (50 mM), ThDP (0,1 mM), MgCl, (1 mM), objetos¢ catkowita 3 ml, TKys: (0,15 mg
biatka), pH 7,0, 30-80°C, 500 rpm. Srednie z odchyleniem standardowym wyliczono z trzech powtdrzen;
jako 100% przyjeto aktywnosc zmierzong w optimum temperaturowym (50°C).

Na Rys. 49 mozna zauwazy¢, ze DAAOgg; wykazuje dobrg aktywnos¢ w temperaturach 26-50°C,
gdzie maksimum obserwuje sie w temperaturze 40°C. Natomiast w przypadku termostabilnej

transketolazy, wyizolowanej z Geobacillus stearothermophilus, najwyzszg aktywnos¢ obserwuje
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sie w temperaturze 50°C, a optimum temperaturowe dla tego enzymu miesci sie w granicach
45-60°C (Rys. 49).

Katalaza (KAT) wyizolowana z watroby bydlecej stosowana w tych badaniach jest
enzymem komercyjnym (Sigma Aldrich). Wedtug danych zawartych w literaturze, optimum
temperaturowe natywnej katalazy ustalono na 20-40°C [214-216]. Ponadto katalaza byta juz
wielokrotnie immobilizowana, co opisano w literaturze. We wszystkich testowanych
przypadkach obserwowano szeroki zakres optimum temperaturowego (10-60°C) oraz dobrg
stabilnos¢ temperaturowg [215-218]. W zwigzku z tym w ramach niniejszej pracy nie badano
ani profilu temperaturowego, ani stabilnosci katalazy unieruchomionej na nosniku

krzemionkowym, zakfadajac jej dobrg aktywnos¢ i stabilnos¢ w testowanych warunkach.

7.3.2. Dtugoterminowa stabilnos¢ temperaturowa DAAORg i TKgst

W oparciu o wyznaczony profil temperaturowy (Rys. 49) zbadano réwniez
dtugoterminowa stabilnos¢ termiczng enzymoéw. Stabilnosé¢ immobilizowanego DAAOgg
sprawdzono w temperaturach 26, 30 i 40°C i stwierdzono, ze wykazuje on bardzo dobrg
stabilno$¢ zaréwno w 26 jak i 30°C (Rys. 50A). W 40°C obserwuje sie nieznaczny spadek
aktywnosci enzymu w czasie. Stabilnosé¢ immobilizowanej TKg: przetestowano w temperaturach
26, 30, 40 oraz 50°C (Rys. 50B). W najwyzszej stosowanej temperaturze obserwowano
drastyczny spadek aktywnosci enzymu, po 24 h inkubacji zachowuje jedynie ok. 40% aktywnosci
poczgtkowej. W pozostatych temperaturach enzym ten byt stabilny przez ponad 70 h inkubaciji.
Co wiecej, zarédwno w przypadku immobilizowanej DAAOgg jak i TKg: obserwuje sie wzrost
aktywnosci po 24 h inkubacji (Rys. 50,Rys. 51). Moze to wynika¢ ze zmian struktury enzymoéw

wywotanych immobilizacja.
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Rys. 50 Dfugoterminowa stabilnos¢ temperaturowa DAAOgg (A) i TKgst (B) immobilizowanych na MH-A
Warunki prowadzenia reakcji (DAAOgg): D-ser (50 mM) w Tris-HCI (0,5 M, pH=7,5), objetos¢ catkowita —
3 ml, O;, DAAOg, (0,1 mg biatka), katalaza natywna (0,1 mg), 26 °C, 500 rom. 100% aktywnosci wzglednej
odpowiada aktywnosci enzymu przed inkubacjq. Srednie z odchyleniem standardowym wyliczono z trzech
powtdrzen.

(TKgst): HPA (50 mM), GOA (50 mM), ThDP (0,1 mM), MgCl; (1 mM), objetos¢ catkowita — 3 ml, TKgs:
(0,15 mg biatka), pH 7,0, 50°C, 500 rpm. 100% aktywnosci wzglednej odpowiada aktywnosci enzymu
przed inkubacjq. Srednie z odchyleniem standardowym wyliczono z trzech powtdrzer.
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Poréwnano réwniez stabilno$¢ temperaturowg natywnych i immobilizowanych enzyméw

(Rys. 51).
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Rys. 51 Dtugoterminowa stabilnos¢ temperaturowa DAAOgy natywnej i immobilizowanej na MH-A w 26°C
(A), 30°C (B) i 40°C (C)

Warunki prowadzenia reakcji: D-ser (50 mM) w Tris-HCl (0,5 M, pH=7,5), objetos¢ catkowita -3 ml, O,,
DAAOgq (0,1 mg biatka), katalaza natywna (0,1 mg), 26°C, 500 rpm. Inkubacja enzymu w odpowiedniej
temperaturze. 100% aktywnosci wzglednej odpowiada aktywnosci enzymu przed inkubacjq.
Srednie z odchyleniem standardowym wyliczono z trzech powtdrzen.

Jak wida¢, immobilizacja spowodowata znaczne polepszenie stabilnosci DAAOgg w poréwnaniu
do natywnej formy enzymu (Rys. 51). Réwniez w przypadku TKgs: obserwuje sie poprawe

stabilnosci spowodowanej immobilizacjg enzymu (Rys. 52).
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Rys. 52 Dtugoterminowa stabilnos¢ temperaturowa TKgs: natywnej i immobilizowanej na MH-A w 26°C (A),
30°C (B) i 40°C (C)

Warunki prowadzenia reakcji: HPA (50 mM), GOA (50 mM), ThDP (0,1 mM), MgCl, (1 mM),
objetosc catkowita — 3 ml, TKqst (0,15 mg biatka), pH 7,0, 50°C, 500 rom. Inkubacja enzymu w odpowiedniej
temperaturze. 100% aktywnosci wzglednej odpowiada aktywnosci enzymu przed inkubacjq.
Srednie z odchyleniem standardowym wyliczono z trzech powtdrzer

7.3.3. Immobilizacja enzymow do kaskady wieloenzymatycznej
i ich zastosowanie do produkcji L-erytrulozy

Gtébwnym celem postawionym w tej czesci pracy byto opracowanie efektywnej,
immobilizowane] kaskady do syntezy L-erytrulozy z D-seryny. Zastosowanie trzech enzyméw
w kaskadzie wymagato dobrania takich warunkow procesowych, ktére bedy odpowiednie
dla kazdego z nich. Ze wzgledu na obnizanie sie aktywnosci immobilizowanej DAAOg; W czasie,
w temperaturze 40°C (Rys. 50A), jako maksymalng temperature prowadzenia procesu wybrano
30°C i te temperature stosowano do dalszych eksperymentéw.

Zaproponowano trzy warianty immobilizacji enzymoéw (Rys. 53): kazdy enzym
immobilizowano na osobnej porcji nosnika [DAAO][KAT][TK] (Rys. 53A), DAAOg, i katalaza
immobilizowana na jednej porcji nosnika, a TKg: oddzielnie [DAAO+KAT][TK] (Rys. 53B)
oraz wszystkie enzymy unieruchomiono na jednej porcji nosnika (wspoétimmobilizacja wszystkich

enzymow) [DAAO+KAT+TK] (Rys. 53C).
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Rys. 53 Trzy warianty immobilizacji DAAOgrs KAT i TKy: na monolicie krzemionkowym (MH):
[DAAO][KAT][TK] (A), [DAAO+KAT][TK] (B), [DAAO+KAT+TK] (C). Schemat wykonano z wykorzystaniem
pakietu UCSF Chimera: PDB ID: 1COI (DAAO), 1TGU (KAT) 3HYL (TK).

Warunki immobilizacji (w tym ilo$¢ enzymu czy nosnika oraz czasy inkubacji) poszczegdlnych
wariantow kaskad odpowiednio modyfikowano (co opisano dokfadnie w czesci
eksperymentalnej w podrozdziale 7.3), aby ilo$¢ poszczegdlnych enzymoéw biorgcych udziat

w syntezie L-erytrulozy byfa poréwnywalna (Tabela 10).
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Tabela 10 llosci zaimmobilizowanego biatka w réznych typach immobilizowanych kaskad

Typ kaskady DAAOkg; [mg] KAT [mg] TKgst [mg]
[DAAO][KAT][TK] 2,17 4,34 7,39
[DAAO+KAT] [TK] 1,71 3,80 7,40
[DAAO+KAT+TK] 1,45 3,38 6,41

Otrzymane immobilizowane enzymy wchodzace w sktad kaskady zastosowano w reakgji

otrzymywania L-erytrulozy (Rys. 54).
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Rys. 54 Synteza L-erytrulozy katalizowana przez enzymy w réznych typach kaskad

Warunki reakcji: D-ser (50 mM), GOA (50 mM), ThDP (0,1 mM), MgCl, (1 mM), objetosc catkowita — 20 mi,
doktadne ilosci enzymow podano w Tabeli 10, pH=7,0, 30°C, 400 rpm, Oz (10 mi/min), 16 h, pH regulowano
0,1 M Hcl

Przeprowadzone badania wykazaty, ze najmniejszg wydajnosé L-erytrulozy uzyskano stosujac
osobno immobilizowane enzymy ([DAAO][KAT][TK], Rys. 54), pomimo iz w tej wersji kaskady
ilos¢ poszczegdlnych enzyméw byta najwieksza, w poréwnaniu do pozostatych wariantéw
(Tabela 10). W tym przypadku wytworzony przez DAAOg, nadtlenek wodoru i HPA
transportowane sg pomiedzy porcjami nosnika, na ktérych unieruchomiono DAAOgg a tymi,
na ktérych zaimmobilizowano odpowiednio katalaze lub transketolaze. Uzyskane wyniki
sugerujg, ze gtownym czynnikiem powodujgcym spadek wydajnosci L-erytrulozy
byt destrukcyjny wptyw H,0, na aktywnosé i stabilno$¢ DAAOg,. Co wiecej, w tym przypadku
juzpo 2 h prowadzenia reakcji zaobserwowano tworzenie sie produktu ubocznego
(kwasu glikolowego — produktu dekarboksylacji HPA). Powstawanie produktu ubocznego byto
zwigzane z dtuzszym czasem kontaktu HPA z H,0,. Zaskoczeniem byto uzyskanie podobnych,
wyzszych wydajnosci L-erytrulozy przy zastosowaniu dwoéch pozostatych kombinacji.

Zastosowanie ukfadu, gdzie wszystkie enzymy zaimmobilizowane byty na jednej porcji nosnika
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([IDAAO+KAT+TK]) oraz uktadu, gdzie DAAOg, i katalaza zaimmobilizowane byty na tym samym
nosniku ([DAO+KAT][TK]) umozliwito natychmiastowy rozktad H,0, do H,O i O..
Zaobserwowany efekt nazywany jest ,kanatowaniem substratu” (ang. substrate channeling)
[123,219] i wynika z bliskiej odlegtos¢ pomiedzy enzymami unieruchomionymi na tej samej
porcji nosnika. Produkty pierwszego etapu (HPA i/lub H.O, wytworzone wobec DAAOg)
sg przenoszone bezposrednio do nastepnego enzymu kaskady (katalazy i/lub TKgst),
znajdujacego sie w bliskim sgsiedztwie. Mate odlegtosci pomiedzy enzymami w tych
przypadkach prowadzg do zwiekszonej wydajnosci L-erytrulozy, w poréwnaniu do pierwszego
wariantu kaskady, w ktoérej kazdy enzym immobilizowano na osobnych porcjach nosnika.
Jednoczesnie zaobserwowano, ze transport drugiego z produktéw posrednich (HPA) nie miat
juztak znaczacego wptywu na catkowita wydajnos$¢ L-erytrulozy. Stosujac wariant,
w ktdrym wszystkie enzymy unieruchomiono na jednej porcji nosnika, gdzie transport HPA
odbywat sie jedynie wewnatrz jednej porcji, otrzymano praktycznie takie same wyniki,
jak dla wariantu, w ktérym DAAOgg i katalaza immobilizowane byly na jednej porcji nosnika,
a TKgst na drugiej (transport HPA odbywat sie pomiedzy tymi porcjami). Mozna to ttumaczy¢
réznicami w szybkosci reakcji katalizowanej przez TKgst, w poréwnaniu do DAAOgg oraz dobrym
transportem masy pomiedzy porcjami nosnika. Transport ten wynika z wyjatkowe] struktury
uzytego nosnika. Nieco nizsza wydajnosc¢ L-erytrulozy dla uktadu [DAAO+KAT+TK]) moze wynikac

takze z nieznacznie mniejszej ilosci biatka uzytego w reakcji (Tabela 10).

7.3.4. Stabilnos¢ immobilizowanych enzymdéw w wieloenzymatycznej kaskadzie
(DAAORg, KAT i TKgst)

Z punku widzenia rozwigzan procesowych niezwykle wainym parametrem jest
mozliwos¢ wielokrotnego wykorzystania katalizatoréw. Z tego wzgledu dla dwéch najlepszych
kombinacji katalizatoréw ([DAAO+KAT][TK] oraz [DAAO+KAT+TK]) wykonano testy stabilnosci
w kolejnych cyklach reakcyjnych. Jednakze najpierw, aby ograniczy¢ czynniki, ktére mogtyby
wpltyng¢ na  uzyskane  wyniki, oddzielnie  okreslono  stabilno$¢  procesowa
wspotimmobilizowanych DAAOgg i KAT ([DAAO+KAT]) (Rys. 55A) oraz immobilizowanej
transketolazy [TK] (Rys. 55B). Przeprowadzone badania wykazaty bardzo dobrg stabilnos¢ obu

testowanych biokatalizatoréw w pieciu kolejnych cyklach reakcyjnych (Rys. 55).
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Rys. 55 Stabilnos¢ wspdtimmobilizowanych DAAOgg i KAT (A) oraz immobilizowanej TKgs: (B) w 30°C,
w kolejnych cyklach procesowych

Warunki prowadzenia reakcji: (A): D-ser (50 mM), ThDP (0,1 mM), MgCl, (1 mM), objetos¢ catkowita —
20 ml, DAAOggy i KAT wspdtimmobilizowane na MH-A (odpowiednio 2 mg i 4 mg biatka), 30°C, 400 rpm,
0; (10 ml/min). Kazdy cykl trwat 6 h. 100% wydajnosci odpowiada wydajnosci otrzymanej w 1 cyklu.

(B): HPA (50 mM), GOA (50 mM), ThDP (0,1 mM), MgCl, (1 mM), objetos¢ catkowita — 20 ml, TKgs
immobilizowana na MH-A (6 mg biatka), 30°C, 400 rom. Kazdy cykl trwat 6 h. pH regulowano 0,1 M HCl.
100% wydajnosci odpowiada wydajnosci otrzymanej w pierwszym cyklu.

Kolejnym etapem prac bylo okreslenie stabilnosci kaskad: [DAAO+KAT+TK]
oraz [DAAO+KAT][TK] w nastepujacych po sobie cyklach procesowych (Rys. 56 i Rys. 57).

100+

80+

60

40
0- T
1 2 3

Cykl

Wzgledna wydajnosé L-ery [%]

Rys. 56 Stabilnos¢ wspotimmobilizowanych na MH-A [DAAO+KAT+TK] w kolejnych cyklach procesowych
w temperaturze 30°C

Warunki reakcji: D-ser (50 mM), GOA (50 mM), ThDP (0,1 mM), MgCl, (1 mM), objetosc¢ catkowita — 20 mi,
DAAOgg (2 mg biatka), TKgst (6 mg biatka ), KAT (4 mg biatka), pH=7,0, 30°C, 400 rpm, O, (10 mi/min),
pH regulowano 0,1 M HCI. Kazdy cykl trwat 6 h. 100% wydajnosci odpowiada wydajnosci otrzymanej
w pierwszym cyklu.
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Rys. 57 Stabilnos¢ immobilizowanej kaskady typu [DAAO+KAT][TK] w kolejnych cyklach procesowych
w temperaturze 30°C; UWAGA: po catkowitej utracie aktywnosci (4 cykl) dodano sSwiezq porcje
wspotimmobilizowanych [DAAO+KAT]

Warunki reakcji: D-ser (50 mM), GOA (50mM), ThDP (0,1 mM), MgCl, (1 mM), objetos¢ catkowita — 20 mi,
DAAOR, (2 mg biatka), TKgst (6 mg biatka), KAT (4 mg biatka), pH=7,0, 30°C, 400 rpm, O, (10 mi/min),
pH regulowano 0,1 M HCI. Kazdy cykl trwat 6 h. Po 4 cyklu dodano swiezq porcje DAAOgq (2 mg biatka)
i KAT (4 mg biatka). 100% wydajnosci odpowiada wydajnosci otrzymanej w pierwszym cyklu.

Przeprowadzone badania wykazaty utrate aktywnosci enzymdéw po dwéch cyklach
procesowych, dla uktadu, gdzie wszystkie enzymy zaimmobilizowane byly na jednej porgji
nosnika ([DAAO+KAT+TK]). Podobng zalezno$¢ uzyskano dla uktadu [DAAO+KAT][TK], z tym,
ze wykazywat on aktywnos¢ przez trzy cykle reakcyjne. Otrzymane wyniki sg zaskakujace,
gdyz poszczegdlne biokatalizatory badane oddzielnie cechowaty sie bardzo dobrg stabilnoscia
(Rys. 55). Podczas testowania stabilnosci, w kolejnych cyklach nie obserwowano produktu
posredniego (HPA). Moze to wskazywac na dezaktywacje lub inhibicje DAAOgg, przy czym
dezaktywacja ta nie wynikata ztoksycznego dziatania H,0, (gdyz ten byt usuwany
przez katalaze). Najprawdopodobniej DAAO byta inhibowana przez GOA (substrat drugiego
etapu kaskady, Rys. 47). Przypuszczenia te potwierdzajg wyniki przedstawione wczesniej
na Rys. 55A, wskazujgce na bardzo dobrg stabilnos¢ DAAO w uktadzie, w ktérym brak jest GOA.
Dzieki zastosowaniu niezaleznie unieruchomionych DAAOgg i TKgst W wariancie [DAAO+KAT][TK],
mozliwe bylo zastgpienie [DAAO i KAT] po utracie aktywnosci (po 4 cyklu) nowym,
Swiezo zaimmobilizowanym biokatalizatorem, bez koniecznosci usuwania wcigz stabilnej TKgs.
Taki zabieg pozwolit na ponowng prace kaskady i otrzymanie wysokiej wydajnosci L-erytrulozy

(Rys. 57).
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Podsumowanie i wnioski

Celem niniejszej pracy byto wykorzystanie modyfikowanych monolitéw krzemionkowych,
jako no$nikdw réinych enzyméw oraz ocena ich uzytecznos$ci w wybranych procesach
biotransformacji.

W ramach przeprowadzonych badan zsyntetyzowano monolity krzemionkowe
o hierarchicznej strukturze poréw. Miaty one forme walcéw o srednicy 4-6 mm i dtugosci 4 cm
oraz ziaren (o Srednicy zastepczej 2-4 mm), o ksztatcie stozka lub walca. Pomimo réznic
w ksztatcie i wielkosci, otrzymane nosniki charakteryzowaty sie jednakowymi parametrami
struktury, wynikajacymi z metody ich syntezy. Duza powierzchnia wtasciwa oraz struktura poréw
stworzyta odpowiednie warunki doimmobilizacji enzymdéw, nie ograniczajgc transportu
reagentow zardwno wewnatrz monolitu jak i pomiedzy ziarnami. Dodatkowo, modyfikacja
monolitdw krzemionkowych odpowiednimi grupami funkcyjnymi, pozwolita na uzyskanie
specyficznego charakteru chemicznego ich powierzchni. Réznorodnosé ksztattéw i rozmiaréw
otrzymanych nosnikdéw, przy zachowaniu struktury wewnetrznej, pozwolita na ich wykorzystanie
zaréwno w procesach okresowych (reaktor z wirujgcym lub stacjonarnym ztozem; monolity
w formie ziaren), jak i w procesach ciggtych (mikroreaktory; monolity o ksztatcie walcéw
o srednicy 4-6 mm). Na otrzymanych funkcjonalizowanych nosnikach osadzano wybrane

enzymy, po czym okreslano aktywnosc i stabilno$¢ uzyskanych biokatalizatorow.

Pierwszym rozpatrywanym enzymem byta lipaza B z Candida antarctica (CalB), osadzona
na krzemionce modyfikowanej grupami aminowymi, oktylowymi lub obydwoma grupami
rownoczesnie. Wprowadzenie grup oktylowych miato na celu zwiekszenie hydrofobowosci
powierzchni nosnika, a grup aminowych miato umozliwi¢ kowalencyjne zwigzanie enzymu.
Stosowano dwie metody immobilizacji: adsorpcje na monolitach krzemionkowych z grupami
oktylowymi oraz wigzanie kowalencyjne na nosnikach z grupami aminowymi. Wykorzystanie
nosnikdw z dwoma réznymi grupami, miato umozliwi¢ réwnoczesnie trwate kowalencyjne
zwigzanie enzymu, przy zachowaniu jego otwartej formy. Otrzymane biokatalizatory testowano
w dwdch typach reakcji: hydrolizy w $rodowisku wodnym i estryfikacji w Srodowisku
organicznym.

Analiza wynikow przeprowadzonych badan pozwala na sformutowanie kilku wnioskow:
e Wprowadzenie grup oktylowych na powierzchnie monolitu krzemionkowego
spowodowato zwiekszenie hydrofobowosci jego powierzchni (potwierdzonej

poprzez adsorpcje hydrofobowego barwnika - rézu bengalskiego).
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e Rodzaj grup funkcyjnych wprowadzonych na powierzchnie nosnika (oktylowe,
aminowe) koreluje z iloscig zaadsorbowanego barwnika, a to z kolei z iloscig
unieruchomionego biatka.

e llos¢ unieruchomionego biatka nie koreluje bezposrednio z aktywnoscig
otrzymanych biokatalizatoréw. Zaréwno w procesie hydrolizy jak i estryfikacji,
najwiekszg aktywno$é wykazywat biokatalizator na nosniku MH-O, pomimo ze
zawierat najmniejszg ilo$¢ biatka.

e Obecnos¢ grup hydrofobowych na powierzchni krzemionki (MH-O, MH-OA)
gwarantuje wysoka aktywnos$¢ immobilizowanej lipazy, wynikajacg z aktywacji
miedzyfazowej enzymu.

e Immobilizacja lipazy CalB na MH-OA pozwolita na uzyskanie wysokiej aktywnosci
i stabilnosci katalizatora, ze wzgledu na istnienie dwdch réinych oddziatywan
nosnik-enzym (hydrofobowego, pozwalajgcego na aktywacje miedzyfazowa enzymu
oraz wigzania kowalencyjnego zapobiegajgcego wymywaniu sie enzymu).
Biokatalizator wykazywat najlepszg aktywnos¢ i bardzo dobrg stabilnosé
w procesach prowadzonych w rozpuszczalniku organicznym.

e  Wybdr metody immobilizacji lipazy CalB powinien by¢ uzalezniony od warunkéw
procesu, w ktorym biokatalizator bedzie stosowany.

e Biokatalizatory oparte o nieorganiczne nosniki krzemionkowe (MH-O i MH-0A)
wykazaty znacznie lepsza stabilnos¢ w wiekszosci testowanych rozpuszczalnikéw
organicznych, w poréwnaniu do komercyjnie dostepnego preparatu Novozym 435.
Zaobserwowano  degradacje  polimerowej matrycy  Novozymu 435

w rozpuszczalnikach organicznych, szczegdlnie w octanie etylu.

Kolejnym badanym enzymem byta pirofosforylaza UDP-glukozy wyizolowana
z Thermocrispum agreste (TaGalU), ktérg unieruchomiono na nosnikach krzemionkowych
modyfikowanych grupami aminowymi lub epoksydowymi. Obecnos¢ obu grup umozliwia
kowalencyjne zwigzanie enzymu, jednakze grupy aminowe wymagajg dodatkowej aktywacji
aldehydem glutarowym. W przypadku tego enzymu dobrano warunki immobilizacji (m.in. pH
immobilizacji), w zaleznosci od rodzaju grup funkcyjnych nosnika. Jako kryterium oceny przyjeto
aktywnos¢ i stabilnos¢ otrzymanych katalizatoréw. Okreslono réwniez najbardziej korzystne
warunki pracy unieruchomionego enzymu. Warunkite zastosowano do immobilizacji
pirofosforylazy UDP-glukozy we wnetrzu krzemionkowego mikroreaktora, umozliwiajgcego

prowadzenie procesu w sposéb cigglty. Koncowym etapem prac byto opracowanie,
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wraz z mgr inz. Martg Przypis, warunkéw prowadzenia ciggtego, wieloenzymatycznego procesu
syntezy trehalozy, z wykorzystaniem transferazy trehalozy (TreT).
Analiza wynikow tej czesci badan pozwala na sformutowanie nastepujacych wnioskéw:

e Najlepszg aktywnos¢ uzyskano w przypadku immobilizacji pirofosforylazy
UDP-glukozy na krzemionce funkcjonalizowanej grupami aminowymi w pH 6,7.

e Aktywacja grup aminowych obecnych na nosniku aldehydem glutarowym,
przyczynita sie do zwiekszenia elastycznosci unieruchomionego enzymu,
co pozytywnie wptyneto na aktywnos$é otrzymanego biokatalizatora.

e Otrzymane biokatalizatory byly aktywne, w szerszym zakresie temperatur i pH
oraz stabilne termicznie przez znacznie dtuiszy czas, w poréwnaniu z enzymem
w formie natywnej.

e Mimo, ze najwieksze ilosci biatka osadzono na nosnikach funkcjonalizowanych
grupami epoksydowymi (wydajnos$¢ immobilizacji 80-100 %), nie przektadato sie
to na aktywnos¢ otrzymanych biokatalizatoréw.

e TaGalU immobilizowana wewnatrz mikroreaktora wykazywata wysokg stabilnos¢
procesowg (staty poziom wydajnosci UDP-glukozy przez ok. 90 h ciggtej pracy).

e Ze wzgledu na rdine preferencje temperaturowe, najlepszy wariantem
immobilizacji enzymoéw wchodzacych w sktad kaskady do ciggtej produkcji trehalozy
(TaGalU i TreT), jest unieruchomienie kazdego z enzymu na osobnych monolitach.

e Zastosowanie kaskady enzymatycznej (TaGalU i TreT) do produkcji trehalozy
w systemie ciggtym, umozliwia otrzymanie wydajnosci trehalozy na poziomie 60-
65%, przez prawie 100 h ciggtej pracy.

e W celu unikniecia zakazenia uktadu mikroorganizmami, najlepiej jest okresowo
przemywac mikroreaktory enzymatyczne 0,05% roztworem NaN;. Zabieg ten
nie wptywa negatywnie na aktywnosc i stabilnosé biokatalizatorow (biokatalizatory
sg stabilne przez co najmniej 100 h ciggtej pracy). Zastosowanie do tego celu
preparatu o dziataniu anybakteryjnym/przeciwgrzybiczym, réwniez nie wptywa

na stabilnos$¢ katalizatora, jednak wymaga kilkukrotnego dodatku.

Ostatnia czes¢ badan dotyczyta immobilizacji enzymdéw: oksydazy D-aminokwasowej
wyizolowanej z Rhodotorula gracilis (DAAOgg), handlowo dostepnej katalazy wyizolowanej
z watroby bydlecej oraz transketolazy wyizolowanej z Geobacillus stearothermophilus (TKgst)
na monolitach krzemionkowych, funkcjonalizowanych grupami aminowymi.
Enzymy te ,wspdtpracuja ze soba” w kaskadzie, w procesie syntezy L-erytrulozy.

W ramach prowadzonych badan okreslono stabilnos¢ termiczng immobilizowanych enzymow,
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a nastepnie zaproponowano trzy warianty ich immobilizacji/wspotimmobilizacji: kazdy enzym

immobilizowany na osobnej porcji nosnika [DAAO][KAT][TK]; DAAOg; i katalaza

wspoétimmobilizowane na jednej porcji nosnika, a TKg: oddzielnie; [DAAO+KAT][TK]

oraz wszystkie enzymy wspdétimmobilizowane na jednej porcji nosnika [DAAO+KAT+TK].
Otrzymane wyniki umozliwiajg wyciggniecie nastepujgcych wnioskéw:

e Kowalencyjna immobilizacja DAAOgr; i TKg: na monolitach krzemionkowych
przyczynita sie do znacznej poprawy stabilnosci termicznej tych enzymow
(w poréwnaniu do natywnej formy).

e Wspdtimmobilizacja DAAOgg i katalazy oraz immobilizacja TKg: na monolitach
krzemionkowych z grupami aminowymi umozliwita wielokrotne wykorzystanie
biokatalizatoréw (w co najmniej 5 cyklach).

e Wykazano, ze najwieksze wydajnosci L-erytrulozy uzyskano stosujgc ukfady
kaskadowe typu: [DAAO+KAT][TK] oraz [DAAO+KAT+TK].

e Wspdtimmobilizacja DAAOgg z katalazg zapewnia krotszy czas kontaktu DAAOgg
z nadtlenkiem wodoru (produkt uboczny), ktéry jest natychmiast rozktadany
wobec katalazy, co w konsekwencji eliminuje destrukcyjny wptyw H,0;
na aktywnos¢ DAAOgg i pozwala na otrzymanie najlepszych wydajnosci L-erytrulozy.

e Unieruchomienie transketolazy na osobnej porcji nosnika nie wptywa negatywnie
na uzyskang wydajnosc¢ L-erytrulozy.

e Wykazano, ze najlepszy uktad kaskady ([DAAO+KAT][TK]) wykazywat stabilnosé
w trzech  kolejnych  cyklach reakcyjnych, po czym tracit aktywnosé.
Niemniej wprowadzenie nowej porcji [DAAO+KAT] przywracato pierwotng
aktywnos¢ kaskady.

e Brak stabilnosci kaskady enzymatycznej do produkcji L-erytrulozy w kolejnych
cyklach reakcyjnych jest wynikiem dezaktywacji DAAOgg aldehydem glikolowym,

bedgcym (obok HPA) drugim substratem do syntezy L-erytrulozy wobec TKgs:.
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