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Metody stabilizagji biokatalizatordw
w syntezie organicznej

Methods of biocatalysts immobilization in organic synthesis

Rozwdj skutecznych metod stabilizacji enzymdw jest kluczowy dla ewolucji i przemysto-
wego wdrazania procesow biokatalitycznych. Ciekawe podejscie taczy proces stabilizacji
biatek w cieczach jonowych z immobilizacja fazy aktywnej na statym nosniku. W efekcie
otrzymuje sie stabilne, aktywne i heterogeniczne biokatalizatory. Procesy heterogeniczne
w produkcji niosq ze soba wiele korzysci, jak np. fatwe oddzielenie biokatalizatora od
mieszaniny reakcyjnej oraz mozliwosc¢ recyklingu. W zwiazku z tym przeprowadzono
przeglad zwigzany z wykorzystaniem materiatow typu supported ionic liquid phases jako
skutecznych nosnikéw w stabilizacji enzyméw i ich zastosowaniu zaréwno w procesach
biokatalitycznych w systemie z przeplywem ciagtym, jak i okresowym.
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Wstep

Wspotczesny przemyst chemiczny zmaga sie z wieloma proble-
mami, ktore dotyczg przede wszystkim aspektow srodowiskowych
oraz ekonomicznych. Rozwdj gospodarczy na swiecie w strone
zrownowazonych technologii chemicznych zmusza do opracowa-
nia metod minimalizujgcych wptyw procesdw produkcyjnych na
srodowisko naturalne. Waznym aspektem podczas produkgji che-
mikaliéw jest ograniczenie wytwarzania odpaddw oraz zminimalizo-
wanie wykorzystania substancji okreslanych jako niebezpieczne [1].
Zgodnie z Agendg 2030 na rzecz Zréwnowazonego Rozwoju, prze-
myst chemiczny powinien skupi¢ sie nad wdrozeniem surowcow
odnawialnych, zminimalizowaniem wykorzystania ucigzliwych che-
mikaliow i zagospodarowaniem odpaddw koricowych. Dziatania te
maja na celu dgzenie do wprowadzenia technologii wywierajgcych
minimalny wptyw na srodowisko naturalne i prowadzenie gospodarki
w obiegu zamknietym [2].

Nowoczesnym i ekologicznym podejsciem do zrealizowania
wspomnianych celéw jest zastgpienie klasycznych, czesto niebez-
piecznych i drogich katalizatoréw. Wiele firm przemystu chemiczne-
go pracuje nad wyeliminowaniem niebezpiecznych dla srodowiska
katalizatorow zastepujac je alternatywnymi katalizatorami np. en-
zymami [3]. Doskonatym przyktadem opisanego zjawiska jest firma
Merc, ktéra poczgtkowo do produkgji sitagliptyny uzywata katalizato-
ra na bazie rodu, a nastepnie opracowata katalizator enzymatyczny.
Pierwotnie proces produkgji sitagliptyny polegat na uwodornieniu
enamin, pod wysokim cinieniem za pomocg chiralnego katalizatora
na bazie rodu. Stosowanie metalicznego katalizatora powodowato
zanieczyszczenie produktu, co wymagato dodatkowych operaciji
jednostkowych w celu jego oczyszczenia. Zastgpienie toksycznego
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katalizatora, unieruchomiong transaminazag z dodatkiem dimetylo-
sulfotlenku (DMSQ) pozwolito na przeksztatcenie 200 g/l ketonu
prositagliptyny w produkt koricowy z wysokga enecjoselektywnoscig
wynoszacg ponad 99,5% [4]. Enzymy to biatka majgce zdolnosé
do przyspieszania reakcji biochemicznych, znajdujac przy tym za-
stosowanie jako alternatywne biokatalizatory w wielu procesach
chemicznych. Biokataliza zachodzi poprzez zwigzanie sie substratu
z miejscem aktywnym enzymu, ktdre poprzez swoj ksztatt i tadunek
pozwala na ogot zwigzaé sie z jednym rodzajem substratu, co wska-
zuje na ich wysoka specyficznosé dziatania. Dodatkowo enzymy
wykazujg sie wysoka enancjoselektywnoscia, sg biodegradowalne
i nieszkodliwe dla srodowiska [5]. Jedyng wada stosowania katali-
zatoréw enzymatycznych w przemysle chemicznym jest ich niska
stabilnos¢ i wrazliwos¢ na zmiany temperatury oraz pH. Problem
dotyczy takze trudnosci z zawracaniem aktywnego biatka do kolej-
nych cykli reakcyjnych, poniewaz czesto dochodzi do jego dezak-
tywacji (m.in. podczas destylacji) lub wigze sie to z koniecznoscia
stosowania kosztownych metod opierajgcych sie na ultrafiltracji [6].
Ogromny potencjat katalityczny enzyméw sktonit naukowcoéw do
wielu badan majacych na celu poprawienie ich stabilnosci w zmien-
nych warunkach $rodowiska reakgcji. Najpopularniejszym sposobem
poprawienia ich stabilnosci jest immobilizacja, ktora niesie korzysci
dla procesow katalizowanych enzymatycznie w wielu aspektach [6].

Immobilizacja enzymow

Immobilizacja enzymu to proces, polegajgcy na potaczeniu enzy-
mu wraz z nosnikiem, tworzac uktad enzym — nosnik, majacy na celu
integracje selektywnosci i stabilnosci enzymu wraz z wiasciwosciami
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fizycznymi i chemicznyminosnika. Wiele badan dotyczacych immo-
bilizacji enzymodw doprowadzito do wyksztatcenia sie pewnych regut,
ktdre nalezy zachowac podczas unieruchamiania enzymow. W celu
zapobiegania utraceniu aktywnosci enzymu podczas immobilizagcji,
nalezy pamietac, aby grupy funkcyjne wchodzace w skfad centrum
aktywnego biatka nie byty zaangazowane w proces immobilizacji
[371.

Techniki immobilizacji enzymoéw mozna podzieli¢ na: immobi-
lizacje chemiczna (sieciowanie, wigzanie kowalencyjne) oraz im-
mobilizacje fizyczng (adsorpcja, putapkowanie) co przedstawiono
graficznie na Rys.1 [3]. Metoda osadzania biatka poprzez immobi-
lizacje fizyczng opiera sie na réznych oddziatywaniach fizycznych
generowanych pomiedzy nosnikiem a enzymem, takich jak: oddzia-
tywania jonowe, wigzania wodorowe oraz sity Wan der Waalsa, na-
tomiast immobilizacja chemiczna polega na wytworzeniu silnych
wigzan kowalencyjnych pomiedzy enzymem a nos$nikiem [6]. Zwig-
zanie enzymu z matryca poprzez wigzanie kowalencyjne zachodzi
z udziatem faficuchéw bocznych aminokwasaéw, takich jak: arginina,
histydyna i kwas asparaginowy [8]. Zastosowanie w procesie immo-
bilizowanych enzymow niesie za sobg wiele zalet w stosunku do
stosowania ich w formie natywnej. Unieruchomione enzymy wyka-
zUja czesto wiekszag stabilno$¢ w procesie, sg bardziej odporne na
wyzsze temperatury oraz zmiany pH, umozliwiaja tatwe oddzielenie
biokatalizatora z mieszaniny poreakcyjnej poprzez filtracje oraz jego
ponowne wykorzystanie w kolejnym cyklu reakcyjnym [3]. Dodatkowo
immobilizowane enzymy mozna zastosowac w produkcji w systemie
cigglym [3].

Metody immobilizacji enzymow
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Rys.1. Graficzne przedstawienie metod immobilizacji enzyméw

Nosniki stosowane pod immobilizacje enzymdw dzieli sie na
matryce organiczne i nieorganiczne. Wsréd nosnikdw organicznych
znajdujg swoje zastosowanie polimery syntetyczne takie jak poli-
(metakrylan metylu), poli(styren), poli(akrylany), poli(akryloamid) lub
biopolimery takie jak chitozan Natomiast wsrdd nosnikdw nieorga-
nicznych popularne sg takie materiaty jak: krzemionka, zel krzemion-
kowy, tlenek cyrkonu i apatyt [12]. Idealny nosnik pod immobilizacje
enzymow powinien charakteryzowac sie obojetnosciag w stosunku do
reagentow, mozliwoscig regeneracji, duzg wytrzymatoscig mecha-
niczng i termiczng, powinowactwem do unieruchamianego biatka
lub mozliwoscig funkcjonalizacji powierzchni [8].

Jednym z najbardziej powszechnie stosowanym rodzajem en-
zymow w przemysle chemicznym sg lipazy. Lipazy sg zdolne do
katalizowania, takich reakcji jak: estryfikacja, transestryfikacja, hydro-
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liza i utlenianie [13]. Lipazy charakteryzuje specyficzny mechanizm
aktywacji w srodowisku hydrofobowym. Lipazy moga przybierac¢
dwie formy o réznej aktywnosci, pierwsza z nich to forma zamknieta,
w ktérej miejsce aktywne jest odizolowane za pomocg ruchomego
fancucha polipeptydowego zwanego lid, zas druga to forma otwarta
w ktdrej miejsce aktywne jest narazone na dziatanie srodowiska
reakcyjnego. Gdy faricuch polipeptydowy przemieszcza sie, miejsce
aktywne zostaje odstoniete, co skutkuje jego silng adsorpcjg na do-
wolnym hydrofobowym podtozu [9, 13,14]. Z tego wzgledu istotnym
aspektem podczas doboru odpowiedniej matrycy pod immobilizacje
lipaz jest jego hydrofobowy charakter. Nosniki zawierajgce, grupy
hydrofilowe np. grupy hydroksylowe na powierzchni krzemionki,
moga by¢ funkcjonalizowane grupami hydrofobowymi, zmieniajac
ich charakter [13].

Ciecze jonowe w stabilizacji enzymow

Ciecze jonowe to zwigzki sktadajgce sie z kationu organicznego
i anionu organicznego lub nieorganicznego-Ciecze jonowe znajdujg
szerokie zastosowanie w przemysle chemicznym, ze wzgledu na
mozliwos¢ zaprojektowania ich struktury poprzez dobér odpowied-
niego kationu i anionu, co pozwala na tworzenie zwigzkdéw o po-
zadanych wiasciwosciach. Do charakterystycznych cech cieczy
jonowych mozna zaliczy¢: brak lotnosci, dobrg stabilnosé termiczng,
mozliwosé regulowania hydrofobowosci, kwasowosci oraz lepkosci.
Cechy te sprawiajg, ze ciecze jonowe stanowig doskonaty zamiennik
dla wielu toksycznych rozpuszczalnikdw organicznych oraz niebez-
piecznych katalizatoréw, a w wielu procesach chemicznych petnig
role zaréwno katalizatora jak i rozpuszczalnika [10,15,16,18].

Ciecze jonowe wykorzystywane sg rowniez w stabilizacji lipaz.
Zastosowanie cieczy jonowych znaczgco poprawia aktywnosé biatka
poprzez utrzymanie jego aktywnej konformaciji i stabilizacje tréjwy-
miarowej struktury. W tym celu najczesciej stosowane sg ciecze
jonowe zawierajgce kationy alkiloamoniowe i dialkiloimidazoliowe
oraz aniony dialkilofosforanowy lub N-fenylo-bis(trifluorometanosul-
fonimid) [18]. Podczas projektowania cieczy jonowych nalezy zwrdcic¢
uwage na czynniki wptywajgce na aktywnos¢ i stabilnos¢ enzymaow.
Najistotniejszymi wtasciwosciami cieczy jonowych pod katem sta-
bilnosci lipaz sg hydrofobowos¢, dtugosé tancucha alkilowego w ka-
tionie, nukleofilowo$¢ anionu oraz lepkosé [19-22]. Lipazy wykazujg
wiekszg aktywnosc¢ w rozpuszczalnikach bardziej hydrofobowych ze
wzgledu na to, ze nie majg one powinowactwa do wody niezbednej
do utrzymania aktywnej konformacji biatka [23-26]. W miare spadku
nukleofilowosci anionéw stabilnosé lipaz wzrasta, co zwigzane jest to
z oddziatywaniem bardziej nukleofilowych anionéw z tadunkami do-
datnimi znajdujacymi sie w strukturze enzymu, i moze doprowadzi¢
do zmiany aktywnej konformacji biatka oraz jego dezaktywacji [23].
Waznym czynnikiem wptywajacym na stabilizacje enzymow jest
zdolnos¢ do tworzenia wigzan wodorowych. Wedtug doniesien lite-
raturowych aniony cieczy jonowych, ktére sg akceptorami wigzan
wodorowych czesto doprowadzajg do denaturacji lipaz [27,28].

Techniki supported ionic liquid phase (SILP)
i supported ionic liquid-like phase (SILLP)

Nowoczesnym i stale rozwijajacym sie podejsciem stabilizacji
enzymow jest potgczenie zalet immobilizacji biatka oraz jego sta-
bilizacji w cieczach jonowych. Metoda supported ionic liquid phase
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(SILP) polega adsorpcji cieczy jonowej na nosniku a nastepnie fizycz-
nej immobilizacji enzymu, natomiast technika supported ionic liquid-
-like phase (SILLP) polega chemicznym zwigzaniu cieczy jonowej
z matryca poprzez wigzania kowalencyjne a nastepnie fizycznym
osadzeniu enzymu na zmodyfikowanym nosniku, co przedstawiono
graficznie na Rys.2. Chemiczne zwigzanie cieczy jonowej z matry-
cg zapobiega ewentualnemu wymywaniu sie cieczy z powierzchni
nosnika [29].

SILP

SILLP -supported ionic
liguid-like phase

o Enzym

@ Cieczjonowa

[E]  Nosnik

SILP - supported ionic
liquid phase

Rys.2. Graficzne przedstawienie biokatalizatoréw typu SILP i SILLP

Gtowna rolg nosnikdw typu SILP i SILLP jest zapewnienie znacz-
nie wyzszej stabilnosci i aktywnosci immobilizowanego enzymu
w poréwnaniu z jego formag natywna. Dodatkowo wykorzystanie
tych technik pod immobilizacje enzymdw zapewnia fatwa separacje
z mieszaniny poreakcyjnej, mozliwos¢ ponownego wykorzysta-
nia biokatalizatora, a takze czesto osiggniecie wysokiego stopnia
przemiany, wydajnosci oraz selektywnosci [11]. Dodatkowo duzym
atutem biokatalizatoréw SILP | SILLP jest mozliwos¢ ich zastoso-
wania w procesach ciggtych, okresowych, oraz w reaktorach ze
ztozem fluidalnym [10].

Immobilizowane enzymy na nos$nikach
typu SILP/SILLP w biokatalizie

Zastosowanie biokatalizatoréw typu SILP i SILLP w réznych
procesach chemicznych stanowi kluczowy aspekt w rozwoju zréw-
nowazonych i zielonych technologii. Niniejszy rozdziat ma za zdanie
przytoczy¢ przyktady zastosowania biokatalizatoréow SILP i SILLP
w réznych procesach chemicznych [10]. W Tabeli 1 przedstawiono
przyktady zastosowar immobilizowanych enzymdw na nosnikach
SILP w biokatalizie, natomiast w Tabeli 2 przedstawiono przykfa-
dy zastosowar immobilizowanych enzymdw na no$nikach SILLP
w biokatalizie.

W 2002 roku po raz pierwszy pojawity sie doniesienia dotyczace
wykorzystania biokatalizatoréw typu SILP w rozdziale kinetycz-
nym T-fenyloetanolu w nadkrytycznym ditlenku wegla. Najwyzszg
aktywnos¢ katalitycznag, selektywnosé, stabilnos¢ (do 16 cykli)
oraz enancjoselektywnosé¢ (99,9%) zaobserwowano dla lipazy B
z Candida antarctica (CALB) immoblizowanej na adsorbencie Celite
modyfikowanym fizycznie bis(trifluorometylosulfonylo)imidkiem
T-etylo-3-metyloimidazoliowym [EMIM][NTf,]. Modyfikacja no$nika
cieczami jonowymi poprawita aktywnos¢ enzymu zaréwno w wyso-
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Tabela 1. Przyktady zastosowar immoblilozwanych enzymdw na nos$nikach
SILP w biokatalizie

CIECZ JONOWA ENZYM REAKCJA “

Rozdziat kinetyczny

Kation imidazoliowy ey el

. > CALB®  Enancjoselektywnosc¢ = 99,9% [30]
AU L) srodowisko bezwodne
Rozpuszczalnik - heksan
L . Transestryfikacja
ii?;nn[lgszlc]i_?zollowy CALB maslanu winylu [31]
4 Konwersja = 96%
Estryfikacja proponianiu
Kation imidazoliowy (+)-2-izopropylo-5-
Anion [PF ] e metylocykloheksanolu (32)
Enancjoselektywnos¢ = 79%
L . Amidacja
iz?;nn[lgszlc]i_azollowy CALB (R,S)-1-fenyloetyloaminy [32]
4 Enancjoselektywnosc = 97%
Rozdzielenie racematu
ibuprofenu poprzez estryfikacje
Kation imidazoliow Enancjoselektywnos$é = 95%
Y LAO®  Konwersja=35% 133]

e [y Temperatura — 20 °C

Rozpuszczalnik - izooktan
Ibuprofen:1-propanol (1:2, n:n)

@anion bis(trifluorometylosulfonylo)imidkowy, ®lipaza B z Candida antarctica, canion
tetrafluoroboranowy, “anion heksafluorofosforanowy, ¢lipaza z Aspergillus Oryzae

kiej temperaturze, jak i w obecnosci nadkrytycznego ditlenku wegla
[30]. W innym doniesieniu literaturowym przetestowano aktywnosé
immobilizowanego CALB na nosniku hybrydowym 2,5-octan celulo-
zy/poliuretan typu SILP w réznych procesach chemicznych. Bioka-
talizator CALB-SILP wykorzystano m. in. w procesie transestryfikacji
maslanu winylu, gdzie wysoka konwersje 1-butanolu (96%) zaob-
serwowano dla CALB-SILP zmodyfikowanego tetrafluoroboranem
oktylometyloimidazoliowym ([OMIMI[BF,]) [31]. W innych badaniach,
biokatalizator CALB-SILP modyfikowany heksafluorofosforanem
oktylometyloimidazoliowym [OMIM][PF,] uzyto do estryfikacji pro-
panianiu (+)-2-izopropylo-5-metylocykloheksanolu zaréwno w wa-
runkach okresowych, jak i ciggtych, gdzie enancjoselektywnosc
wyniosta 79%. Nastepnie zastosowanie biokatalizatora CALB-SILP
modyfikowanym tetrafluoroboranem 1-butylo-3-metyloimidazolio-
wym [BMIM][BF ] w procesie ciggtym amidacji (R,S)-1-fenyloetylo-
aminy metoksyoctanem metylu spowodowato wzrost enancjoselek-
tywnosci do 97% w poréwnaniu z procesem wsadowym. W wyzej
wymienionych procesach ciggtych, biokatalizator SILP wykazywat
duzg stabilno$¢ enzymu przez co najmniej 7 dni [32]. W kolejnych
badaniach wykorzystano immobilizowana lipaze Burkholderia ce-
pacia na modyfikowanej cieczg jonowa krzemionce do hydrolizy
oliwy z oliwek. Immobilizacja enzymu na nosniku typu SILP spo-
wodowata ogromny wzrost aktywnosci do 231% w poréwnaniu
z natywna forma biatka [18].

W 2007 roku po raz pierwszy w literaturze wspomniano o bio-
katalizatorach typu SILLP. W wiekszosci do immobilizacji enzy-
mow wykorzystywano monolit polistyrenowo-diwinylobenzenowy
(PS-DVB) modyfikowany imidazoliowymi cieczami jonowymi [33].
Monolit (PS-DVB) charakteryzuje sie mozliwoscig modyfikacji po-
wierzchni, co umozliwia zmiane hydrofobowosci nosnika umozli-
wiajac wzrost aktywnosci enzymu [34]. Przyktadem wykorzystania
tego rodzaju biokatalizatora jest synteza propionianu cytronelilu
w nadkrytycznym ditlenku wegla prowadzona w sposob ciagty.
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Tabela 2. Przyktady zastosowar immobilizowanych enzyméw na nosnikach
SILLP w biokatalizie

CIECZ JONOWA ENZYM REAKCJA m

Produkcja

. ropionianu cytronelilu
Kation prop Y

imidazoliow CALB?® Wydajnos¢ = 93% [33]
Y Temperatura - 80 °C
Cisnienie - 10 MPa
Rozdziat kinetyczny
Kation Komwersi - 50%
imidazoliowy CALB ~roja = otk o [35]
Anion [NTE.J Enancjoselektywnos¢ >99%
2 Temperatura - 50 °C
Cisnienie — 10 MPa
Kinetyczny rozdziat
. . 1-fenyloetanolu
!(apon . Lipaza PS z Wydajnos¢ = 50%
imidazoliowy Burkholderia o ) o [37]
[Anion NTEJ cepacia Enancjoselektywnos¢ > 99%
2 Temperatura - 25-60 °C
Rozpuszczalnik - toluen
Rozdzielenie racematu
ibuprofenu poprzez estryfikacje
Kation Enancjoselektywnos¢ = 95%
imidazoliowy LAO® Konwersja = 35% [38]
Anion [NTf ] Temperatura — 20 °C
Rozpuszczalnik - izooktan
Ibuprofen:1-propanol (1:2, n:n)
Kation Hydroliza triacetyny
imidazoliowy CALB Temperatura - 60 °C [39]
Anion [PF ] pH=7
Kation Hydroliza triacetyny
imidazoliowy PPL® Temperatura - 20-55°C [40]
Anion [BF,] pH =6-9

élipaza B z Candida antarctica, "anion bis(trifluorometylosulfonylo)imidkowy, clipaza
z Aspergillus Oryzae, “anion tetrafluoroboranowy, ¢$wiriska lipaza trzustkowa, ‘anion
heksafluorofosforanowy

Na monolicie zmodyfikowanym imidazoliowg cieczg jonowg im-
mobilizowano CALB, a reakcje prowadzono w temperaturze 80
°C z wydajnoscig wynoszacg 93% [33]. Zastosowanie opisanego
biokatalizatora w potgczeniu z zeolitami do rozdziatu kinetyczne-
go 1-fenyloetanolu w nadkrytycznym ditlenku wegla w systemie
ciagtym umozliwito uzyskanie wysokich wydajnosci i enancjo-
selektywnosci wynoszacych odpowiednio 50% oraz >99,9% [35].
W innym doniesieniu literaturowym biokatalizator CALB-SILLP
modyfikowany cieczg jonowg zawierajgcg anion [NTf,] zostat za-
stosowany do rozdziaju kinetycznego 1-fenyloetanolu w systemie
okresowym. Prowadzenie procesu w warunkach napromieniowa-
nia mikrofalowego spowodowato osiggniecie wyzszych wartosci
wydajnosci (50%), enancjoselektywnosci (>99,9%) oraz stabilnosci
(do 12 cykli), w poréwnaniu z tradycyjnym ogrzewaniem [36]. Kolej-
nym biokatalizatorem wykorzystywanym do rozdziatu kinetycznego
T-fenyloetanolu jest SILLP sktadajgcy sie z wegla aktywnego jako
nosnika zmodyfikowanego bis(trifluorometylosulfonylo)imidkiem
1-etylo-3-metyloimidazoliowym [EMIM]INTT,], oraz lipazy Ps z Bur-
khloderia cepacia unieruchomionej adsorpcyjnie na nosniku. Po 6
godzinach trwania procesu konwersja wyniosta 50%, a enancjose-
lektywnos¢ >99% [37].

Biokatalizatory typu SILLP znajdujg takze swoje zastosowanie
w syntezie farmaceutykow, a przyktadem tego jest enancjomerycz-
ny rozdziat kinetyczny racematu ibuprofenu poprzez estryfikacje.
Rozdzielenie enancjomerdw jest niezwykle istotne, poniewaz za-
zwyczaj gdy jeden z enancjomerdw wykazuje wtasciwosci leczni-
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cze, drugi moze wykazywac dziatanie niepozadane. W przypadku
enancjomeréw ibuprofenu, enancjomer (S)-(+)-ibuprofenu ma
pozadane wiasciwosci farmakologiczne. Do rozdziatu racematu
ibuprofenu uzyto nosnika na bazie krzemionki i tlenku magnezu
zmodyfikowanego cieczg jonowa o anionie bis(trifluorometylosul-
fonylo)imidkowym, na ktérym immobilizowano lipaze Aspergillus
oryzae (LAQ). Po 7 dniach trwania procesu uzyskano konwersje
wynoszacg 35% i enancjoselektywnos¢ wynoszaca 99,5%. Immo-
bilizowany enzym na nosniku typu SILLP wykazat duzo wiekszg
aktywnos¢ w badanym procesie niz biatko w formie natywnej [38].
Kolejnym przyktadem zastosowania biokatalizatora CALB-SILLP
zmodyfikowanego cieczg jonowa zawierajgca anion [NTf,] jest
synteza oleinianiu metylu. Immobilizowany enzym pozwolit na
uzyskanie 95% wydajnosci i byt stabilny az do 45 cykli [39]. W in-
nych doniesieniach literaturowych aktywnos$¢ biokatalizatora typu
SILLP zostata przetestowana w hydrolizie triacetyny. Pierwszym
sposobem przeprowadzenia reakgcji jest unieruchomienie CALB
na powierzchni wielosciennych nanorurek weglowych, ktére zmo-
dyfikowano dialkiloimidazoliowymi cieczami jonowymi [39], nato-
miast drugim podejsciem jest unieruchomienie $winskiej lipazy
trzustkowej (PPL) na hybrydowym nosniku chitozan/mezoporowata
krzemionka modyfikowanym imidazoliowymi cieczami jonowymi
[40]. W obu przypadkach immobilizowany enzym wykazat wiekszg
aktywnos¢ katalityczna niz jego forma natywna [39,40]. Kolejnym
interesujgcym przyktadem zastosowania biokatalizatora typu SILLP
jest proces utlenienia Bayera — Villigera, co umozliwia wyelimi-
nowanie uzycia toksycznych i niebezpiecznych nadtlenokwasow
w procesie. W tej reakcji jako nosnik zastosowano wieloscienne
nanorurki weglowe modyfikowane imidazoliowg cieczg jonowa,
na ktérych immobilizowano CALB. Pomimo trudnych warunkow
wynikajacych z uzycia stezonego nadtlenku wodoru otrzymano
wysokg konwersje 2-adamantanonu wynoszacg 92% [10].

Podsumowanie

Podsumowujac, biokatalizatory na bazie nosnikdw modyfiko-
wane cieczami jonowymi stanowig istotny fragment w literaturze
dotyczacej katalizy enzymatycznej. Srodowisko enzymu ma klu-
czowy wptyw na stabilizacje konformacji biatka, a ciecze jonowe
odgrywaja w tym aspekcie istotng role. Ciecze jonowe chronig
enzym przed degradacjag struktury i dezaktywacjg w warunkach
nadkrytycznego CO,, wysokich temperatur oraz w $rodowiskach
kwasnych lub polarnych. Dzieki zintegrowaniu cieczy jonowe;j,
nosnika i aktywnej konformacji lipazy, wtasciwosci katalityczne,
takie jak aktywnos¢, stabilnos¢ i mozliwos¢ wielokrotnego wyko-
rzystania zwigzanych enzymow, moga by¢ znaczgco poprawione.
Istotnymi zagadnieniami w projektowaniu biokatalizatora typu
SILP i SILLP jest dobdr matrycy o odpowiedniej morfologii oraz
cieczy jonowej o pozgdanych wtasciwosciach umozliwiajgcych
aktywacje biatka. Na podstawie przedstawionych danych lite-
raturowych mozna stwierdzi¢, ze aktywnos¢ enzymow immo-
bilizowanych na nosnikach SILP/SILLP jest wieksza w porow-
naniu z biatkiem natywnym. Nalezy podkresli¢, ze stosowanie
nosnikéw typu SILP/SILLP pod immobilizacje enzymdw poprawia
wydajnos¢ procesu, zapewnia tatwe oddzielenie i odzyskiwanie
biokatalizatora oraz przedtuza zywotnosc¢ biatka. Wymienione
korzysci ptynace z zastosowania biokatalizatorow typu SILP/
SILLP w procesach chemicznych wpisujg sie w idee zréwno-
wazonego rozwoju przemystu oraz rozwoju zielonych technolo-
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gii. Pomimo obecnosci kilku raportéw na temat wykorzystania
biokatalizatoréw SILP/SILLP w systemie ciggtym i procesach
enancjoselektywnych, ilos¢ takich badan pozostaje ograniczona
i powinna zostac rozszerzona.
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