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Gtéwnym celem rozprawy doktorskiej byto wykorzystanie modyfikowanych monolitéw
krzemionkowych, o hierarchicznej strukturze poréw, jako nosnikow réznych 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
nastepujacych  immobilizowanych  biokatalizatoréw:  kowalencyjnie  i/lub  adsorpcyjnie
unieruchomionej lipazy CalB z Candida antarctica, kowalencyjnie unieruchomionej pirosforylazy
UDP-glukozy  wyizolowanej z Thermocrispum agreste (TaGalU) oraz kowalencyjnie
immobilizowanych/wspétimmobilizowanych enzymoéw wchodzacych w sktad kaskady enzymatycznej-
oksydazy D-aminokwasowe] wyizolowanej z Rhodotorula gracilis (DAAOgg), handlowo dostepnej
katalazy oraz transketolazy wyizolowanej z Geobacillus stearothermophilus — (TKgst).
Aktywnosc i stabilnosé tak otrzymanych biokatalizatoréw okreslono nastepnie w wybranych reakcjach:
hydrolizy octanu p-nitrofenylu oraz estryfikacji kwasu lewulinowego (w przypadku lipazy CalB),
syntezy UDP-glukozy (TaGalU) i otrzymywania trehalozy (TaGalU jako element sktadowy kaskady),
a takze w syntezie L-erytrulozy (kaskada enzymatyczna: DAAOgg, katalaza, TKgst).

W pracy wykazano, ze wybdr metody immobilizacji lipazy powinien byé uzalezniony
od warunkéw procesu, w jakich enzym bedzie stosowany. Zastosowanie obu metod immobilizacji
(kowalencyjnej i adsorpcyjnej) umozliwito uzyskanie biokatalizatorow o wysokiej aktywnosci.
Zas stabilnos¢ uzalezniona byta od typu proceséw, w ktdérych biokatalizatory byty stosowane.
Lipaza immobilizowana kowalencyjnie wykazywata stabilnos¢ zaréwno w procesie hydrolizy
jak i estryfikacji, a osadzona adsorpcyjnie byta stabilna tylko w procesie estryfikacji. Wykazano réwniez,
ze kowalencyjna immobilizacja pirofosforylazy UDP-glukozy przyczynita sie do poszerzenia optimum
pH i temperatury oraz poprawy stabilnosci termicznej enzymu (w poréwnaniu do natywnej formy
enzymu). Ponadto enzym ten, unieruchomiony wewnatrz mikroreaktora wykazywat wysoka stabilnos¢
procesowq, dzieki czemu modgt by¢é uzyty jako element kaskady enzymatycznej. W pracy
zademonstrowano to na przyktadzie kaskady z transferaza 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 wydajnosc
L-etrytrulozy otrzymano w przypadku wspétimmobilizacji DAAOggi katalazy oraz osobnej immobilizacji
TKgst

Reasumujac, wykazano, ze monolity krzemionkowe mogg byé wykorzystywane jako efektywne
nosniki katalizatoréw (enzymdw), zaréwno w procesach okresowych jak i procesach ciggtych.

Warto rowniez podkresli¢, ze przeprowadzone badania, w szczegdlnos$ci obejmujgce procesy
kaskadowe, mogg by¢ punktem wyjscia do zastosowan prezentowanych uktadéw enzymatycznych

w produkcji innych cennych zwigzkdéw.



