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G6PDH  — dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa

GDH — dehydrogenaza glukozy

GlyDH - dehydrogenaza glicerolu
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NAD — dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy

NAD* — forma utleniona dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego
NADH — forma zredukowana dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego
NADP — fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego

NADP*  —forma utleniona fosforanu dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego

NADPH —forma zredukowana fosforanu dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego
SSADH - dehydrogenaza semialdehydu bursztynianowego

TEM — transmisyjna mikroskopia elektronowa
THFA — kwas tetrahydrofoliowy

TTN — liczba obrotéw enzymu (kofaktora)

V max — maksymalna szybko$¢ reakcji

XDH — dehydrogenaza ksylozy

XR — reduktaza ksylozy
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Lista publikacji naukowych bedacych podstawg rozprawy
doktorskiej

Na podstawie ,,Ustawa o stopniach naukowych 1 tytule naukowym oraz o stopniach
1 tytule w zakresie sztuki (Dz.U. 2003 Nr 65 poz. 595)” przygotowano list¢ publikacji,
ktora stanowi spoOjny, monotematyczny cykl artykutdow naukowych z zakresu
wytwarzania, charakterystyki oraz zastosowania innowacyjnych  systemow
koimmobilizowanych enzymdw, ktory stanowi podstawe do nadania stopnia naukowego
doktora. Sumaryczny wspotczynnik oddziatywania (IF) prac wchodzacych w sktad
przedktadanej dysertacji wynosi 26,34, a taczna warto$¢ punktow MNiSW to 390.
Prezentowane prace opublikowano w latach 2019-2022, a ich zestawienie przedstawiono
w tabeli ponizej. Ponadto o§wiadczenia wspotautoréw, ktore zawieraja indywidualny
wktad kazdego z nich w proces powstawania i publikowania prac stanowig zatacznik do

rozprawy doktorskiej.
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1. Streszczenie

Wraz z uplywem czasu zasoby naturalne ulegaja statemu wyczerpywaniu, dlatego
praktyczne wykorzystanie biomasy zyskuje coraz szersze uznanie. Wyodrgbnienie oraz
konwersja sktadnikow biomasy, gtownie celulozy i hemicelulozy, w wysokowarto$ciowe
zwigzki chemiczne o niskie] masie czgsteczkowej, umozliwia ich zastosowanie
w roéznych galeziach przemyshu czy zycia codziennego. Istotng role w konwersji
sktadnikow biomasy odgrywaja reakcje katalizowane przez enzymy sklasyfikowane
w grupie oksydoreduktaz, zwane dehydrogenazami, wsrod ktorych najwazniejsze to
dehydrogenaza glukozy czy dehydrogenaza ksylozy. Jednakze, powszechne
wykorzystanie biokatalizatorow we wspomnianych procesach jest ograniczone glownie
ze wzgledu na konieczno$¢ doprowadzenia do uktadow reakcyjnych kofaktoréw, ktore
odpowiadaja za rownowazenie reakcji redoks poprzez przenoszenie elektronow
pomiedzy czasteczkami enzymow i substratow. Praktyczne zastosowanie kofaktorow
nikotynoamidowych, w tym dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego, jest sporym
wyzwaniem ze wzgledu na jego stosunkowo wysoka cene i malg dostepnos¢ komercyjna,
a takze fakt, ze zwigzki te wyczerpuja si¢ w trakcie trwania procesOw biokatalitycznych.
Relatywnie niska dostgpnos$¢ zarowno enzymow, jak i kofaktorow, wysokie koszty ich
stosowania, niska stabilnos¢ uktadow biokatalitycznych i ograniczona mozliwos¢ ich
ponownego wykorzystania jasno wskazuja, ze nalezy stale rozwija¢ koncepcje
immobilizacji enzymow 1 regeneracji kofaktorow.

Dlatego tez w ramach monotematycznego cyklu prezentowanych artykutow podjgto
si¢ badan, ktorych celem byto wytworzenie systemoéw biokatalitycznych opartych
0 enzymy z grupy oksydoreduktaz, glownie dehydrogenazy, koimmobilizowane na
nos$nikach nieorganicznych i membranach filtracyjnych, pod katem wykorzystania
powstatych ukladow w procesach jednoczesnej konwersji sktadnikow biomasy
I regeneracji kofaktora enzymatycznego. Opracowanie wspomnianych biokatalizatorow
obejmowalo dobdr nosnika oraz selekcje najkorzystniejszych warunkéw prowadzenia
immobilizacji, a takze weryfikacje efektywnosci tego procesu. Ponadto wytworzone
uktady poddano zaawansowanej charakterystyce fizykochemicznej celem oceny ich
wlasciwo$ci. Niemniej jednak kluczowym aspektem badan bylo przetestowanie
otrzymanych katalizatoréw w procesach biokonwersji monosacharydow z jednoczesna
regeneracjg dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego. Podjeto takze probe separacji

finalnych produktow 2z mieszaniny poreakcyjnej z wykorzystaniem technik
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membranowych oraz zdefiniowano zmiany aktywno$ci enzymow w nastepujacych po
sobie cyklach reakcyjnych, co determinuje mozliwe praktyczne zastosowanie
proponowanych systemow. Dodatkowa warto$§¢ naukowg pracy stanowito sprawdzenie
skuteczno$ci opracowanych uktadow w konwersji sktadnikoéw biomasy prowadzonej
z roztworow rzeczywistych.

Podstawe przedktadanej rozprawy stanowi cykl pieciu monotematycznych artykulow
naukowych, w ktérych w doglebny sposob przeanalizowano powyzsze zaleznosci,
a zaprezentowane dane nie tylko poszerzajg aktualny stan wiedzy, ale takze stanowia
swoiste kompendium bedace podstawa do rozszerzenia zastosowania biokatalizatorow
w konwersji sktadnikéw biomasy. W Publikacji 1 pt. ,,.Bioconversion of xylose to xylonic
acid via co-immobilized dehydrogenases for conjunct cofactor regeneration” (Bachosz
K., Synoradzki K., Staszak M., Pinelo M., Meyer A.S., Zdarta J., Jesionowski T.,
Bioorganic Chemistry, 93 (2019) 102747) przedstawiono badania zwigzane
z koimmobilizacja dehydrogenazy ksylozy (XDH) i dehydrogenazy alkoholowej (ADH)
na materiale kompozytowym magnetyt-krzemionka pod katem jednoczesnej konwersji
ksylozy do kwasu ksylonowego i regeneracji utlenionej formy dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego (NAD"). Najkorzystniejszymi warunki procesowymi
okazatly si¢ by¢: stosunek XDH:ADH 2:1, temperatura 25 °C, pH 7
I czas trwania procesu 60 min. W tych warunkach mozliwa byta produkcja kwasu
ksylonowego z wydajnoscia ponad 82%, a zastosowanie testowanego systemu pozwolito
na przeprowadzenie biokonwersji ksylozy z wysoka efektywnoscig w szerokim zakresie
pH 1 temperatury. Mozliwe bylo tez wykorzystanie opracowanego systemu podczas
5 cykli reakcyjnych z zachowaniem ponad 60% poczatkowej aktywnosci. Dodatkowo
w trakcie przechowywania przez 20 dni w 4 °C uktad biokatalityczny zachowat ponad
65% swoich wlasciwosci katalitycznych.

Badania nad koimmobilizacja dehydrogenazy ksylozy i dehydrogenazy alkoholowe;j
na materiale kompozytowym magnetyt-krzemionka byly kontynuowane w ramach
Publikacji 2 pt. ,,A highly effective approach to cofactor regeneration and subsequent
membrane separation of bioconversion products: Kinetic parameters and effect of
process conditions” (Bachosz K., Zdarta J., Marczak L., Btazewicz J., Jesionowski T.,
Bioresource Technology Reports, 9 (2020) 100365). Prowadzone eksperymenty
koncentrowaly si¢ na okres$leniu wplywu kolejnych parametrow procesowych, takich jak
stosowany roztwor buforowy czy obecno$¢ inhibitorow na  aktywno$¢

wykorzystywanych enzymow. Podjeto rowniez probe oddzielenia gtownego produktu,
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a wiec kwasu ksylonowego, z mieszaniny reakcyjnej z wykorzystaniem separacji
membranowej. Ponadto okreslono parametry kinetyczne stosowanych biokatalizatorow
1 stwierdzono, ze warto$ci statej] Michaelis-Menten 1 maksymalnej szybkos$ci reakcji po
unieruchomieniu sg odpowiednio o ok. 20% wigksze i 10% nizsze od wartosci
uzyskanych dla systemu z wolnymi biatkami, co wskazuje na zmniejszenie
powinowactwa enzyméw do substratow. Co wigcej, najwicksza ilos¢ pozostate]
zredukowanej formy dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADH) odnotowano,
gdy procesy byty realizowane z wykorzystaniem buforu TAPSO, jak rowniez wykazano,
ze kwasy organiczne (tj. kwas octowy czy kwas lewulinowy) moga znaczaco wptywaé
na obnizenie wydajnosci biokonwersji. Finalnie potwierdzono, ze separacja kwasu
ksylonowego z mieszaniny reakcyjnej o pH 9 byta mozliwa z uzyciem membrany
nanofiltracyjnej, a retencja produktu wynosita okoto 90%.

Obiecujace rezultaty badan w zakresie separacji produktu koncowego biokonwersji
ksylozy z uktadu reakcyjnego przyczynity si¢ do opracowania koncepcji koimmobilizacji
dehydrogenazy ksylozy i dehydrogenazy alkoholowej na membranie nanofiltracyjnej
XN45 i wykorzystania tego uktadu w enzymatycznym reaktorze membranowym, CO
zostalo przedstawione w Publikacji 3 pt. ,[Enzymatic membrane reactor in xylose
bioconversion with simultaneous cofactor regeneration” (Bachosz K., Piasecki A.,
Zdarta A., Kaczorek E., Pinelo M., Zdarta J., Jesionowski T., Bioorganic Chemistry, 123
(2022) 105781). W trakcie badan okreslono zmiany we wlasciwosciach membrany po
przeprowadzeniu procesu osadzenia biatek, a nast¢pnie zastosowano opracowany system
biokatalityczny w biokonwersji ksylozy, ktéra w najkorzystniejszych dla enzymow
warunkach (5 mM ksylozy, 5 mM formaldehydu, stosunek NAD*:NADH 1:1 i 60 min
reakcji) osiggneta wydajno$¢ 99%. Ponadto potwierdzono, ze koimmobilizacja enzymow
pozwala na poprawg stabilnosci biatek i mozliwe byto przeprowadzenie 6 cykli konwersji
ksylozy z zachowaniem 90-proc. efektywnosci. Zaprezentowane dane jasno wskazaty, ze
skuteczna koimmobilizacja biatlek 1 zastosowanie enzymatycznego reaktora
membranowego wptywaja na poprawe stabilnosci biokatalizatorow, umozliwiaja ich
wielokrotne wykorzystanie, ale takze pozwalaja na wytworzenie uktadu enzymatycznego
zdolnego do skutecznej biokonwersji ksylozy, regeneracji kofaktora i jednoczesnej
separacji produktu koncowego.

Oprocz zastosowania dehydrogenazy alkoholowej jako enzymu regenerujacego
kofaktor, w trakcie realizowanych badan podjeto si¢ takze wykorzystania dehydrogenazy
3-hydroksymaslanowej (3HBDH) do tego celu, ze wzgledu na fakt, ze poza skuteczng
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regeneracjg kofaktora, umozliwia ona takze przeksztalcenie jednego z inhibitorow
procesow konwersji biomasy, jakim jest kwas lewulinowy, do zwigzku o wysokim
potencjale uzytkowym (kwas 4-hydroksywalerianowy). Dlatego tez w Publikacji 4 pt.
A novel strategy for the application of levulinic acid with simultaneous NAD*
regeneration and membrane separation of products” (Bachosz K., Smutek W., Zdarta J.,
Jesionowski T., Journal of Environmental Chemical Engineering, 10 (2022) 108703)
przedstawiono koncepcje koimmobilizacji dwoch uktadow: (i) dehydrogenazy
3-hydroksymaslanowej z dehydrogenazg ksylozy oraz (ii) dehydrogenazy
3-hydroksymaslanowej z dehydrogenaza glukozy (GDH) na membranie nanofiltracyjnej
XN45 do zastosowania w biokonwersji kwasu lewulinowego oraz ksylozy lub glukozy
z jednoczesng regeneracja kofaktora. Podczas badan okre§lono zmiany we
wlasciwosciach membrany przed i po unieruchomieniu enzymow. Z Kolei praktyczne
zastosowanie opracowanych systemow biokatalitycznych pozwolito na produkcje¢ kwasu
4-hydroksywalerianowego, kwasu ksylonowego i kwasu glukonowego z wydajnosciami
ponad 98%. Najwyzsze efektywnos$ci prowadzonych procesow uzyskano, gdy w ukladzie
reakcyjnym znajdowaty si¢ enzymy w stosunku XDH:3HBDH (GDH:3HBDH) 1:1, jak
réwniez ilo§¢ NAD* w odniesieniu do NADH wynosita 1:1, a poczatkowy stosunek
stezen ksylozy (glukozy) do kwasu lewulinowego byl rowny 1:1. Dodatkowo
koimmobilizacja biatek umozliwila przeprowadzenie dziesigciu kolejnych cykli
katalitycznych 1 przechowywanie biokatalizatora przez 10 dni bez znaczacego spadku
wydajnosci procesow produkcji kwasow organicznych.

Finalnym etapem badan zrealizowanych w ramach przedktadanej dysertacji byto
przeprowadzenie konwersji ksylozy 1 glukozy pochodzacych z roztworu rzeczywistego
po obrobce wstepnej drewna brzozy. W Publikacji 5 pt. ,,Multienzymatic conversion of
monosaccharides from birch biomass after pretreatment” (Bachosz K., Zdarta J.,
Nghiem L.D., Jesionowski T., Environmental Technology & Innovation, 28 (2022)
102874) zaprezentowano koncepcje multienzymatycznego systemu biokatalitycznego,
skladajacego si¢ z koimmobilizowanych na mezoporowatej krzemionce SBA-15
dehydrogenazy 3-hydroksymaslanowej, dehydrogenazy ksylozy i dehydrogenazy
glukozy, zdolnego do konwersji monosacharydéw z jednoczesng regeneracja kofaktora.
Wyniki analiz fizykochemicznych potwierdzity skuteczno$¢ osadzania enzymow na
materiale nosnika z wysoka wydajnoscig. Co wigcej, jako najkorzystniejsze warunki,
w ktorych mozliwe bylo efektywne prowadzenie konwersji sktadnikow roztworu

rzeczywistego, wyznaczono temperatur¢ 21 °C, pH 7, 90 min czasu trwania procesu,
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400 mM dodatku kwasu lewulinowego do mieszaniny reakcyjnej oraz stosunek
NAD":NADH 1:5. Uzyskane dane wskazaly na wysokie, przekraczajace 95%,
wydajnosci  produkcji  kwasu  ksylonowego, kwasu glukonowego i kwasu
4-hydroksywalerianowego. Opracowany system biokatalityczny zostat zastosowany
podczas dziesigciu kolejnych cykli katalitycznych, a koimmobilizowane enzymy byty
zdolne do dalszego prowadzenia procesow z wydajnoscia powyzej 70%, co
jednoznacznie wskazuje na znaczny potencjal aplikacyjny zaproponowanego uktadu.

W przedktadanej rozprawie doktorskiej zaprezentowano koncepcj¢ opracowania
réznych systemow multienzymatycznych opartych o dehydrogenazy koimmobilizowane
na nosnikach nieorganicznych, w tym materialach krzemionkowych i materiatach
kompozytowych opartych na krzemionce oraz membranach nanofiltracyjnych.
W przypadku wszystkich wytworzonych uktadoéw biokatalitycznych skuteczno$¢
przeprowadzenia procesu unieruchomienia bialek zostala potwierdzona, a wnikliwa
analiza fizykochemiczna pozwolita na zdefiniowanie zmian we wlasciwos$ciach
materialdéw nos$nikéw przed 1 po osadzaniu biokatalizatorow. Zaprojektowane systemy
multienzymatyczne znalazly zastosowanie w konwersji sktadnikoéw biomasy, zarowno
monosacharydow, jak 1 inhibitorow, 2z rdwnoczesng regeneracja kofaktora
enzymatycznego NADH/NAD®. W trakcie prac zdefiniowano wptyw wybranych
parametréw procesowych (czas, temperatura, pH, stosunek enzymoéw i kofaktorow,
poczatkowa zawarto$¢ substratdow) na efektywnos$¢ dziatania analizowanych par
enzymatycznych podczas prowadzonych procesow biokonwersji. Wykazano, ze
wytworzone systemy biokatalityczne umozliwiaja katalizowanie produkcji kwasow
organicznych z wysokimi wydajnosciami w szerszym zakresie warunkow procesowych
niz ich natywne odpowiedniki. Dodatkowo potwierdzono skuteczno$¢ regeneracji
kofaktora, jak rowniez opracowano efektywna metode separacji gtownych produktow
koncowych realizowanych przemian. Wykazano takze, ze zaproponowane systemy
biokatalityczne mogg by¢ wykorzystywane podczas kilku cykli reakcyjnych oraz
zachowuja wysoka stabilnos¢ w trakcie przechowywania. Analiza uzyskanych rezultatow
pozwolita takze na stwierdzenie, ze wytworzone uktady multienzymatyczne wykazuja
wysoki potencjat aplikacyjny i stanowig solidny fundament dla dalszych, jeszcze bardziej
zaawansowanych prac w kierunku rozwoju biokatalitycznej konwersji sktadnikow

biomasy z rownoczesng regeneracja kofaktora enzymatycznego.
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2. Abstract

With the passage of time, natural resources are constantly depleted, which is why the
practical use of biomass is gaining more and more attention. Isolation and conversion of
biomass components, mainly cellulose and hemicellulose, into value-added chemical
compounds with low molecular weight, enables their application in various industries or
everyday life. An important role in the conversion of biomass components is played by
reactions catalyzed by enzymes classified in the group of oxidoreductases, called
dehydrogenases, among which the most important are glucose dehydrogenase and xylose
dehydrogenase. However, the widespread use of these biocatalysts in the above-
mentioned processes is limited mainly due to the need to supply cofactors to the reaction
systems, which are responsible for balancing the redox reaction by transferring electrons
between enzymes and substrates. The practical application of nicotinamide cofactors,
including nicotinamide adenine dinucleotide, is a considerable challenge due to the
relatively high price and low commercial availability, as well as fact that these
compounds are exhausted during biocatalytic processes. Relatively low availability of
both enzymes and cofactors, high costs of their application, limited stability of
biocatalytic systems and confined possibility of their reuse clearly indicate that the
concept of enzyme immobilization and cofactor regeneration should be constantly
developed.

Therefore, as part of the presented monothematic cycle of the articles, research was
undertaken with the aim to produce enzymatic systems based on biocatalysts from the
group of oxidoreductases, mainly dehydrogenases, co-immobilized on inorganic supports
and filtration membranes, in terms of the use of the obtained systems in the processes of
simultaneous conversion of biomass components and enzymatic cofactor regeneration.
The development of the aforementioned biocatalytic systems included the selection of the
support and the selection of the most favorable immaobilization conditions, as well as the
verification of the efficiency of this process. In addition, the produced systems were
subjected to advanced physicochemical characterization in order to assess their
properties. Nevertheless, the key aspect of the research was to test the obtained catalysts
in the processes of bioconversion of monosaccharides with simultaneous regeneration of
nicotinamide adenine dinucleotide. An attempt was also made to separate the final
products from the post-reaction mixture using membrane techniques. Moreover, changes

in enzyme activity in successive reaction cycles were defined, which determines the
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possible practical application of the proposed systems. An additional scientific value of
the work was to check the effectiveness of the developed systems in the conversion of
biomass components carried out from real biomass solutions.

The basis of the submitted dissertation is a series of five monothematic scientific
articles in which the above dependencies were thoroughly analyzed and discussed, and
the presented data not only extend the current state of knowledge, but also constitute
a kind of compendium which contributed to extending use of biocatalysts in the
conversion of biomass components. In Publication 1 entitled "Bioconversion of xylose to
xylonic acid via co-immobilized dehydrogenases for conjunct cofactor regeneration™
(Bachosz K., Synoradzki K., Staszak M., Pinelo M., Meyer A.S., Zdarta J., Jesionowski
T., Bioorganic Chemistry, 93 (2019) 102747) research was presented related to the
co-immobilization of xylose dehydrogenase (XDH) and alcohol dehydrogenase (ADH)
on magnetite-silica composite material for simultaneous conversion of xylose to xylonic
acid and regeneration of the oxidized form of nicotinamide adenine dinucleotide (NAD").
The most favorable process conditions found out to be: XDH:ADH ratio 2:1, temperature
25 °C, pH 7 and process duration 60 min. Under these conditions it was possible to
produce xylonic acid with an efficiency of over 82%, and the use of the tested system
allowed xylose bioconversion with high efficiency over a wide range of pH and
temperature. It was also possible to apply the developed system in 5 reaction cycles while
maintaining over 60% of the initial enzymatic activity. Additionally, during storage for
20 days at 4 °C, the biocatalytic system retained over 65% of its catalytic properties.

The continuation of research on the co-immobilization of xylose dehydrogenase and
alcohol dehydrogenase on the magnetite-silica composite material was presented in
Publication 2 entitled "A highly effective approach to cofactor regeneration and
subsequent membrane separation of bioconversion products: Kinetic parameters and
effect of process conditions” (Bachosz K., Zdarta J., Marczak L., Blazewicz J.,
Jesionowski T., Bioresource Technology Reports, 9 (2020) 100365). The conducted
experiments focused on determining the effect of subsequent process parameters, such as
the type of buffer solution used or the presence of inhibitors on the activity of the
enzymes. An attempt was also made to separate the main product, which is xylonic acid,
from the reaction mixture using membrane separation. In addition, the kinetic parameters
of the biocatalysts were determined and it was found that the Michaelis-Menten constant
and the maximum reaction rate after immobilization are, respectively, approx. 20% higher

and 10% lower than the values obtained for the system with free proteins, which indicates
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a decrease in the affinity of enzymes for substrates. Moreover, the highest amount of the
remaining reduced form of nicotinamide adenine dinucleotide (NADH) was determined
when the processes were carried out using TAPSO buffer, and it was also shown that
organic acids (i.e. acetic acid or levulinic acid) can significantly reduce the efficiency of
bioconversion. Finally, it was confirmed that the separation of xylonic acid from the
reaction mixture at pH 9 was possible using a nanofiltration membrane and the retention
of the product was about 90%.

Promising research results on separation of the final product of xylose bioconversion
from the reaction system contributed to the development of the concept of
co-immobilization of xylose dehydrogenase and alcohol dehydrogenase on the XN45
nanofiltration membrane for use of this system in the enzymatic membrane reactor, which
was presented in Publication 3 entitled "Enzymatic membrane reactor in xylose
bioconversion with simultaneous cofactor regeneration” (Bachosz K., Piasecki A.,
Zdarta A., Kaczorek E., Pinelo M., Zdarta J., Jesionowski T., Bioorganic Chemistry, 123
(2022) 105781). During the research, changes in the properties of the membrane after the
protein deposition were determined and then the developed biocatalytic system was used
in xylose bioconversion, which under the most favorable conditions for enzymes (5 mM
xylose, 5 mM formaldehyde, ratio of NAD":NADH 1:1 and 60 min of reaction) achieved
an efficiency of 99%. In addition, it was confirmed that the co-immobilization of enzymes
allows to improve the stability of proteins and it was possible to carry out 6 cycles of
xylose conversion with 90% efficiency retention. The presented data clearly showed that
the effective co-immobilization of proteins and the use of enzymatic membrane reactor
can improve the stability of biocatalysts, enable their multiple use, but also facilitate the
production of an enzymatic system capable of effective xylose bioconversion, cofactor
regeneration and simultaneous separation of the final product.

In addition 3-hydroxybutyrate dehydrogenase (3HBDH) was undertaken in the course
of the research as a regenerating enzyme (in exchange for alcohol dehydrogenase), due
to the fact that, apart from the effective regeneration of the cofactor, it also enables the
transformation of one of the inhibitors of biomass conversion processes, i.e. levulinic
acid, into a compound with high utility potential (4-hydroxyvaleric acid). Therefore, in
Publication 4 entitled "A novel strategy for the application of levulinic acid with
simultaneous NAD™ regeneration and membrane separation of products" (Bachosz K.,
Smutek W., Zdarta J., Jesionowski T., Journal of Environmental Chemical Engineering,
10 (2022) 108703) the concept of co-immobilization of two systems:
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(i)  3-hydroxybutyrate  dehydrogenase  with  xylose  dehydrogenase  and
(i) 3-hydroxybutyrate dehydrogenase with glucose dehydrogenase (GDH) on the XN45
nanofiltration membrane was presented for application in the bioconversion of levulinic
acid and xylose or glucose with simultaneous regeneration of the cofactor. During the
tests, changes in the properties of the membrane before and after enzyme co-
immobilization were determined. Moreover, the use of the developed biocatalytic systems
allowed the production of 4-hydroxyvaleric acid, xylonic acid and gluconic acid with
yields of over 98%. The highest efficiency of the conducted processes was obtained when
enzymes were present in the reaction system in XDH:3HBDH (GDH:3HBDH) ratio of
1:1 as well as NAD":NADH ratio was 1:1 followed by initial xylose (glucose) to levulinic
acid ratio of 1:1. In addition, co-immobilization of proteins made it possible to carry out
ten consecutive catalytic cycles and storage of the biocatalyst for 10 days without
a significant decrease in the efficiency of the organic acid production processes.

The final stage of the research carried out as part of the submitted dissertation was the
conversion of xylose and glucose from the real solution after pre-treatment of birch wood.
In Publication 5 entitled "Multienzymatic conversion of monosaccharides from birch
biomass after pretreatment” (Bachosz K., Zdarta J., Nghiem L.D., Jesionowski T.,
Environmental Technology & Innovation, 28 (2022) 102874) concept of
a multienzymatic biocatalytic system consisting of 3-hydroxybutyrate dehydrogenase,
xylose dehydrogenase and glucose dehydrogenase co-immobilized on mesoporous silica
SBA-15, capable of converting monosaccharides with simultaneous cofactor regeneration
was presented. The results of physicochemical analyzes confirmed the effectiveness of
deposition of enzymes on the support material with high efficiency. Moreover, the most
favorable conditions for the effective conversion of the components of the real solution
were the temperature of 21 °C, pH 7, 90 min of the process duration, 400 mM addition of
levulinic acid to the reaction mixture and the NAD*:NADH ratio of 1:5. The obtained
data showed high, exceeding 95%, productivity of xylonic acid, gluconic acid and
4-hydroxyvaleric acid. The developed biocatalytic system was also used over ten
consecutive catalytic cycles, and the co-immobilized enzymes were able to catalyze the
processes with an efficiency of over 70%, which clearly indicates a significant application
potential of the proposed system.

The submitted doctoral thesis presents the concept of developing of various
multienzymatic systems based on dehydrogenases co-immobilized on inorganic carriers,

including silica materials and composite materials based on silica, and nanofiltration
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membranes. For all biocatalytic systems produced, the effectiveness of the protein
co-immobilization process was confirmed, and a thorough physicochemical analysis
allowed to define changes in the properties of support materials before and after
biocatalyst deposition. The designed multienzymatic systems were used in the conversion
of biomass components, both monosaccharides and inhibitors, with the simultaneous
regeneration of enzymatic cofactor. During the study, the effect of selected process
parameters (time, temperature, pH, ratio of enzymes and cofactors, initial substrate
content) on the efficiency of all analyzed enzymatic pairs during the bioconversion
processes was defined. It has been shown that the proposed multienzymatic systems
enable production of organic acids with high yields over a wider range of process
conditions than their native counterparts. In addition, the effectiveness of cofactor
regeneration was confirmed, as well as an effective method of separation of the main
products of the transformations was developed. It was also shown that the produced
systems can be used in several reaction cycles and maintain high stability during storage.
The analysis of the obtained results allowed to conclude that the proposed biocatalysts
show a high application potential and constitute a strong foundation for further, more
advanced works towards the development of biocatalytic conversion of biomass

components with simultaneous regeneration of the enzymatic cofactor.
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3. Wprowadzenie teoretyczne

3.1 Konwersja biomasy lignocelulozowej

Biomasa lignocelulozowa stanowi materiat roslinny lub odzwierzgcy, w ktoérym
przechowywana jest energia chemiczna, jak i stoneczna, a wykorzystanie tej energii
pozwala na produkcj¢ ciepta, biopaliw o wysokim potencjale energetycznym, a takze
szerokiej gamy powszechnie stosowanych zwigzkéw chemicznych. Aktualnie biomasa
jest postrzegana jako przysztosciowe i ekonomiczne zrédto surowcoéHw, mogacych znalez¢
zastosowanie w wielu roznych gateziach przemystu i zycia codziennego [1]. Niemnigj
jednak skomplikowana struktura biomasy i réznorodnos¢ sktadu stanowig powazng
przeszkode w jej efektywnym wykorzystaniu. Jako glowne zréodlo biomasy
lignocelulozowej nalezy wymieni¢ lesnictwo, ktdre pozwala na pozyskanie materiatu
celulozowego w postaci kory, gafezi, trocin i widréw, jak i pozostatych odpadow
z obrobki drewna. Istotng rolg w dostarczaniu biomasy odgrywa takze rolnictwo, ktére
zapewnia dostep do surowcow, takich jak liscie, lupiny i ziarna réznych roslin, przede
wszystkim oleistych i stragczkowych, jak rowniez stomy zbozowej, badz tez umozliwia
hodowanie specjalnych wysokoenergetycznych gatunkéw ro$lin, ktore zawieraja duze

ilosci weglowodanow, stanowigcych zrodto energii [2-4].

e

LESNICTWO

ROSLINY
ENERGETYCZNE

Rys. 1. Potencjalne zrédta biomasy lignocelulozowe;j
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Zrédlem biomasy moga byé rowniez odpady z przemystu spozywczego, w postaci
wyttokow, pulp lub wywardéw, badz tez niejadalne czeéci roslin usunigte w trakcie
przetwarzania, jak tuski czy pestki [5]. Co wigcej, jako biomase nalezy takze traktowac
materiat odzwierzecy, ktory stanowig nawozy naturalne, szlamy 1 §ciotki dla zwierzat
[6,7]. Potencjalne kierunki pozyskiwania biomasy zostaly przedstawione na rys. 1.

Zrédto pochodzenia biomasy jest niezwykle istotne, ze wzgledu na fakt, ze wplywa
ono na zrdéznicowanie jej sktadu. Duzg réznice zauwaza si¢ przede wszystkim w sktadzie
biomasy pochodzacej z obrobki drewna czy roslin energetycznych, zawierajacej przede
wszystkim celuloze, w poréwnaniu do biomasy odpadowej, ktorej gtdéwnym sktadnikiem
jest hemiceluloza. Co cickawe, biomasa odzwierzeca moze zawieraé¢ nawet o 20% wigcej
hemicelulozy niz biomasa ro$linna [8,9]. Pomimo zlozonoSci i niejednolitego charakteru
sktadu biomasy, tworza ja trzy gldwne frakcje: celulozowa (stanowiaca 40—55% skladu
biomasy), hemicelulozowa (stanowigca 20-45% skladu biomasy) oraz ligninowa
(stanowigca z kolei 10-25%), ktorych uzupelnienie stanowi woda, $ladowe ilosci
mineratow, zwiazkéw nieorganicznych i biatek [10]. Jak wspomniano, zawarto$¢
poszczegblnych skladnikow zalezy gldwnie od zroédla pochodzenia, ale moze si¢ ona
rowniez r6ézni¢ w obrebie konkretnej grupy, z ktérej pozyskiwana jest biomasa. Na
przyktad zroznicowanie w sktadzie procentowym moze by¢ zauwazalne przy
zastosowaniu jako zrodta biomasy kilku rodzajow drewna, np. migkkiego lub twardego,
badz tez réznych gatunkow czy czesci roslin [11].

W celu wytworzenia energii biomasa lignocelulozowa moze by¢ po prostu spalana,
jednak istnieje takze mozliwo$¢ poddania jej procesowi konwersji, w wyniku ktérego
powstaja weglowodory, biopaliwa oraz zwiazki o wysokim potencjale uzytkowym (z ang.
value-added chemicals). Na rys. 2 schematycznie przedstawiono etapy przetworstwa
biomasy z wyrdznieniem ich podstawowych zalozen procesowych i otrzymywanych
produktéw. Nalezy podkresli¢, ze wlasciwy proces przeksztalcania surowca
lignocelulozowego musi by¢ poprzedzony obrobka wstepng, ktora ma na celu
zwigkszenie dostepnosci i podatnosci sktadnikoéw biomasy na dalsza konwersje [12]. Nie
istnieje jedna, uniwersalna metoda obrobki wstepnej i1 przygotowania surowca. W tym
celu stosuje si¢ metody mechaniczne, chemiczne, fizykochemiczne lub biologiczne,

a takze rozne kombinacje tych technik (rys. 3) [13].
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OBROBKA WSTEPNA BIOMASY

zwiekszenie podatnosci surowca na dzialanie wyizolowanie frakcji ligninowej, celulozowej
preparatéw enzymatycznych i hemicelulozowej

przeksztalcenie frakeji biopolimerowych otrzymanie cukréow
w jednostki monomeryczne o wysokim potencjale energetycznym

przeksztalcenie jednostek monomerycznych w zwiazki
o wysokim potencjale aplikacyjnym

Rys. 2. Kolejnos¢ etapow przetwarzania surowca ligninocelulozowego oraz produkty generowane na

kazdym z etapow

Wsrod metod mechanicznych nalezy wymieni¢ mielenie, rozdrabianie czy
szatkowanie [8,9,13], natomiast do metod chemicznych zalicza si¢ przede wszystkim
hydroliz¢ kwasowa 1 zasadowa, jak réwniez ozonowanie czy przetwarzanie
z wykorzystaniem cieczy jonowych [9,12]. Wszystkie z wymienionych technik,
a w szczego6lnosci hydroliza kwasowa, charakteryzuja si¢ wysoka skutecznos$cia obrobki
wstepnej, prowadza do efektywnej eliminacji ligniny 1 zmniejszenia stopnia
polimeryzacji celulozy oraz hemicelulozy, jak rowniez zostaty szeroko przetestowane
1 znajduja zastosowanie w skali przemyslowej. Niemniej jednak nalezy zauwazyc¢, ze
podatno$¢ polisacharydéw na degradacje w warunkach chemicznej obrébki wstepnej
moze prowadzi¢ do otrzymania produktow o niskiej jako$ci, ktorych dalsze
wykorzystanie nie bedzie mozliwe [13]. Stosowane sg takze metody fizykochemiczne,
ktore tacza dzialanie procesow fizycznych i chemicznych, a sposrdéd nich najwazniejsza
rolg odgrywa obrobka cisnieniowa potaczona z nagltym rozprgzaniem par, tzw. eksplozja
par (z ang. stream explosion) [6,8,12,13]. Niemniej jednak wszystkie te procesy
wymagajg zastosowania wysokiej temperatury i ci$nienia, uzycia skomplikowanej
aparatury lub toksycznych zwigzkow, dlatego tez rosnagcym zainteresowaniem ciesza si¢

metody biologiczne, ktoére prowadzone sg w tagodnych warunkach procesowych,
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z wykorzystaniem stosunkowo prostej aparatury. Do tego, procesy te zuzywaja niewiele

energii, jak i sg przyjazne srodowisku.

OBROBKA
WSTEPNA
BIOMASY

Rys. 3. Metody obrobki wstgpnej biomasy lignocelulozowe;j

Metody biologiczne korzystaja ze zdolno$ci mikroorganizmow do rozktadu ligniny
(np. grzyby Phanerochaete chrysosporium oraz promieniowce Nocardia sp.)
i celulozy (np. grzyby brazowej zgnilizny), badZz tez obu wspomnianych sktadnikow
biomasy roéwnoczes$nie (grzyby bialej i czerwonej zgnilizny) w celu zmniejszenia
odporno$ci surowca lignocelulozowego na dzialanie enzymow hydrolitycznych, ktore
znajduja zastosowanie w nastepnym etapie przetwarzania biomasy. Biologiczna obrobka
wstepna moze by¢ przeprowadzona z wykorzystaniem hodowli catych mikroorganizmow
lub przy uzyciu enzymow wyizolowanych bezposrednio z tych organizmoéw, takich jak
lakazy, peroksydazy, celulazy, galaktozydazy czy amylazy [9]. Najistotniejsza role w tym
procesie odgrywaja enzymy lignolityczne, tj. lakazy, a takze peroksydazy ligninowe
1 peroksydazy manganowe, ze wzgledu na konieczno$¢ usunigcia ligniny, ktéra ogranicza
dostep do pozostatych sktadnikéw. Co wigcej, na powierzchni tego biopolimeru moze
dochodzi¢ do adsorpcji enzymoéw i w konsekwencji ich dezaktywacji. Poniewaz lignina
nie stanowi potencjalnego zrddta wartosciowych produktéw cukrowych czy
energetycznych, biologiczna obrobka wstgpna skupia si¢ na jej jak najefektywniejszej

eliminacji. Nalezy jednak wyraznie podkresli¢, ze bez wzgledu na zastosowang technike
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obrébki wstepnej, kazdy proces prowadzi do otrzymania rozdzielonych od siebie frakeji
celulozy, hemicelulozy i ligniny, ktore dalej moga by¢ poddawane wtasciwej konwersji
do wysoce uzytecznych zwigzkow chemicznych.

Po zakonczonej obrobce wstepnej 1 skutecznym wyizolowaniu frakcji celulozowej,
hemicelulozowej i1 ligninowej mozliwe jest przeprowadzenie konwersji uzyskanych
produktow, czyli przeksztalcenia naturalnie wystepujacych biopolimeréw w jednostki
monomeryczne, co w konsekwencji utatwia dalsze przetwarzanie biomasy do
pozadanych produktow [14]. Warto wspomnie¢, ze procesy konwersji moga by¢
prowadzone z wykorzystaniem dwoch roznych sposobow, tj. na drodze hydrolizy
kwasowej lub z zastosowaniem preparatow enzymatycznych. Wybdr metody warunkuje
skuteczno$¢ przeprowadzonej uprzednio obrobki wstepnej, poniewaz aby zastosowaé
konwersj¢ enzymatyczng niezbedne jest wyeliminowanie jak najwiekszej ilosci ligniny
oraz dostarczenie surowca o wysokiej strawnos$ci enzymatycznej, a wiec tatwo
dostepnego dla biokatalizatorow, tak aby petlnia ich aktywnosci mogla zostaé
wykorzystana [15,16]. Podobnie jak w przypadku metod biologicznych w obrobce
wstepnej biomasy, takze na tym etapie konwersja enzymatyczna gwarantuje niskie
zuzycie energii poprzez prowadzenie procesOw w tagodnych warunkach, jak rowniez
ograniczenie wytwarzania toksycznych produktow ubocznych. Nie wystepuja tez
problemy zwiazane z korozja aparatury [17].

Jak juz wspomniano, surowce po obrobce wstepnej biomasy lignocelulozowej sa
mieszaning celulozy, hemicelulozy, ligniny i innych zwiazkéw, jednak nie potaczonych
ze sobg, ktore poddaje si¢ depolimeryzacji i/lub konwersji, aby uzyskaé zwigzki
0 praktycznym zastosowaniu w wielu réznych dziedzinach nauki, zycia codziennego
i przemystu [18]. Pomimo tego, ze lignina jest glownie traktowana jako materiat
odpadowy, ktory dodatkowo ogranicza dostgp preparatow enzymatycznych do
polisacharydow 1 powoduje ich dezaktywacje, moze by¢ dalej przetwarzana do
uzytecznych zwigzkow chemicznych. W tym celu stosuje si¢ kompleks enzymow
oksydacyjnych (kompleks ligninolityczny, rys. 4), w sklad ktorego wchodza
odpowiedzialne za konwersje ligniny peroksydaza ligninowa (EC 1.11.1.14),
peroksydaza manganowa (EC 1.11.1.13) i lakaza (EC 1.10.3.2) oraz uczestniczace
w produkcji kofaktoréw oksydaza glioksalu (EC 1.2.3.5) i oksydaza alkoholu arylowego
(EC 1.1.3.7). Obecnos¢ tych dodatkowych enzymow jest niezbedna, poniewaz bez nich
niemozliwe jest wytworzenie nadtlenku wodoru, niezbednego do prawidtowego

funkcjonowania peroksydaz oraz tlenu, ktory umozliwia wilasciwe dzialanie lakazy
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[19,20]. Wynikiem enzymatycznej konwersji ligniny moze by¢ szeroka gama zwigzkow
chemicznych, wsérdd ktorych nalezy wymieni¢ przede wszystkim waniling,
syringaldehyd, aldehyd koniferylowy, kwas wanilinowy oraz inne kwasy alifatyczne,

aromatyczne i fenole [21].
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Rys. 4. Kompleksy enzymatyczne stosowane w konwersji sktadnikow biomasy

Niemniej jednak skladnikami biomasy, ktore stanowig cenne i gldwne zrodto
zwigzkow o wysokim potencjale aplikacyjnym sg celuloza i hemiceluloza. Ze wzgledu
na ich zr6znicowang i skomplikowang strukture, do prawidlowego przeprowadzenia
konwersji niezbedne jest zastosowanie kilku synergicznie dziatajacych enzymow
wchodzacych w sklad kompleksow celulolitycznych i ksylanolitycznych (rys. 4), co
przektada si¢ na generowanie okoto 25-30% catkowitych kosztow prowadzonych
procesow [6]. Celuloza jest konwertowana przez celulazy, czyli kompleks
enzymatycznych nalezacy do klasy hydrolaz — enzymoéw, ktore rozkladaja wigzania
chemiczne przy udziale czasteczki wody, a w jego sktad wchodza endo-1,4-5-D-
glukanazy (EC 3.2.1.4), egzo-1,4-p-D-glukozydazy (EC 3.2.1.74), egzo-1,4-p-D-
glukanazy (EC 3.2.1.91) oraz p-glukozydazy (EC 3.2.1.21). Mechanizm dziatania
kazdego ze wspomnianych enzymdéw jest odmienny i zalezy od miejsca, w ktorym
rozktadane sg wigzania f-1,4-glikozydowe. Endo-1,4-5-D-glukanazy odpowiadaja za
hydrolize wigzan w $rodku tancucha celulozowego oraz w amorficznych obszarach

polisacharydu. Skutkiem ich dziatania jest powstawanie oligosacharydow (celodekstryn)
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[32,33]. Egzo-1,4-p-D-glukanazy hydrolizuja tancuch celulozy od nieredukujacego
konca i uwalniajg czasteczki disacharydu (dimery glukozy). T¢ sama funkcje¢ petnig egzo-
1,4-p-D-glukozydazy, jednak ich rolg jest dziatanie od redukujgcego konca tancucha.
Warto takze dodaé, ze te enzymy sa zdolne do konwersji krystalicznych obszarow
celulozy. Dodatkowo niezbedny jest udzial f-glukozydaz, ktore sa odpowiedzialne za
przeksztatcenie czasteczek disacharydu w produkt koncowy konwersji, czyli glukoze
[22,23].

Znacznie bardziej skomplikowane jest przeprowadzenie enzymatycznej konwersji
hemicelulozy, ze wzgledu na to, Ze sktada si¢ ona z wielu r6znych polisacharydow, takich
jak ksylany, mannany, glukany, arabinoksylany czy galaktomannany. Najczesciej
stosowanymi do konwersji hemicelulozy kompleksami enzymatycznymi sg biatka
ksylanolityczne i mannolityczne, co wynika z faktu, ze ksylany i mannany stanowig
odpowiednio, od 15 do 30% i 5% wszystkich hemicelulaz tworzacych biomasg [24].
W sktad podstawowego kompleksu ksylanolitycznego wchodzi co najmniej siedem
hydrolaz, w tym endo-1,4--ksylanazy (EC 3.2.1.8), egzo-f-l,4-D-ksylozydazy
(EC 3.2.1.37), esterazy octanowe (EC 3.1.1.6), esterazy acetyloksylanu (EC 3.1.1.72),
esterazy kwasu ferulowego (EC 3.1.1.73), a-L-arabinofuranozydazy (EC 3.2.1.55) oraz
a-D-glukuronidazy (EC 3.2.1). Podobnie jak w przypadku kompleksu celulolitycznego,
kazdy enzym pehni inng funkcj¢. Endo-1,4-4-ksylanazy, ktore dziataja na wewngtrzne,
liniowe wigzania f-1,4-glikozydowe i egzo-f-l,4-D-ksylozydazy, odpowiadajace za
degradacje od nieredukujacego konca tancucha polisacharydowego, odgrywaja wazng
role, poniewaz przeksztalcaja ksylan do ksylooligosacharydow, ksylobiozy (dimeru
ksylozy) i ksylozy. Istotna jest takze obecno$¢ esteraz acetyloksylanu,
a-L-arabinofuranozydazy i a-D-glukuronidazy, ze wzgledu na to, ze biorg one udziat
W rozrywaniu bocznych tancuchow, ktore ograniczajg efektywne przeprowadzenie
biokonwersji na dalszych etapach [25]. W wyniku dziatania tych enzymow powstaja
odpowiednio arabinoza, kwas D-glukuronowy i kwas 4-O-metylo-a-D-glukuronowy.
Niezbedne sg takze pozostate esterazy, ktére eliminujac grupy acetylowe z tancuchow
ksylanu, prowadzg do powstania kwasu octowego lub kwasoéw aromatycznych [25,26].

Powstajaca z celulozy glukoza, uzyskane z przeksztalcenia hemiceluloz ksyloza,
arabinoza i mannoza, czy wanilina, kwas octowy oraz fenole i pochodne furanu, ktore
stanowig wynik depolimeryzacji ligniny to tylko niektére z potencjalnych produktow
enzymatycznej konwersji sktadnikow biomasy do zwiazkéw o nizszej masie

czasteczkowej i wysokiej uzytecznosci (rys. 5) [27,28]. Nalezy zauwazy¢, ze wsrod
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wyzej wymienionych zwigzkéw wigkszo$¢ nadaje si¢ do bezposredniego szerokiego
stosowania w  przemysle spozywczym, farmaceutycznym, chemicznym
i biotechnologicznym [29,30]. Co wigcej, zwigzki te mogg ulega¢ dalszym przemianom,
W szczegolnosci glukoza 1 ksyloza, ktore stanowig najwickszg zawarto§¢ procentowsq
roztworow po konwersji biomasy i sa platformg do otrzymywania szerokiej gamy
substancji.

glukoza

ksyloza, mannoza,
arabinoza, galaktoza, kwas
octowy, kwas lewulinowy

. J
A

fenole, wanilina,
syringaldehyd, kwas
[LERT Ty wanilinowy, kwasy

alifatyczne
- v \ J

Rys. 5. Glowne produkty enzymatycznej konwersji sktadnikow biomasy

Jedna z najczgstszych aplikacji glukozy jest szlak Embdena-Meyerhofa-Parnasa,
tj. glikoliza, na ktora sktada si¢ szereg reakcji biochemicznych, w wyniku ktoérych
powstaje kwas pirogronowy [31]. Powstajace czasteczki kwasu pirogronowego moga by¢
dalej konwertowane na drodze fermentacji do etanolu, ditlenku wegla, acetonu, butanolu,
izopropanolu, a takze kwasu octowego, mrowkowego, mastowego czy mlekowego
[32-34]. Mozna zatem stwierdzi¢, ze potencjat przetwarzania glukozy z wykorzystaniem
preparatdw enzymatycznych jest ogromny, ze wzgledu na to, ze umozliwia uzyskanie
réznorodnych zwigzkéw chemicznych, od alkoholi, kwasoéw, aldehydow czy ketondw po
ditlenek wegla czy wodor.

Interesujacym zwigzkiem powstajacym w wyniku konwersji glukozy jest takze kwas
glukonowy, ktory znajduje zastosowanie glownie w przemysle spozywczym jako
regulator kwasowos$ci oraz w medycynie w leczeniu alergii. Co wigcej, jego sole moga
by¢ skutecznie wykorzystywane do uzupetnienia niedoborow wapnia, zelaza, cynku,
potasu i sodu [35,36]. Warto zauwazy¢, ze kwas glukonowy jest otrzymywany z glukozy
na drodze katalizy enzymatycznej przy uzyciu dehydrogenazy glukozowej

(GDH; EC 1.1.1.47). Wang i in. [37] pozyskali zdolng do przeprowadzenia konwersji
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glukozy GDH z Pseudomonas plecoglossicida o aktywnosci 16,85 U/mg. Nalezy rowniez
zauwazy¢, ze enzym wykazal 100-proc. aktywnos¢ w pH 6 i 35 °C, a dodatkowo
wprowadzenie do ukfadu reakcyjnego jonéw Ca®* i Mg?" pozytywnie wptywato na
wlasciwosci katalityczne enzymu, poniewaz jego aktywnos$¢ wzrosta o 20%. Dla
poréwnania Karagoz i in. [38] przeprowadzili konwersje glukozy z wykorzystaniem
dehydrogenazy glukozowej wyekstrahowanej z Sulfolobus solfataricus. 100-proc.
efektywnos¢ konwersji glukozy uzyskano dla mieszaniny reakcyjnej o pH 8
1 w temperaturze 50 °C. Mozna zatem wywnioskowac, ze niezwykle istotny wptyw na
aktywno$¢ GDH ma zrédlo jej pochodzenia, ktore warunkuje nie tylko optymalne
warunki pracy enzymu, ale takze wydajno$¢ katalizowanego procesu.

Niezwykle warto$ciowym produktem konwersji sktadnikow biomasy jest takze
ksyloza, ktéra moze by¢ enzymatycznie przeksztalcana w ksylitol, czyli zwigzek o duzym
potencjale aplikacyjnym w przemysle spozywczym i farmaceutycznym. Ta pochodna
ksylozy jest uzywana jako zamiennik sacharozy, srodek zmniejszajacy ryzyko prochnicy
czy w trakcie leczenia otytosci, cukrzycy lub infekceji drog oddechowych. Biokatalityczna
synteza ksylitolu odbywa si¢ z wykorzystaniem reduktazy ksylozy (XR; EC 1.1.1.21)
[39,40]. Zhang i in. [41] pozyskali XR z Thermomyces lanuginosus, ktéra charakteryzuje
si¢ najwyzszg aktywnoscig, wynoszaca 75 U/mg, w pH 6,5 1 temperaturze 50 °C. Co
wiecej, enzym wykazat relatywnie wysoka aktywno$¢ w szerokim zakresie testowanych
warunkow procesowych, tj. w pH od 4 do 9 i temperaturze od 30 do 70 °C. Pozyskana
XR w optymalnych warunkach odznacza si¢ takze okresem pottrwania wynoszacym 1386
min. Niemniej jednak wykazano inhibitujacy wptyw jonéw Cu?*, Fe?* oraz Zn?* na
wiasciwosci katalityczne biatka. Finalnie z wykorzystaniem pozyskanego enzymu
uzyskano ksylitol o stezeniu 4,4 g/L. Warto rdwniez wspomnie¢, ze Yang i in. [42]
wykorzystali mozliwosci inZynierii genetycznej i z uzyciem gendw reduktazy ksylozy
zaprojektowali Saccharomyces cerevisiae, powszechnie stosowane w przemysle drozdze,
tak aby byly zdolne do réwnoczesnej produkcji ksylitolu i etanolu. Przeprowadzenie
procesu konwersji roztworu powstatego po obrobee wstepnej kukurydzy z opracowanymi
drozdzami pozwolitlo na otrzymanie 0,66 g/L-h ksylitolu, podczas gdy w trakcie
kontrolnej reakcji z udzialem reduktazy ksylozy z Candida tropicalis uzyskano
0,83 g/L-h ksylitolu. Nalezy jednak pamietac, ze w procesie z udziatem Saccharomyces
cerevisiae zachodzita rowniez rownoczesna fermentacja, w wyniku ktorej powstawat

etanol, ktorego ostatecznie uzyskano 50,19 g/L, a jego obecno$¢ miata wptyw na kinetyke
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prowadzonych procesow 1 preferowanie powstawania jednego z produktow,
a w konsekwencji nizsza wydajnos¢ produkcji ksylitolu.

Sposréd mozliwych produktow konwersji ksylozy warto wspomnie¢ takze
o kwasie ksylonowym, ktory jest wymieniany wsrdd 30 najcenniejszych zwigzkow
chemicznych, ktéore moga zosta¢ otrzymane w rezultacie przeksztatcenia sktadnikow
biomasy lignocelulozowej [43]. Potencjat tej pochodnej ksylozy jest wykorzystywany
w przemysle spozywczym 1 farmaceutycznym, jak réwniez w rolnictwie. Kwas
ksylonowy znajduje zastosowanie jako prekursor w syntezie D-1,2,4-butanotriolu, badz
tez jako biopestycyd oraz srodek dyspergujacy cement, aby mozliwe bylo zmniejszenie
ilosci wody w betonie [44,45]. Co wigcej, moze on takze by¢ stosowany w celu
zwigkszenia wchianialnosci witaminy C lub w systemach dostarczania lekow, jak i jako
srodek wspomagajacy wybielanie tekstyliow czy ptyn do czyszczenia szyb [46-48].
Nalezy zauwazy¢, ze komercyjna produkcja kwasu ksylonowego sprawia trudnosci,
dlatego jego otrzymywanie ciggle jest ograniczone.

Najczescie] wykorzystywang metoda syntezy tego kwasu jest konwersja ksylozy do
ksylono-y-laktonu, ktory nastepnie ulega spontanicznej hydrolizie do kwasu
ksylonowego. Caly proces przebiega z zastosowaniem dehydrogenazy ksylozy
(XDH; EC 1.1.1.175) jako biokatalizatora. Wydajnos¢ wspomnianej syntezy w znacznym
stopniu zalezy jednak od pochodzenia wykorzystywanego enzymu. Stosowanie bialek
pochodzenia bakteryjnego (np. Pseudomonas frags lub Gluconobacter oxydans) wymaga
uwaznej kontroli pH srodowiska reakcyjnego, poniewaz sg one wrazliwe na kwasne
warunki procesowe [49,50]. Zdecydowanie mniejsze wymagania 1 relatywnie wigksza
odpornos¢ na inaktywacje wykazuja enzymy pozyskiwane z grzybow (np. Trichoderma
viridea lub Pichia querquum) [51]. Sanchez-Moreno i in. [52] przeprowadzili konwersje¢
ksylozy do kwasu ksylonowego z wykorzystaniem XDH pochodzacej z Gram-ujemnej
bakterii Calulobacter crescentus i w rezultacie procesu realizowanego przez 2 h (pH 8,
25 °C) z 0,22 mM ksylozy uzyskano produkt z wydajnoscig ok. 95%. Dla poréwnania
Ramos i in. [53] przeprowadzili ten sam proces w warunkach optymalnych dla XDH
pozyskanej z grzyba Komagataella phaffii (Pichia pastoris). Enzym byl zdolny do
produkcji 37,1 g/L kwasu ksylonowego, co przetozylto si¢ na efektywnos¢ rowng 0,96 g
produktu na 1 g uzytej ksylozy. Mozna zatem stwierdzi¢, ze niezaleznie od Zrodla
pochodzenia biatka, zapewnienie optymalnych warunkéw procesowych do uzyskania
przez nie pelni aktywnosci katalitycznych pozwala na przeprowadzenie procesow

konwersji ksylozy z wysoka efektywnoscig 1 pozyskanie satysfakcjonujacych ilosci
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kwasu ksylonowego. Biorac pod uwage przedstawione dane nalezy zauwazy¢, ze
zardwno glukoza, jak i1 ksyloza, stanowig niezwykle szeroka i atrakcyjng platforme¢ do
dalszego przetwarzania z wykorzystaniem enzymow, ktorego skutkiem jest mozliwos¢

pozyskania szeregu produktéw o wysokim potencjale aplikacyjnym (rys. 6).

GLUKOZA KSYLOZA

kwas octowy, kwas maslowy
etylen, propylen
glicerol, butanol, etanol

kwas mrowkowy

glikol propylenowy

kwas pirogronianowy

kwas glukonowy

kwas bursztynowy
kwas mlekowy

kwas ksylonowy
2.3-butanodiol
ksylitol
ksylulaza

Rys. 6. Wybrane produkty biokonwersji glukozy i ksylozy do zwiazkow o wysokiej uzytecznosci

Jednym z czynnikéw, ktore wplywaja na ograniczenie aktywno$ci preparatow
stosowanych w trakcie enzymatycznej konwersji sktadnikow biomasy jest powstawanie
w trakcie obrobki wstepnej tzw. inhibitorow, a wigc zwigzkéw chemicznych, ktore moga
zaburza¢ przebieg procesu i1 destabilizowa¢ biatka. Wyrdézni¢ mozna trzy grupy
inhibitorow, ktore maja znaczenie w zaburzaniu proceséw konwersji enzymatycznej i sg
to zwiazki fenolowe, stabe kwasy alifatyczne (kwas octowy, mrowkowy, lewulinowy)
oraz pochodne furanu (furfural, 5-hydroksymetylofurfural). Dziatanie tych zwigzkow ma
negatywny wplyw na zmiany w strukturze btony komoérkowej mikroorganizméw oraz
degradacje i inaktywacje enzymow bioracych udziat w procesach konwersji [54]. Dlatego
tez usuwanie inhibitor6w z mieszanin reakcyjnych po obrobce wstepnej jest powszechne,
a najczgscie] w tym celu wykorzystywane sg: adsorpcja np. na weglu aktywnym,
rozcienczanie, wytracanie lub ekstrakcja tych zwigzkow [55-57]. Alternatywe stanowia
takze metody biologiczne, ktére opieraja si¢ na wykorzystaniu technik inzynierii
genetycznej do projektowania mikroorganizméw odpornych na hamujgce dziatanie
inhibitorow. Jednak wszystkie te metody sa kosztowne, wymagaja uzycia toksycznych
chemikaliow i generujg duzg ilo$¢ odpadow, ktore muszg by¢ nastepnie utylizowane [58].

Jednym z najczesciej wystepujacych inhibitorow jest kwas lewulinowy, ktory
powstaje z heksoz, bedacych sktadnikiem budulcowym hemicelulozy. Znajduje on

szerokie zastosowanie w przemysle jako surowiec w syntezie polimerow, inicjator reakcji
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polimeryzacji czy prekursor w produkcji farmaceutykow. Co wigcej, jego pochodne
moga by¢ stosowane jako elektrolity akumulatorowe, dodatki do paliw, plastyfikatory,
a nawet herbicydy [59]. W wyniku przetwarzania kwasu lewulinowego otrzymywany jest
kwas 4-hydroksywalerianowy, ktory jest obiecujacym dodatkiem poprawiajgcym
biodegradowalno$¢ polimerow, a takze stanowi wazny potprodukt w produkcji paliw
[60]. Warto zauwazy¢, ze synteza kwasu 4-hydroksywalerianowego jest stosunkowo
prosta i polega na uwodornieniu kwasu lewulinowego. Niemniej jednak proces ten
wymaga obecnos$ci drogich zwigzkow metali przej$ciowych, gldwnie rutenu, petnigcych
funkcj¢ katalizatora [61-64]. Ponadto synteza ta wymaga stosowania wysokiej
temperatury i rozpuszczalnikow organicznych, co prowadzi do negatywnego wptywu na
srodowisko, podczas gdy wydajno$ci tego procesu sg stosunkowo niskie.
Alternatywnym rozwigzaniem wydaje si¢ zastosowanie enzymoéw, ktére moga
zapewni¢ wysoka specyficzno$¢ substratowg i wyeliminowac konieczno$¢ stosowania
nieekologicznych czesto bardzo drogich odczynnikéw. Biokatalizatorami, ktore
umozliwiaja ~ efektywng  konwersje = kwasu  lewulinowego do  kwasu
4-hydroksywalerianowego sa dehydrogenaza 3-hydroksymaslanowa
(3HBDH; EC 1.1.1.30) oraz dehydrogenaza semialdehydu bursztynianowego
(SSADH; EC 1.2.1.24), ktorych struktury zostaty przedstawione na rys. 7 [65,66].

Rys. 7. Struktury 3D: a) dehydrogenazy 3-hydroksymaslanowej oraz b) dehydrogenazy semialdehydu

bursztynianowego

Yeon i in. [67] zaprojektowali sze$¢ réznych mutacji SSADH o wysokiej
specyficznosci substratowej w celu przeprowadzenia konwersji kwasu lewulinowego do
kwasu 4-hydroksywalerianowego. Cztery z sze$ciu testowanych enzyméw wykazaty

zadowalajace wiasciwosci katalityczne, podczas gdy jedna z mutacji pozwolita na
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przeprowadzenie konwersji z wydajnoscig 7-krotnie wigksza niz w przypadku bialtek
pochodzacych z dzikiego szczepu. Mozna zatem stwierdzi¢, ze SSADH o specjalnie
zaprojektowanych wlasciwosciach mogg stanowi¢ alternatywe dla zdecydowanie
czesciej wykorzystywanej dehydrogenazy 3-hydroksymaslanowe;.

Nalezy jednak zauwazy¢, ze pomimo wigkszej popularnosci stosowania 3HBDH, po
raz pierwszy wspomniany enzym zostat zastosowany do konwersji kwasu lewulinowego
z roztworu rzeczywistego po obrébce biomasy pochodzacej z odpadow rolniczych,
dopiero w pracy opublikowanej w 2021 przez Moon i in. [68]. W badaniach tych,
w pierwszej kolejnosci otrzymano kwas lewulinowy o stezeniu okoto 25 mM z odpadow
ze slomy ryzowej i kolb kukurydzy, a nastgpnie przeprowadzono jego konwersje
z uzyciem 3HBDH pozyskanej z Alcaligenes faecalis. W konsekwencji, po 10 h procesu
otrzymano 11,32 mM kwasu 4-hydroksywalerianowego, co oznacza, ze efektywnos¢
prowadzonej reakcji nie przekroczyta 50%. Niemniej jednak warto zauwazy¢, ze
w trakcie produkcji substratu z biomasy pozyskano rowniez mrowczany, ktore caty czas
byly obecne w mieszaninie reakcyjnej, co miato negatywny wplyw na aktywno$¢ enzymu
1 przebiegajaca reakcje biokatalityczng. Relatywnie niska wydajno$¢ nie przeszkadza
jednak w stwierdzeniu, ze pozyskanie kwasu 4-hydroksywalerianowego z biomasy jest
mozliwe 1 wydaje si¢, ze po przeprowadzeniu kolejnych testow istnieje mozliwosé
poprawy skutecznosci zaproponowanego systemu enzymatycznego. Na podstawie
zaprezentowanych przyktadow badan mozna zatem wywnioskowaé, ze ciekawa
alternatywa zneutralizowania negatywnego wplywu inhibitorbw na preparaty
enzymatyczne moze by¢ przeksztalcanie ich w zwigzki chemiczne o wysokim potencjale
aplikacyjnym. Takie rozwigzanie umozliwia nie tylko ograniczenie inhibitujacego
dziatania na funkcjonowanie biatek obecnych w uktadzie, ale tez minimalizuje koszty
wynikajace z konieczno$ci ich usunigcia z mieszaniny reakcyjnej.

Zgodnie z aktualnym stanem wiedzy mozna jednoznacznie stwierdzi¢, ze biomasa
jest tatwo dostgpnym surowcem, ktdry z powodzeniem mozna poddac obrébce wstepne;j
oraz enzymatycznej konwersji w tagodnych warunkach procesowych. W konsekwencji
prowadzi to do otrzymania szerokiej gamy produktoéw o znacznym potencjale uzytkowym
z wysoka wydajnos$cig 1 zgodnie z zasadami zielonej chemii. Wydaje si¢, ze biomasa
lignocelulozowa moze stanowi¢ nieskonczone zrodto glukozy, ksylozy i innych cukrow,
ktore sg cenne pod wzglgdem energetycznym, jak rowniez moga by¢ dalej przetwarzane
do warto$ciowych zwigzkoéw chemicznych. Interesujace wydaje si¢ takze poddanie

procesowi konwersji inhibitoréw powstajacych w trakcie przetwarzania biomasy, ktére
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rowniez moga stanowi¢ platform¢ do otrzymania wysoce uzytecznych produktow.
Nalezy podkreslié, ze zastosowanie enzymow na kazdym etapie przetwarzania biomasy
lignocelulozowe;j jest nie tylko juz stosowanym, ale takze ciggle perspektywicznym
rozwigzaniem. Nalezy jednak pamigtac, ze utrata wtasciwosci katalitycznych przez jedno
z biatek moze skutkowaé obnizeniem efektywnosci calego procesu, ze wzgledu na
koniecznosci synergicznego dziatania catego kompleksu enzymatycznego. Dlatego tez
wydaje si¢ niezbednym, aby podejmowac dalsze prace nad opracowywaniem rozwigzan,
ktore umozliwig zachowanie peini aktywnos$ci katalitycznej enzymow i1 przetwarzanie

biomasy z wysoka efektywnoscia.

3.2 Immobilizacja enzyméw — aktualne trendy i kierunki zastosowan

Zastosowanie enzymOw Ww rdéznych obszarach przemystlu, w tym w konwersji
biomasy lignocelulozowej, wydaje si¢ interesujagcym i obiecujagcym rozwigzaniem.
Biokatalizatory sa aktywne w réznych warunkach procesowych, w zaleznosci od
charakterystyki danego bialka, jednak reakcje z ich udzialem mogg by¢ prowadzone
w srodowisku wodnym z wysoka specyficzno$cia, co znaczaco ogranicza powstawanie
produktow ubocznych 1 minimalizuje koniecznos$¢ oczyszczania produktéw koncowych
[69,70]. Dodatkowo rezultaty badan nad reakcjami enzymatycznymi pozwalaja na
stwierdzenie, ze w porownaniu do tradycyjnej katalizy chemicznej, biokatalizatory
cechuja si¢ wysoka chemo-, regio- i enancjoselektywnoscia, jak rowniez nie wymagaja
stosowania toksycznych 1 lotnych rozpuszczalnikéw, co wskazuje na zgodno$é
wspomnianych procesOw z szeroko rozumianymi zasadami zielonej chemii
1 zrownowazonego rozwoju [71,72]. Niemniej jednak nalezy podkresli¢, ze enzymy
charakteryzuja si¢ niskg stabilno$cia, szczegolnie w warunkach temperatury i pH innych
niz optymalne dla danego biatka. Co wigcej, istotnym ograniczeniem w powszechnym
stosowaniu biokatalizatorow jest ich stosunkowo skomplikowany 1 kosztowny recykling,
a w konsekwencji ograniczona mozliwo$¢ ponownego wykorzystania. Ponadto
komercyjna dostgpno$¢ enzymow jest relatywnie niska, podczas gdy koszty ich
uzyskania sg wysokie i czesto wplywaja na rezygnacje z zastosowania tego typu
katalizatorow. Dlatego tez wypracowano kilka rozwigzan, ktore niwelujg negatywny
wpltyw wspomnianych ograniczen stosowania biokatalizatorow, a wsrod nich jednym
z najcze¢scie] wykorzystywanych jest immobilizacja enzymow [73].

Immobilizacj¢ enzymoéw definiuje si¢ jako zwigzanie bialtka z odpowiednio

wyselekcjonowanym materiatem nosnika, co w konsekwencji uniemozliwia swobodne
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poruszanie si¢ enzymu w mieszaninie reakcyjnej. Unieruchomione biatko przyjmuje
zatem posta¢ katalizatora heterogenicznego, co znaczaco ulatwia jego odzysk
i mozliwo$¢ ponownego wykorzystania w kolejnych cyklach reakcyjnych [74].
Dodatkowg zaleta procesu immobilizacji jest jej korzystny wplyw na stabilizacje
struktury biatka, a w konsekwencji na zwigkszenie odpornosci enzymu na inaktywacje
czy denaturacje w trakcie katalizowania procesu w szerokim zakresie temperatury i pH,
jak réwniez w obecnosci substancji inhibitujacych. Co wiecej, unieruchomienie biatek
czesto pozwala na zwigkszenie efektywnosci otrzymywania oczekiwanych produktow,
w poréownaniu do ich natywnych odpowiednikow. Warto réwniez podkreslié, ze
immobilizacja  enzyméw  umozliwia  wydluzenie  czasu  przechowywania
unieruchomionych enzymow, ze wzgledu na fakt, ze biokatalizatory te relatywnie wolnie;j
ulegaja utracie aktywnos$ci. Nalezy rowniez zauwazy¢, ze wprowadzenie opisywanego
rozwigzania pozwala na realizacj¢ proceséw ciagglych i zastosowanie biokatalizatorow
w skali wigkszej niz laboratoryjna. Ten fakt jest niezwykle istotny z aplikacyjnego punktu
widzenia, ze wzgledu na mozliwo$¢ statego dostarczania substratow i odprowadzania

produktow reakcji, co w konsekwencji zwigksza wydajnos¢ reakcji.

Tabela 1. Zalety i wady procesu immobilizacji enzymow

IMMOBILIZACJA ENZYMOW

ZALETY WADY

stabilizacja struktury biokatalizatora wymywanie enzymu z nosnika

relatywnie tatwa separacja systemu
enzymatycznego i mozliwos¢ spadek aktywnosci biokatalizatora
wielokrotnego uzycia

poprawa stabilnosci termicznej,
chemicznej i mechanicznej

potencjalne zmiany strukturalne biatka

mozliwos¢ prowadzenia procesow ograniczona dyfuzja substratow
ciggtych 1 produktow

obnizenie kosztow procesoOw straty enzymoOw w trakcie prowadzenia
enzymatycznych procesu immobilizacji

Nalezy jednak zauwazy¢, ze immobilizacja enzymow moze spowodowaé zmiany
w strukturze biatka i ograniczy¢ jego wilasciwosci katalityczne poprzez wytworzenie
zawady przestrzennej czy tez zwigkszenie oporéw dyfuzyjnych podczas kontaktu migdzy
substratem a miejscem aktywnym biatka [75,76]. Sumarycznie zestawienie zalet 1 wad

procesu immobilizacji enzymow zostato przedstawione w tabeli 1.
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3.2.1 Selekcja nosnika a efektywno$¢ immobilizacji enzymow

Kluczowym etapem przeprowadzenia skutecznej immobilizacji enzymow jest dobor
odpowiedniego nosnika, jak réwniez bezposrednio z tym zwigzana selekcja metody
unieruchomienia [77]. Nalezy podkresli¢, ze niezaleznie od metody osadzania biatek na
nos$niku, istnieje szeroka gama materialow, ktore moga by¢ w tym celu stosowane.
Podczas wyboru no$nika nalezy zwroci¢ uwage na kilka cech, wsréd ktorych powinno
si¢ wyrdzni¢ obecnos$¢ i1 rodzaj grup funkcyjnych na jego powierzchni, wlasciwosci
struktury porowatej, stabilnos$¢ termiczng i chemiczng oraz komercyjng dostepno$é
(rys. 8). Materiat nos$nika powinien charakteryzowac¢ si¢ takze wysoka odpornos$cia
mechaniczng, ktoéra jest niezbgedna do zachowania stabilno$ci uktadu enzymatycznego
[78]. Dodatkowo rozwdj i postep w tworzeniu innowacyjnych no$nikéw o nowych lub
polepszonych wlasciwosciach odgrywa istotng role, ze wzgledu na koniecznos$é
odpowiedniej koordynacji matrycy ze strukturg enzymu i wykazaniem zdolnos$ci do
stabilnego zwigzania biatka. Dlatego tez wazne jest, aby materiat no$nika byt podatny na
modyfikacje, ktore mogg umozliwi¢ jego stosowanie z wykorzystaniem r6znych technik
immobilizacji oraz zapewni¢ stabilne zwigzanie enzymu [79,80]. Dodatkowo niezbgdna
jest wspomniana juz wczesniej obecno$¢ grup funkcyjnych, tj. grupy hydroksylowe czy
aminowe, ktore wykazuja wysoka reaktywnos¢ wobec biomolekul, co pozwala na ich
stabilne zwigzanie 1 zapobiega wymywaniu enzymu w trakcie prowadzonych procesoOw
[81]. Co wigcej, na wybdr nosnika wptywa takze jego nierozpuszczalno$s¢ w medium
reakcyjnym oraz charakter powierzchni wiasciwej 1 wielko$¢ jego poroéw [82].
Doskonatym przyktadem sga nieorganiczne nanoczastki, ktore zapewniaja znaczng
powierzchni¢ wtasciwg dostepng do unieruchomienia biatek, co przektada si¢ na wzrost
skuteczno$ci osadzenia enzymoéw na materiale. Natomiast duza objeto$¢ ich porow
pozwala rdwniez na immobilizacje wewnatrz poréw materiatu [83]. Znaczacy wptyw ma
takze wielko$¢ porow, ktora moze ukierunkowac¢ miejsce zwigzania biatka. Zastosowanie
materiatu o porach mniejszych lub réwnych wielkosci czasteczki enzymu skutkuje jego
unieruchomieniem na zewngtrznej powierzchni materialu, co nastgpnie wptywa na
szybsze wymywanie biatka i jego nizsza ochrong niz w przypadku osadzenia wewnatrz
porow. Natomiast w przypadku zastosowanie nosnika o porach wigkszych od czasteczki
biatka mozliwe jest osadzenie, zaroOwno we wnetrzu, jak 1 na powierzchni materiatu, co

skutkuje skuteczniejsza ochrong biokatalizatora [84].
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Rys. 8. Wilasciwosci materiatow stosowanych jako nos$niki w procesie immobilizacji enzymow

Wigkszo$¢ z wyzej wymienionych wymagan stawianych nosnikom w immobilizacji
enzymoOw spelniaja materialy krzemionkowe. Najistotniejszg zaletg ich stosowania jest
zrbéznicowanie, ktére wynika z mnogosci form wystepowania lub tez mozliwosci
zsyntezowania wielu rodzajow krzemionki o zdefiniowanych, pozadanych
wlasciwos$ciach 1 charakterystyce. Podstawowy podzial materialow krzemionkowych
wynika z réznicy w uporzadkowaniu ich struktury, w konsekwencji czego mozna
wyrozni¢ dwie grupy: krzemionki krystaliczne 1 amorficzne. Co wigcej, nalezy
podkresli¢, ze réznorodno$¢ materiatow krzemionkowych wynika takze z ich cech
fizykochemicznych, morfologicznych i dyspersyjno-strukturalnych, wsréd ktorych
najwazniejsze to ksztalt 1 wielko$¢ czastek, powierzchnia wilasciwa, rozktad poréw
i charakter hydrofilowo-hydrofobowy. Niemniej jednak wszystkie wspomniane materiaty
posiadajg na powierzchni grupy hydroksylowe, co wskazuje na mozliwo$¢ ich stosowania
zarowno w immobilizacji adsorpcyjnej, jak rowniez w unieruchomieniu
z wykorzystaniem wigzan kowalencyjnych. Dodatkowo krzemionka charakteryzuje si¢

dobrze rozwini¢tg powierzchnig witasciwg 1 strukturg porowatg, co przeklada si¢ na

36



wysoka zdolno$¢ sorpcyjng oraz znaczne powinowactwo do osadzenia enzymu na jej
powierzchni i/lub wewnatrz poréw. Co wazne, wlasciwosci strukturalne materialow
krzemionkowych mozna dostosowa¢ do wymagan immobilizowanego enzymu,
poniewaz istnieje mozliwos¢ syntezy krzemionki o okre$lonych wiasciwosciach
struktury porowatej, ktore umozliwiaja unieruchomienie biatka zarowno na powierzchni
materiatu i/lub w jego porach. Ponadto materiaty krzemionkowe charakteryzuje wysoka
odporno$¢ termiczna, chemiczna i mechaniczna [85]. Zatem wydaje sie, ze sa to
argumenty przemawiajace za szerokim zastosowaniem krzemionek w immobilizacji
enzymow, szczegolnie biorgc pod uwage fakt, ze roznorodnos¢ tych materialdéw pozwala
na unieruchomienie szerokiej gamy enzymow i z wykorzystaniem réznych technik.
Osadzanie bialek na materiatach krzemionkowych jest szeroko podejmowanym
tematem. Istnieja zatem interesujace doniesienia literaturowe w tym zakresie,
a jednym z przyktadow moze by¢ praca Alagoz i in. [82]. W badaniach zimmobilizowali
oni dehydrogenaz¢ mleczanowa (LDH; EC 1.1.1.27) na mezoporowatej krzemionce
zmodyfikowanej za pomocag 3-aminopropylotrimetoksysilanu  (APTES) oraz
glutaraldehydu, tak aby mozliwe byto wytworzenie wigzania kowalencyjnego pomi¢dzy
enzymem 1 nos$nikiem. Okreslono wpltyw stezenia modyfikatorow, pH ukladu,
poczatkowego stezenia enzymu oraz czasu immobilizacji na efektywnos$¢ prowadzonego
procesu, a najkorzystniejszymi warunkami okazaty si¢ by¢ odpowiednio:
1% glutaraldehyd, pH 8, 1 mg/mL LDH oraz 120 min trwania procesu. Warto zauwazyc¢,
ze unieruchomiony enzym wykazal wyzsza aktywno$¢ w szerszym zakresie pH
1 temperatury podczas katalizowania procesu utleniania mleczanu do pirogronianu niz
jego wolny odpowiednik, co wskazuje na stabilizacj¢ struktury enzymu i1 poprawe jej
odpornosci na dziatanie czynnikéw denaturujacych. Co wigcej, na podstawie obliczonego
okresu pottrwania, unieruchomiona LDH byta o ponad 30% bardziej stabilna niz natywny
enzym w 25 °C, a dodatkowo z jej udziatem mozliwe bylo przeprowadzenie
14 nastepujacych po sobie cykli reakcyjnych z zachowaniem 80% poczatkowe;j
aktywnosci bialka. Ciekawe badania przedstawili takze Engelmann 1 in. [87], ktérzy
opisali  unieruchomienie  dehydrogenazy alkoholowej (ADH; EC 1.1.1.1)
1 dehydrogenazy mrowczanowe; (FDH; EC 1.2.2.1) na nanokrzemionce
z wykorzystaniem szeregu roéznych metod immobilizacji. Pierwsza z nich bylo
wytworzenie wigzania kowalencyjnego. W tym celu zmodyfikowano no$nik komercyjnie
dostepnymi zywicami ECR309F, ECR204F i ECR206F lub tez zastosowano jako
modyfikator TRISOPERL o wysokiej porowatosci i sferycznej geometrii. Alternatywnie,
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przeprowadzono takze sieciowanie z wykorzystaniem glutaraldehydu i putapkowanie
w alginianie sodu. Najwicksza wydajno$¢ unieruchomiania (ok. 55%), jak réwniez
najwyzszg warto§¢ zachowanej aktywnosci enzymoéw (ok. 70%), uzyskano po
przeprowadzeniu immobilizacji kowalencyjnej z nanokrzemionka funkcjonalizowang
TRISOPERL. Jest to najprawdopodobniej spowodowane rozbudowang strukturg
porowata nosnika, gdyz jego powierzchnia wlasciwa wynosita okoto 750 m?/g. Nalezy
doda¢, ze immobilizowane enzymy wykazaly takze znaczng poprawe wilasciwosci
katalitycznych, w poréwnaniu do ich natywnych odpowiednikéw, co zostato okreslone
na podstawie rezultatow liczby obrotoéw enzymow, definiowanej jako stosunek gramow
wytworzonego produktu do ilosci gramow biokatalizatora uzytego w reakcji. Dla uktadu
z krzemionka funkcjonalizowang TRISOPERL liczba obrotow ADH wyniosta 34,7 g
produktu na 1 g biokatalizatora, natomiast dla FDH byto to 303,1 g/g, podczas gdy wolne
enzymy charakteryzowaty si¢ odpowiednio wartosciami na poziomie 4,3 g/g i1 30,4 g/g.
Zatem na podstawie uzyskanych rezultatow mozna stwierdzi¢, ze immobilizacja biatek
z wykorzystaniem materiatow nanokrzemionkowych oraz odpowiednie zaprojektowanie
procesu unieruchamiania moze mie¢ znaczny i pozytywny wplyw na wlasciwosci
katalityczne enzymow. Potwierdzenie tych obserwacji przynosza wyniki uzyskane przez
Cumana i in. [88]. W ich badaniach dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa
(G6PDH; EC 1.1.1.49) zostata enkapsulowana w Zelu krzemionkowym 1 poddana testom
kinetycznym. Stala Michaelis-Menten (Km) po procesie immobilizacji wyniosta
0,228 mM, podczas gdy dla wolnego enzymu przyjmuje ona warto$¢ 0,181 mM. Ten
rezultat sugeruje, ze enkapsulowane biatko wykazuje mniejsze powinowactwo do
substratu niz jego natywny odpowiednik. Zatem wydaje si¢, ze z kinetycznego punktu
widzenia immobilizacja nie powinna wplynaé korzystnie na poprawe wiasciwosci
katalitycznych bialka, niemniej jednak pierwszy znaczny spadek poczatkowe;j
aktywnosci biatka zauwazono dopiero po 154 dniach od rozpoczecia testu stabilnoSci
w trakcie przechowywania w 25 °C. Wowczas immobilizowana G6PDH zachowata
ok. 80% swojej aktywnosci, podczas gdy natywny enzym stracit catkowicie wlasciwosci
katalityczne po 10 dniach przechowywania, co jest wynikiem gwattownie postepujacej
denaturacji wolnego biatka.

Interesujagcym rozwigzaniem, zwigkszajagcym jednoczes$nie potencjal materialow
krzemionkowych w immobilizacji enzymow wydaje si¢ zastosowanie jako nosnika
materiatu kompozytowego, w ktérym rdzeniem jest magnetyt, natomiast warstwe

zewngtrzng stanowi krzemionka (rys. 9).
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Rys. 9. Struktura materiatu kompozytowego magnetyt-krzemionka, na podstawie [89]

Taki rodzaj materiatu rowniez charakteryzuje si¢ rozwini¢ta powierzchnig wlasciwa
oraz obecnoscig licznych grup funkcyjnych na powierzchni zdolnych do zwigzania
enzymu, jednak jego kluczowa zaletg jest mozliwos¢ tatwego odseparowania systemu
biokatalitycznego z mieszaniny reakcyjnej z uzyciem zewnetrznego pola magnetycznego.
Wykorzystanie wlasciwosci magnetycznych rdzenia z magnetytu w oddzieleniu
immobilizowanych enzymow wigze si¢ bezposrednio z poprawg czystosci produktow
reakcji, jak réwniez z obnizeniem kosztow procesu i mozliwos$cig sprawniejszego
prowadzenia kolejnych cykli katalitycznych [90]. Dlatego tez Zheng i Zhang [91]
przeprowadzili immobilizacj¢ dehydrogenazy glicerolu (GlyDH; EC 1.1.1.6) na
pokrytych krzemionkg nanoczasteczkach magnetytu, ktére dodatkowo zmodyfikowano
APTESem 1 glutaraldehydem, aby mozliwe bylo przylaczenie biatka z wytworzeniem
wigzan kowalencyjnych. Dowiedziono, Ze enzym po immobilizacji zachowat ponad 80%
poczatkowej aktywnosci. Dodatkowo analiza kinetyki enzymatycznej wykazala, ze
unieruchomiona GlyDH oraz jej wolna forma uzyskaty prawie takg samg warto$¢ stalej
Km, zaréwno w kierunku NAD™, jak i glicerolu, co moze sugerowaé, ze osadzenie enzymu
na no$niku nie wplyneto znaczaco na jego powinowactwo wobec substratu. Niemniej
jednak po immobilizacji warto$¢ statej katalitycznej (kcat) zmniejszyta si¢ z 164 1/s do
113 1/s, w poréwnaniu do natywnego enzymu, co moze by¢ wynikiem wystepowania
oporéw dyfuzyjnych w ukladzie reakcyjnym. Pomimo tego, opracowany biokatalizator
charakteryzowat si¢ mniejszg wrazliwo$cig na zmiany pH i temperatury, a nawet wykazat
ponad 5-krotng poprawe stabilnosci termicznej w temperaturze 50 °C. Ponadto

zaproponowano mozliwo$¢ ponownego uzycia immobilizowanego enzymu
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w 10 kolejnych cyklach katalitycznych z niewielka, bo ok. 9-proc. strata poczatkowe;j
aktywnosci. Zatem wydaje sig, ze no$nik zapewnit skuteczng ochrong bialka i stabilizacje
jego struktury, jak rowniez nie doszto do znacznego wymycia enzymu ze wzgledu na
wytworzone wigzania kowalencyjne. Material magnetyt-krzemionka zostal zastosowany
jako nos$nik w procesie unieruchamiania lipazy takze przez Nikoli¢ i in. [92]. Réznice
w przygotowaniu no$nika stanowita jego modyfikacja. Do funkcjonalizacji powierzchni
wykorzystano poli(chlorek diallilodimetyloamoniowy), co oznacza, ze takze w tym
przypadku przeprowadzono immobilizacj¢ kowalencyjng. Unieruchomieniu poddano
lipazg¢ z Candida rugosa (EC 3.1.1.3) z roztworu o wyjsciowym st¢zeniu
0,06 mg/mL, a proces prowadzono przez 2 h w pH 7 i temperaturze otoczenia.
Immobilizowane biatko nie byto podatne na wymywanie w trakcie testow wielokrotnego
wykorzystania, co mozna wywnioskowac na podstawie spadku poczatkowej aktywnosci
enzymu, ktéry wyniost 20% po dziesigtym cyklu reakcyjnym. Co wigcej,
unieruchomiona lipaza charakteryzowata si¢ poprawa stabilnosci termicznej,
w poréwnaniu do jej natywnej formy, zachowujac 30% aktywnosci w 75 °C, podczas gdy
wolny enzym zostal w tej temperaturze catkowicie zdezaktywowany. Podobne rezultaty
osiggnieto przy zmianie pH srodowiska. Immobilizowana lipaza utrzymata ponad 90%
swojej] poczatkowej aktywnosci w pH od 7 do 10, podczas gdy wolny enzym w szerszym
zakresie pH gwaltownie tracit swoje wilasciwo$ci. Zatem unieruchomienie biatka
pozwolito na zwigkszenie stabilnosci termicznej i chemicznej lipazy, jak réwniez
umozliwito jej wykorzystanie w nast¢pujacych po sobie cyklach reakcyjnych.

W celu podkreslenia uniwersalno$ci zastosowania krzemionek jako nos$nikow
w procesie immobilizacji enzyméw, w tabeli 2 zestawiono przyklady systemow
biokatalitycznych wykorzystujacych te materialy do osadzenia biatek z uzyciem ré6znych
technik unieruchomienia. Analiza zaprezentowanych danych pozwala na stwierdzenie, ze
zdecydowanie najczesciej immobilizacja enzymdw odbywa si¢ poprzez tworzenie wigzan
kowalencyjnych pomiedzy powierzchniag nosnika a biatkiem, a w konsekwencji
otrzymane uktady enzymatyczne charakteryzuja si¢ zachowaniem powyzej 80%
poczatkowej aktywnosci biokatalitycznej. Opracowywanie takich systemow jest
mozliwe, ze wzgledu na fakt, ze krzemionka posiada na swojej powierzchni liczne grupy
funkcyjne 1 dodatkowo jest podatna na modyfikacje powszechnie dostgpnymi zwigzkami,
takimi jak APTES czy glutaraldehyd. Co wigcej, zastosowanie wigzania kowalencyjnego
wydaje si¢ potencjalnie dobrym wyborem, ze wzgledu na zapewnienie stabilizacji

struktury biatka przez wielopunktowe przytaczenie do nosnika, jak réwniez ograniczenie
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wymywania w trakcie trwania przemian biokatalitycznych. Niemniej ponad 60-proc.
zachowanie aktywno$ci biokatalitycznej moze zagwarantowaé takze skuteczne
przeprowadzenie  putapkowania lub enkapsulacji z  wykorzystaniem zZelu
krzemionkowego lub immobilizacji adsorpcyjnej przy uzyciu nanokrzemionki, ktora
charakteryzuje si¢ wysoko rozwini¢tg strukturg porowata. Fakt ten dodatkowo podkresla
réznorodno$¢ i uniwersalnos¢ stosowania materialdéw krzemionkowych. Nalezy réwniez
zwroci¢ uwage na to, ze wiekszo$¢ procesdw immobilizacji enzymow moze przebiegac
w warunkach zblizonych do temperatury otoczenia (20-30 °C) i w neutralnym pH.
Niemniej jednak zawsze nalezy wzia¢ pod uwage charakterystyke biatek, ktore moga
wymagac zastosowania obnizonej lub podwyzszonej temperatury czy tez kwasowego lub
zasadowego srodowiska. Rodzaj no$nika ma tez znaczny wptyw na czas trwania procesu
immobilizacji, jak réwniez ilo$¢ enzymu, ktéra moze si¢ z nim zwigza¢. Na przyktad,
proces enkapsulacji przebiega relatywnie szybko, ok. 2 h, w poréwnaniu do immobilizacji
kowalencyjnej, ktéra moze trwa¢ nawet 24 h. Nalezy takze podkresli¢, ze bez wzgledu
na zastosowang metode immobilizacji czy rodzaj nos$nika krzemionkowego procesu
unieruchamiania enzymow ma wplyw na parametry kinetyczne, ktore najcze$ciej
wskazujg na zmniejszenie powinowactwa do substratu, w porownaniu do natywnych
form bialek. Niemniej jednak dane dotyczace liczby obrotéw enzymow wskazuja, ze
immobilizowane biokatalizatory s3 w stanie znacznie wydajniej prowadzi¢ procesu
biokatalityczne niz ich wolne odpowiedniki. Co wigcej, ciekawym rozwigzaniem wydaje
si¢ takze tworzenie materiatbw kompozytowych z magnetytem, szczegolnie
w perspektywie mozliwosci tatwej izolacji biokatalizatora z mieszaniny reakcyjnej, co
w konsekwencji warunkuje pelniejsza kontrole nad prowadzonym procesem oraz
ponowne wykorzystaniem immobilizowanych enzymow. Dlatego tez zasadnym wydaje
si¢ okreslenie krzemionek jako uniwersalnych no$nikéw w procesach immobilizacji

enzymow.
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Tabela 2. Przyktady systemow immobilizowanych enzyméw wraz z warunkami immobilizacji i warto$ciami zachowanej poczatkowej aktywnos$ci oraz parametrami
kinetycznymi. (W — wolny enzym; IM — immobilizowany enzym; Ky, — stata Michaelis-Menten; Vmax — maksymalna szybkos$¢ reakcji, TTN — liczba obrotéw enzymu)

: WARUNKI PARAMTERY ZACHOWANA
ENZYM NOSNIK METODA IMMOBILIZACJI KINETYCZNE AkTYWNos¢  HT-
zel . 0,5 mg/mL; pH 7; 25 °C; ) 0
ksylanaza krzemionkowy adsorpcja 2 h 78% [93]
(W) Km: 0,80 mM
. . . 2 mg/mL; pH 7.4; 4 °C, Vmax: 5,46 U/mg 0
lipaza nanokrzemionka adsorpcja 24 h (IM) Kon: 0,66 mM 60% [94]
Vmax: 3,76 U/mg
dehydrogenaza zel . 3,75 mg/mL; pH 7,5; (W) Kn: 0,23 mM 0
glukozo-6-fosforanowa krzemionkowy enkapsulacja temperatura otoczenia; 1 h  (IM) Kn: 0,18 mM 100% [88]
dehydrogenaza mezoporowata wigzanie . Cn o (W) Km: 1,02 mM 0
mleczanowa krzemionka kowalencyjne 1 mg/mL; pH 8; 40 °C; 2 h (IM) Kin: 0,64 mM 100% [82]
dehydrogenaza . wigzanie 0,5 mg/mL; pH 8; 25 °C; (W) TTN: 4,3 0
alkoholowa nanokrzemionka kowalencyjne 18 h (IM) TTN: 34,7 0% [87]
dehydrogenaza . wigzanie 0,5 mg/mL; pH 8; 25 °C; (W) TTN: 30 0
mrowczanowa nanokrzemionka kowalencyjne 18 h (IM) TTN: 303 0% [87]
mezoporowata wigzanie 1 mg/mL; pH 7,5; 37 °C; ) 0
trypsyna krzemionka kowalencyjne 3 h 40% [95]
dehydrogenaza krzemionka- wigzanie 1 mg/mL; pH 7, (W) Kn: 0,26 mM 80% [91]
glicerolu magnetyt kowalencyjne  temperatura otoczenia; 24 h  (IM) Km: 0,17 mM 0
lipaza krzemionka- wigzanie 0,06 mg/mL; pH 7; 100% [92]
magnetyt kowalencyjne  temperatura otoczenia; 2 h
krzemionka- wigzanie 0,5 mg/mL; pH 7; (W) Kn: 48 mM 0
oksydaza glukozowa magnetyt kowalencyjne  temperatura otoczenia; 1 h  (IM) Kn: 92 mM 100% [96]
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3.2.2 Koimmobilizacja enzymow

Zgodnie z dostepng wiedza, w procesach konwersji biomasy istotng rol¢ odgrywaja
reakcje kaskadowe, ktoére mozna zdefiniowac jako reakcje, w wyniku ktérych otrzymuje
si¢ produkt, bedacy substratem w jednej lub kilku kolejnych, nastepujacych po sobie
reakcjach. Ogromny wpltyw majg takze procesy multienzymatyczne, do ktorych nalezy
zaklasyfikowaé¢ wszystkie systemy reakcyjne, w ktorych kilka enzymow jest
rownoczes$nie stosowanych do katalizy i generowania jednego lub kilku produktow.
Ztozonos¢ takich proceséw stanowi duze wyzwanie dla ukladow enzymatycznych,
poniewaz wigze si¢ z synergicznym dzialaniem wielu biokatalizatoréw o rdznej
charakterystyce. Sprawne przeprowadzenie reakcji kaskadowych czy
multienzymatycznych moze utatwi¢ wczesniejsza koimmobilizacja enzymoéw, ktora
nalezy zdefiniowaé jako przylaczenie dwoch lub wiecej enzymoéw do tego samego

nosnika (rys. 10).
@ ®© o o
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OO . substraty %‘1 %ﬁ? . foimmobilizowane enzymy
A A produkty = — — — _—_ . nosnil

Rys. 10. Schematyczne przedstawienie procesu koimmobilizacji enzymow

Nalezy zauwazy¢, ze takie rozwigzanie prowadzi do jednoczesnego wykorzystania
kilku enzymow, co pozytywnie wplywa na wydajno$¢ reakcji kaskadowych
1 multienzymatycznych, gléwnie ze wzgledu na przesunigcie przebiegu reakcji
w kierunku najbardziej pozadanego produktu [97]. Ponadto z ekonomicznego punktu
widzenia, niezwykle istotny jest fakt, Ze koimmobilizacja enzymow utatwia
przeprowadzenie skomplikowanych procesow wieloetapowych w jednym naczyniu
reakcyjnym. Koimmobilizacja, analogicznie jak immobilizacja, zapewnia wysoka
specyficznos¢ reakcji, jak rdéwniez umozliwia kontrolowanie jej przebiegu,
minimalizujac lub nawet calkowicie eliminujac tzw. lag time. Dzigki zastosowaniu
koimmobilizacji mozliwe jest tez ograniczenie negatywnego wplywu produktow

ubocznych o potencjalnym dziataniu inhibitujagcym na enzymy, poprzez przeksztatcanie
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ich w inne zwiazki [98]. Nalezy jednak podkresli¢, ze przeprowadzenie koimmobilizacji
bialek wiaze si¢ z ograniczeniami w dyfuzji i transferze masy. Kluczowym aspektem dla
wysokiej efektywnosci takich systemow jest rowniez okreslenie najkorzystniejszych
warunkow procesowych, takich jak pH, temperatura, stosunek koimmobilizowanych
enzymoOw oraz ilo$¢ substratéw, co jest zwigzane z jednoczesnym stosowaniem kilku
enzymow o réznych wymaganiach. Brak odpowiednich warunkéw do synergicznego
dziatania wszystkich obecnych w systemie reakcyjnym biatek moze skutkowac
prowadzeniem proceséw z niskg efektywnoscig [99]. Wydaje si¢ ponadto, ze podstawg
tworzenia omawianych systemow jest wlasciwe dopasowanie kinetyczne enzymow, aby
wszystkie prowadzone reakcje przebiegaly z odpowiednig szybkoscia, a ewentualne
waskie gardto (z ang. bottleneck) w procesie byto jasno zdefiniowane i jego wptyw na
wydajno$¢ procesu konwersji zostal maksymalnie ograniczony [100]. Nalezy zauwazy¢,
ze szeroka gama enzymow, jak rowniez ich duza biordznorodnosé¢, pozwalaja spojrzeé
optymistycznie na mozliwosci konstruowania koimmobilizowanych —systemow
enzymatycznych, ktére umozliwig prowadzenie skomplikowanych reakcji kaskadowych
1 multienzymatycznych z wysoka efektywnos$cia, wilaczajac w to procesy konwersji
1 przetwoOrstwa biomasy.

Jednym z przyktadow pary enzymatycznej, ktora moze ze sobg wspotdziata¢ w celu
przeprowadzenia biokonwersji biomasy jest dehydrogenaza ksylozowa z dehydrogenaza
alkoholowa. Oba enzymy przeksztalcaja powszechnie dostgpne substraty (ksylozg,
alkohole, ketony, aldehydy) w produkty o wysokiej uzytecznosci, jak rowniez sg aktywne
w lagodnych 1 podobnych dla obu biokatalizatorow warunkach procesowych
(temperatura otoczenia, pH 7). Niemniej jednak konieczne jest wprowadzenie do systemu
reakcyjnego odpowiedniej ilosci substratu dla obu bialek oraz zrownowazenie szybkosci
obu reakcji, co jest mozliwe ze wzgledu na szeroka réznorodno$¢ zrodet pozyskiwania
dehydrogenazy alkoholowej. Wynika to z faktu, ze w zaleznosci od pochodzenia tego
enzymu parametry kinetyczne ADH mogg si¢ znacznie r6zni¢. Dlatego tez mozliwe jest
odpowiednie dobranie dehydrogenazy alkoholowej, ktora bedzie si¢ charakteryzowad
stata Michaelis-Menten zblizong do warto$ci tego parametru dla XDH [101]. Co wiecej,
nalezy takze okresli¢ wptyw substratow, takich jak formaldehyd, na strukture i aktywnos$¢
enzymOw, a nastgpnie wprowadzi¢ skuteczng ochrong biokatalizatoréw przed
potencjalng deformacja lub inaktywacja [102]. Przyktad pary enzymatycznej poddanej
koimmobilizacji zaproponowali takze Li i in. [103], ktoérzy unieruchomili reduktaze

enanianowg (ER; EC 1.3.1.31) i dehydrogenaz¢ glukozowa z wykorzystaniem dwoch
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réznych metod. Pierwsza z nich byto wytworzenie agregatow CLEA (z ang. cross-linked
enzyme aggregates), a jako czynnika stracajacego uzyto siarczanu(VI) amonu, podczas
gdy srodkiem sieciujagcym byt utleniony dekstran. Natomiast druga zastosowang technikg
byta immobilizacja biomimetyczna, ktéra pozwolita na otrzymanie w jednoetapowym
procesie, z udziatem kwasu krzemowego jako prekursora, systemow
ER-GDH-krzemionka. Wydajnos¢ obu zaproponowanych procesow przekroczyta 90%,
a otrzymane uktady biokatalityczne charakteryzowaly si¢ zwickszong stabilnoscig
chemiczng i odporno$cig na zmiany pH, w porownaniu do natywnych form enzymow.
Ponadto nalezy podkresli¢, ze dla uktadu ER-GDH-CLEA odnotowano zachowanie
100-proc. aktywnosci biokatalitycznej przez 14 kolejnych cykli katalitycznych, podczas
gdy uktad ER-GDH-krzemionka pozwolit na przeprowadzenie tej samej liczby cykli
z aktywno$cig na poziomie 60%. Roéznice te moga wynika¢ z faktu, ze uktad
ER-GDH-CLEA wykazal wigksza stabilnos¢, w poroéwnaniu do sSystemu
ER-GDH-krzemionka, co jest zwigzane z nizsza podatnoscig tak przygotowanego
enzymu na inaktywacje 1 wynika z zastosowania sieciowania jako metody immobilizacji.
Dodatkowo dokonujac analizy parametrow kinetycznych procesu wykazano, ze uktad
ER-GDH-CLEA charakteryzuje si¢ wigkszym powinowactwem do substratu i wigksza
maksymalng szybkoscig reakcji (Vmax) niz system z krzemionka, poniewaz Km I Vimax dla
tego systemu wynosity odpowiednio 3,9 mM 1 3,6 pM/min, podczas gdy te same
parametry dla ER w ukladzie ER-GDH-krzemionka przyjety wartosci 1,8 mM
1 24,4 uM/min. Godnymi uwagi sg takze badania zrealizowane przez Sole 1 in. [104],
ktorzy przeprowadzili koimmobilizacje cytochromu P450 (EC 1.14.14.154), ktory
katalizuje reakcj¢ hydroksylowania, wraz z dehydrogenaza glukozowa, ktora bardzo
czesto jest stosowana jako sprzezony enzym w uktadach regeneracji kofaktorow.
Poczatkowo przeprowadzono zaawansowane testy potencjalnych naturalnych no$nikow,
aby ostatecznie wybra¢ kilka agaroz, ktore zostaly sfunkcjonalizowane grupami
epoksydowymi, aminowymi i aldehydowymi, a nastgpnic zastosowane
w koimmobilizacji wspomnianych enzymow. W trakcie prac optymalizacji poddano
warunki procesowe dla uzyskania jak najwyzszych efektywnosci immobilizacji 1 wartosci
zachowanej aktywnosci. Uzycie epoksy-agarozy, jako no$nika, pozwolito na zachowanie
odpowiednio 83% 1 20% poczatkowej aktywnosci przez P450 1 GDH. Zdecydowanie
nizsze warto$ci zachowanej aktywnosci wykazaly enzymy dla ukladu
Z amino-agaroza, poniewaz wynosity one odpowiednio 28% (P450) i 25% (GDH). Z kolei

w przypadku zastosowania aldehyd-agarozy mozliwe byto zachowanie 100-proc.
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aktywnos$ci obu koimmobilizowanych biatek. Wynika to z faktu, ze w trakcie osadzania
enzymu prowadzonego w 45 °C enzymy wykazal wysokie powinowactwo do zwigzania
Z tym materialem nos$nika, ze wzgledu na znaczng reaktywnos$¢ grup aldehydowych
wzgledem aminowych grup funkcyjnych enzymu. Ponadto po przeprowadzeniu
procesOw z wykorzystaniem opracowanych systemow biokatalitycznych okreslono
mozliwo$¢ ich wielokrotnego uzycia. Wszystkie z zaproponowanych uktadéw wykazaty
zachowanie poczatkowej aktywno$ci na poziomie 80% po 5 cyklach reakcyjnych, co
wskazuje na wytworzenie stabilnych uktadow oraz znikome wymycie enzymu z no$nika.
Zatem wydaje si¢, ze koimmobilizacja biatek moze by¢ prowadzona z wykorzystaniem
szerokiej gamy materiatlow oraz metod unieruchomienia, a w konsekwencji mozliwe jest
uzyskanie uktadow enzymatycznych zdolnych do skutecznego dziatania oraz
charakteryzujacych si¢ zachowaniem relatywnie wysokich aktywnosci.

Nalezy jednak zauwazy¢, ze wraz ze wzrostem zainteresowania procesem
koimmobilizacji biatek ciggtemu rozwojowi ulegaja takze potencjalne materiaty
stosowane jako nos$niki. Interesujagcym przykladem w tym wzgledzie wydaje si¢ idea
zastosowania enzymatycznych reaktorow membranowych, ktorych dziatanie polega na
prowadzeniu procesow biokonwersji potagczonych z separacjg membranowa sktadnikow
mieszaniny. Wykorzystanie enzymatycznych reaktor6w membranowych ma znaczacy
potencjat aplikacyjny, szczegdlnie w perspektywie zastosowan w skali przemystowe;.
Dzieje¢ si¢ tak ze wzgledu na obnizenie kosztéw procesu oraz zwickszenie ich
efektywnosci, co wynika z mozliwosci fatwej regeneracji membrany oraz uzyskania
produktow o wysokiej czystosci [105,106]. W enzymatycznych reaktorach
membranowych procesy biokatalityczne moga by¢ prowadzone w dwdch konfiguracjach.
Pierwsza z nich jest wprowadzenie biatka (w formie wolnej lub immobilizowanej) do
mieszaniny reakcyjnej, a wigc reakcja przebiega w calej przestrzeni reaktora, podczas
gdy membrana odpowiada wytgcznie za separacj¢ produktow procesu. Natomiast innym
rozwigzaniem jest zastosowanie membrany jako no$nika w koimmobilizacji enzymow.
W takim przypadku membrana odpowiada za petnienie dwoch funkcji, z ktérych jedng
jest skuteczne zwigzanie czasteczek enzymow, tak aby zapewni¢ im odpowiednia
ochrong 1 stabilizacj¢ z réwnoczesnym zachowaniem wysokiej aktywnosci.
Unieruchomienie biatek moze przebiegaé z wykorzystaniem metod chemicznych, ktore
oznaczaja wytworzenie pomi¢dzy enzymem a membrang wigzan kowalencyjnych, badz
tez z uzyciem technik fizycznych, polegajacych na osadzeniu biokatalizatora na

powierzchni i/lub w porach membrany, w wyniku dziatania oddzialywan
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elektrostatycznych, adsorpcyjnych i/lub hydrofobowych. Powoduje to powstanie
membrany biokatalitycznej, ktora moze stanowi¢ zloze aktywne w EMR (rys. 11).
Roéwnie istotna jest takze druga funkcja membrany, ktora zaktada, ze poza funkcjg
katalityczng, membrana stanowi takze selektywng bariere, ktora umozliwia skuteczne
rozdzielenie powstatych w trakcie procesu produktow od nieprzereagowanych
substratow oraz innych substancji obecnych w uktadzie. Sita napedowa, ktéora umozliwia
rozdzial sktadnikow w enzymatycznych reaktorach membranowych moze by¢ ci$nienie,

potencjat chemiczny i/lub pole elektryczne [107,108].

NIEPRZEREAGOWANE
SUBSTRATY

PRODUKTY
O WYSOKIEJ
CZYSTOSCI

——smembrana

Rys. 11. Schematyczne przedstawienie enzymatycznego reaktora membranowego z enzymami

koimmobilizowanymi na membranie

W zrealizowanych badaniach Gebreyohannes i in. [109] opracowano bioreaktor
membranowy, ktory wykorzystano do zwiekszenia wydajnosci proceséw konwersji
celulozy i1 usuwania powstajacych w czasie reakcji zanieczyszczen. Na polimerowej
membranie z  osadzonymi  wcze$niej  nanoczgsteczkami = magnetycznymi
koimmobilizowano endo-glukanaze i f-glukozydaze z wykorzystaniem zewnetrznego
pola magnetycznego. Konsekwencja uzycia tak przygotowanej membrany byl 50-proc.
wzrost wydajnosci prowadzonych procesow, w poréwnaniu do konwersji prowadzone;]
w reaktorach okresowych z udziatem wolnych enzymow. Dodatkowo zaprezentowane
rozwigzanie ma ogromng zalete w postaci sprawnej separacji powstajacego produktu, co
w konsekwencji ogranicza jego inhibitujagcy wplyw na stosowane enzymy. Réwniez
potrzeba czyszczenia membrany jest ograniczona, ze wzgledu na zmniejszong ilo$é
zanieczyszczen osadzajacych sie¢ na membranie, co jest konsekwencja wysycenia miejsc
zdolnych do wigzania zanieczyszczen przez koimmobilizowane enzymy. Niezwykle
interesujgce zastosowanie enzymatycznych reaktorow membranowych zaproponowali
takze Luo 1 in. [110], ktorzy unieruchomili trzy enzymy na polimerowej membranie
z wykorzystaniem filtracji ci$nieniowej. Unieruchomione dehydrogenaz¢ mrowczanowa,
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dehydrogenazg formaldehydowa (FaldDH; EC 1.2.1.46) i dehydrogenaze alkoholowa
badano pod katem efektywnos$ci procesu produkcji metanolu z CO2. Dowiedziono, ze
zastosowana technika koimmobilizacji pozwolita na zachowanie pelni aktywnos$ci
katalitycznej wszystkich osadzonych biatek. Dodatkowo po koimmobilizacji
przepuszczalno$¢ membrany zmniejszyta si¢ o ponad 90%, w pordwnaniu do czystego
materialu, podczas gdy wydajno$¢ osadzania enzymu wyniosta okoto 65%. Moze to
sugerowa¢ unieruchomienie bialek nie tylko na powierzchni membrany, ale przede
wszystkim w jej porach, co znaczgco wplywa na zachowanie stabilnosci
zaproponowanego ukltadu enzymatycznego, ze wzgledu na zapewnienie wysokiej
ochrony biatek oraz zminimalizowanie ich wymywania w trakcie prowadzonych
procesow. Co ciekawe, wolne enzymy pozwolity na wyprodukowanie do 0,15 mM
metanolu w trakcie 10 cykli katalitycznych, podczas gdy unieruchomione biatka w trakcie
analogicznych testow umozliwily uzyskanie do 0,25 mM alkoholu. Zatem przedstawione
rezultaty badan potwierdzaja zasadnos$¢ stosowania enzymow koimmobilizowanych na
membranie, szczegdlnie w perspektywie ich aplikacji w konwersji sktadnikéw biomasy,
a wiec procesach, podczas ktorych powstaje znaczna ilo$¢ produktow mogacych
negatywnie wplywaé na aktywno$¢ stosowanych biokatalizatorow 1 w konsekwencji
powodujacych obnizenie wydajnosci prowadzonych przemian.

W tabeli 3, celem podkreslenia funkcjonalnosci opisanego rozwiagzana, zestawiono
przyktadowe systemy koimmobilizowanych enzymoéw, ktore powstaly z uzyciem
réznych no$nikow, takich jak materiaty nieorganiczne, polimerowe lub membrany
filtracyjne. Co wiegcej, wsrod zaprezentowanych przyktadéw mozna zauwazy¢ takze
réznorodno$¢ stosowanych metod unieruchomienia biatek, co przelozyto si¢ na
osiggnigte przez uklady enzymatyczne wydajnos$ci prowadzonych przemian. Warto
zauwazy¢ znaczng roéznicg pomiedzy efektywno$ciami proceséw z udziatem enzymow
koimmobilizowanych adsorpcyjnie 1 z wykorzystaniem wigzania kowalencyjnego.
Systemy biokatalityczne oparte na adsorpcji wykazaly skuteczno$¢ powyzej 70%
w katalizowanych przez nie reakcjach. Natomiast enzymy zwigzane z uzyciem wigzania
kowalencyjnego, bez wzgledu na stosowany nos$nik, umozliwity przeprowadzenie
proceséw z wydajnoscig na poziomie ok. 100%. Zatem wydaje si¢, ze w tym przypadku
duze znaczenie odgrywa stabilnos¢ zwigzania biatka i sita wytworzonych oddziatywan,
ktére wplywaja na zachowanie aktywnosci biokatalizatorow i ich wymywanie z no$nika.
Dodatkowo nalezy zauwazy¢, ze nie wykazano wyraznego zwigzku pomigdzy

stosowanym no$nikiem czy tez sposobem osadzenia enzyméw, a najkorzystniejszymi
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warunkami prowadzenia procesu koimmobilizacji. Wydaje si¢, ze zarowno optymalna
temperatura, jak i pH $rodowiska sa w pelni zalezne od obecnych w ukladzie
biokatalizatorow. Niemniej jednak nalezy zauwazy¢, ze wybor metody koimmobilizacji
ma Wplyw na czas trwania procesu. Na przyktad zastosowanie enkapsulacji pozwala na
przeprowadzenie relatywnie szybkiego (<1 h) unieruchomienia enzymoéw, ktore
nastepnie sg zdolne do katalizowania przemian z wysoka wydajnos$cia.

Analiza przedstawionych danych wskazuje, ze koimmobilizacja enzyméw jest
niezwykle ciekawym rozwigzaniem, ktore umozliwia prowadzenie skomplikowanych
i wieloetapowych reakcji biokatalitycznych z roéwnoczesnym otrzymywaniem
stosunkowo drogich produktéw w tanszy i umozliwiajacy petniejsza kontrole procesowa
sposob. Kluczowym aspektem wydaje si¢ jednak optymalizacja warunkéw
koimmobilizacji, jak roéwniez procesu biokonwersji, pod katem wszystkich
zaangazowanych w prowadzenie przemian enzymow, tak aby mozliwe byto wytworzenie
uktadoéw charakteryzujacych si¢ stabilno$cig chemiczng i termiczng, a ponadto zdolnych
do zachowania wysokiej aktywnosci oraz ponownego ich wykorzystania w kolejnych
cyklach reakcyjnych. Nalezy rowniez podkresli¢ zalety wynikajace z zastosowania biatek
unieruchomionych na membranie, co jest niezwykle istotnym rozwigzaniem podczas
procesOw kaskadowych czy multienzymatycznych, ze wzgledu na mozliwo$¢ separacji
produktow w trakcie prowadzenia tych procesow i uzyskanie zwigzkdw chemicznych
0 wysokiej czystosci. Niemniej jednak w przypadku tych proceséw istotne jest
uwzglednienie rodzaju sity napedowej, ktora umozliwia osadzenie bialek na membranie,
w szczegblnosci roznych wartosci ci$nienia podczas unieruchamiania filtracyjnego.
Zatem wydaje si¢, ze na podstawie przedstawionych danych literaturowych mozna
stwierdzi¢, ze koimmobilizacja enzymow z wykorzystaniem réznych rodzajow nosnikoéw
1 metod unieruchomienia umozliwia wydajne przeprowadzenie proceséOw kaskadowych
1 multienzymatycznych, a jej potencjat aplikacyjny powinien by¢ rozwijany 1 testowany

w trakcie badan nad m.in. enzymatyczng konwersjg sktadnikow biomasy.
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Tabela 3. Przyktady systemow koimmobilizowanych enzymow wraz z ich podstawowg charakterystyka i warunkami koimmobilizacji

WYDAJNOSC
ENZYM NOSNIK METODA KOII\\/INI\/IA(;%JIII\I_IFZIACJI PROCESU LIT.
KONWERSJI
endo-glukanaza (E-G) membrana adsorpcja E-G: 2,5 mg/mL; B-G: 75% (E-G) [109]
S-glukozydaza (5-G) z poli(difluorku 2,5 mg/mL; pH 4,8; 75% (5-G)
winylu) temperatura otoczenia; 10 h
z nanoczastkami
magnetycznymi
dehydrogenaza mrowczanowa ultrafiltracyjna adsorpcja FAD: 10 uL/mL; FaldD: 70% (dla [110]
(FAD) membrana 0,1 mg/mL; ADH: 0,15 wszystkich
dehydrogenaza formaldehydowa polimerowa mg/mL; pH 7; temperatura enzymow)
(FaldDH) otoczenia; do zebrania
dehydrogenaza alkoholowa (ADH) calo$ci permeatu
oksydaza cholinowa (COx) membrana adsorpcja COx: 1 U/uL; HRP: 1 U/uL; 97% (COx) [111]
peroksydaza chrzanowa (HRP) z nanotlenku cynku pH 7,4; temperatura 97% (HRP)
otoczenia; 2 h
ketoreduktaza (KR) poli(alkohol enkapsulacja KR: 4,84 mg/g; GDH: 0,19 99% (KR) [112]
dehydrogenaza glukozowa (GDH)  winylowy) mg/g; pH 6,5; 40 °C; 5 min
reduktaza enanianowa (ER) agregaty z dekstranu CLEA ER: 7,33 U/mL; GDH: 100% (ER) [103]
dehydrogenaza glukozowa (GDH) 33,3 U/mL; pH 7,5; 4 °C; 1
h
reduktaza enanianowa (ER) nanokrzemionka immobilizacja ER: 7,77 U/mL; GDH: 100% (ER) [103]
dehydrogenaza glukozowa (GDH) biomimetyczna 27,8U/mL; pH7;4°C;3 h
syntetaza glutationowa (GS) mezoporowata putapkowanie GS: 2 mg/mL; PPK: 83% (GS) [113]
kinaza polifosforanowa (PPK) krzemionka 1 mg/mL; pH 8; temperatura 75% (PPK)
otoczenia; 10 h
cytochrom P450 (P450) agaroza wigzanie P450: 1,8 U/g; GDH: 100% (P450) [104]
dehydrogenaza glukozowa (GDH) kowalencyjne 0,8 U/g; pH 8;45°C; 1 h 100% (GDH)
oksydaza NADPH (NOx) makroporowata wigzanie NOx: 14,1 U/mg; GDH: 98% (NOXx) [114]
dehydrogenaza glukozowa (GDH)  zywica kowalencyjne 8,3 U/mg; pH 7;25°C, 10 h 100% (GDH)
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3.3 Kofaktory enzymatyczne

Kofaktory s3a zwigzkami chemicznymi, ktoérg sg niezbedne do prawidlowego
funkcjonowania enzymow 1 osiggnigcia przez nie pelni zdolnosci biokatalityczne;.
Kofaktory moga wystepowa¢ w postaci tworzonego z biatkiem kompleksu, jak
w przypadku wigkszosci oksydoreduktaz, badz tez moga uczestniczyé w reakcji
katalitycznej w postaci wolnej. Warto podkresli¢, ze kofaktory enzymatyczne to
zazwyczaj zwigzki niebiatkowe, ktore zapewniajg integralnos$¢ struktur biatkowych.
W zdecydowanej wigkszosci sg to jony metali czy tez zwigzki nukleotydowe lub
dinukleotydowe [115]. Nalezy zaznaczy¢, ze mimo znacznego wptywu kofaktorow na
przebieg reakcji katalitycznych, nie sa one uznawane za substraty, a tylko wspomagaja
transport elektronéw lub grup funkcyjnych w trakcie przebiegajacych proceséw [116].
Kofaktory enzymatyczne mozna podzieli¢ na dwie grupy, wsrod ktérych nalezy
wymieni¢ koenzymy i grupy prostetyczne. Koenzymy definiuje si¢ jako zwiazki, ktore
facza si¢ z apoenzymem tylko w trakcie trwania reakcji i przenosza grupy chemiczne
pomiegdzy reagentami. Natomiast grupy prostetyczne sg trwale zwigzane z enzymem,
stanowig jego integralng cze$é i zazwyczaj s3 to jony (Zn?*, Cu®") lub czasteczki
organiczne (np. hem). Zatem za najwazniejszg roznic¢ nalezy uznac fakt, ze koenzymy
sg niestabilnie 1 niekowalencyjnie zwigzane z biatkiem, co skutkuje mozliwoscig fatwego
ich oddzielenia od enzymu, bez wplywu na jego strukture czy denaturacje, podczas gdy
grupy prostetyczne tworza z biomolekutami trwale zwigzane kompleksy [117]. Warto
podkresli¢, ze kofaktory petnig istotng role w funkcjonowaniu wszystkich grup enzymow,
z wyjatkiem hydrolaz, ktore nie wymagaja ich obecnosci do osiggnig¢cia najwyzszej
aktywnosci. W reakcjach z udzialem oksydoreduktaz najczesciej wykorzystywanymi
kofaktorami sg dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (NAD), fosforan dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego (NADP), mononukleotyd flawinowy (FMN) i dinukleotyd
flawinoadeninowy (FAD), zarowno w postaci zredukowanej, jak 1 utlenionej.
Wspomniane kofaktory sg szeroko stosowane ze wzgledu na ich skuteczno$¢ w transferze
elektronow w reakcjach oksydacyjno-redukcyjnych [118]. Wraz z transferazami
najskuteczniej dziatajg trifosforan adenozyny (ATP), koenzym A (CoA) i kwas
tetrahydrofoliowy (THFA). Natomiast liazy, izomerazy i ligazy w trakcie reakcji
biokatalitycznych wspoétpracuja z pirofosforanem tiaminy, fosforanem pirydoksalu
I koenzymem A. Szeroka gama wykorzystywanych kofaktoréw enzymatycznych

(rys. 12) wynika bezposrednio z charakterystyki i struktury biatek, ktore wymagaja
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przeniesienia okre§lonych grup funkcyjnych, prowadzenia konkretnych reakcji lub

wywolania wskazanych zmian w izomeryzacji czasteczki [119].
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Rys. 12. Struktury najpowszechniej stosowanych kofaktoré6w enzymatycznych:
a) NAD, b) NADP, ¢) FMN, d) FAD i e) CoA

Jak wspomniano powyzej, w roli kofaktora w reakcjach z udziatem oksydoreduktaz
najczesciej udziatl bierze jedna z dwoch form dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego
(utleniona badz zredukowana), w postaci akceptora lub donora elektronéow [120]. Na
strukture NAD sktadajg si¢ dwa nukleozydy potaczone pirofosforanem. Kazdy nukleozyd
zawiera pierscien rybozy, niemniej jednak jeden z nich posiada adening przytaczong do
pierwszego atomu wegla (pozycja C1'), natomiast w drugim w tej pozycji znajduje si¢

nikotynoamid. NAD wystepuje w dwoch formach: utlenionej (NAD™) i zredukowanej
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(NADH). Podczas reakcji z udzialem tego kofaktora powstaje para elektronow
wodorkowych, z ktorych jeden elektron zostaje przeniesiony na dodatnio natadowany
azot w pierscieniu nikotynoamidowym formy NAD®, podczas gdy drugi na atom wegla
naprzeciwko tego azotu, co z kolei pozwala na produkcje zredukowanego NADH.
Wszystkie zmiany struktury kofaktora z udzialem elektrondw zachodza w obrebie
pierScienia pirydynowego. Reakcja ta jest tatwo odwracalna, co oznacza, ze
w odpowiednich warunkach procesowych i w obecnosci czynnikow regenerujgcych NAD
moze stale zmienia¢ forme w trakcie trwania procesu, bez rownoczesnego wyczerpania
tego zwiazku [121,122]. Podobnie jak NAD, fosforan dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego jest biologicznym no$nikiem elektronow, zdolnym do ich
przyjmowania i oddawania. Struktura NADP rozni si¢ od NAD obecno$cia grupy
fosforanowej w pozycji C2' rybozy nukleotydu adeninowego. Analogicznie réwniez
czasteczka fosforanu dinukleotydu nikotynamidoadeninowego wystepuje w dwoch
postaciach: zredukowanej (NADPH) i utlenionej (NADP*) oraz podobnie jak
w przypadku NAD, wszystkie zmiany w strukturze tego zwigzku, podczas przejscia
z jednej formy w druga, zachodza w obrebie pierscienia pirydynowego [123].

Nalezy zaznaczy¢, ze koniecznos¢ stosowania kofaktorow w procesach
biokatalitycznych w stechiometrycznych ilosciach znaczaco wptywa na wzrost kosztow
prowadzonych reakcji, jak rowniez powoduje konieczno$¢ dodawania kolejnych porcji
tych zwiazkéw, ze wzgledu na fakt, ze ulegaja one wyczerpaniu. Dlatego tez jednym
z czynnikOw ograniczajagcych stosowanie oksydoreduktaz jako biokatalizatorow
w procesach realizowanych na skale przemystowg jest wtasnie konieczno$¢ stosowania
znacznych ilo$ci kofaktoréw. Niemniej jednak rosnace zainteresowanie wykorzystaniem
tych enzymoéw spowodowato potrzebe opracowania nowych i wydajnych systemow,
ktore beda uwzglednialy mozliwos$¢ regeneracji kofaktoréw, a w konsekwencji takze
obnizenie dodatkowych kosztéw procesu [124].

Co niezwykle istotne, proponowana metoda regeneracji powinna by¢ korzystna
kinetycznie, tak aby nie byto konkurencji pomiedzy czasteczka produktu gtownej reake;i,
a innymi produktami ubocznymi powstajacymi w ukladzie reakcyjnym [125].
Dodatkowo proces regenerujacy nie moze utrudnia¢ izolacji produktu koncowego,
znaczaco zwieksza¢ kosztow prowadzonych przemian, jak roéwniez powinien
wykorzystywac tatwo dostepne reagenty. Ponadto zwiazki uzyte do regeneracji kofaktora
musza by¢ niereaktywne wobec innych sktadnikow mieszaniny reakcyjnej oraz gtownych

produktow konwersji [126,127]. Aktualnie istniejg trzy glowne metody regeneracji
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kofaktorow, tj. chemiczne, elektrochemiczne i enzymatyczne, a ich wady i zalety zostaty

sumarycznie zestawione w tabeli 4.

Tabela 4. Zalety i wady r6znych metod regeneracji kofaktora enzymatycznego

METODY
REGENERACJI ZALETY WADY
brak produktéw ubocznych, niska selektywno$¢,
Chemiczne relatywnie tanie, toksyczne reagenty,

komercyjnie dostepne odczynniki emisja zanieczyszczen
niska selektywnos¢,
fouling elektrod,
skomplikowana aparatura

odnawialna energia elektryczna,

Elektrochemiczne brak produktéw ubocznych

wysoka selektywnos¢, niska stabilno$¢ enzymu,
Enzymatyczne przyjazne srodowisku, stosunkowo wysoki koszt,
fatwa kontrola procesu separacja produktow

Chemiczne metody regeneracji kofaktora polegaja na wprowadzeniu do uktadu
reakcyjnego dodatkowego reagenta, ktory odpowiada za przeniesienie elektronow
z jednej postaci kofaktora do drugiej. Najwazniejszym kryterium przy doborze tego
zwigzku chemicznego jest odwracalne wigzanie si¢ z kofaktorem oraz zachowanie
jednorodnosci $rodowiska reakcji [128]. Wsrdd przyktadow stosowanych substancji
mozna wymieni¢ mononukleotyd flawinowy czy mediatory o-chinoidowe, tj. tris-(1,10-
fenantrolina-5,6-dion) rutenu(ll) lub kompleksy pentametylocyklopentadienylowe
rodu(IIl) [129,130]. Warto podkresli¢, ze chemiczne metody regeneracji sg stosunkowo
tanie, nie generuja produktow ubocznych i1 mozna je tatwo monitorowac. Sposrod
wszystkich znanych metod sg najprostsze do przeprowadzenia, jednak wprowadzenie
dodatkowych substancji chemicznych do ukladu reakcyjnego moze stwarzaé ryzyko
inaktywacji lub denaturacji enzyméw. Nalezy takze dodaé, ze istotng role w ocenie
metody regeneracji odgrywa liczba obrotow kofaktora (z ang. total turnover number;
TTN), ktora jest definiowana jako catkowita ilo§¢ moli produktu uzyskanego w obecnos$ci
jednego mola kofaktora. W przypadku chemicznych technik recyklingu kofaktora TTN
jest stosunkowo niska, poniewaz jej warto$¢ nie przekracza 100 [131].

Dodatkowe substancje nie sg natomiast wprowadzane do uktadu reakcyjnego
w przypadku wykorzystania elektrochemicznych metod regeneracji kofaktora.
Wspomniane techniki opieraja si¢ na reakcjach utleniania i redukcji przy zastosowaniu
zewngtrznego zrodta pradu, co zapewnia latwy transport elektronow. Istotne znaczenie

w skutecznosci tych metod ma dobor odpowiedniego materiatu elektrody oraz potencjatu
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uzytego w trakcie procesu. Odpowiedni wyboér znaczaco wpltywa na minimalizacje
osadzania zanieczyszczen na powierzchni elektrody, jak rowniez efektywno$¢ procesu
regeneracji kofaktora. Dla formy utlenionej NAD standardowy potencjal redukcyjny
przyjmuje wartos¢ -0,32 V, co skutkuje tym, ze w przypadku przylozenia nizszego
potencjatu, NAD" ulegnie szybkiej redukcji, podczas gdy wyzsza warto$¢ powinna
umozliwi¢ przeprowadzenie utleniania NADH. Niezwykle wazny jest takze odpowiedni
dobor materiatu elektrodowego, o preferowanych wiasciwosciach morfologicznych
1 rozwinigtej powierzchni wiasciwej. Jako material katodowy najczesciej
wykorzystywany jest amalgamat glinu, srebra, ztota lub grafit. Natomiast w przypadku
materialu anodowego zastosowanie znajduje tlenek cyny(IV) lub platyna [132-136].
W jednej ze swoich prac Ali i in. [137] zaproponowali przeprowadzenie regeneracji
NADH z wykorzystaniem niezmodyfikowanych elektrod tytanowych, niklowych,
kadmowych i kobaltowych, pracujacych przy niskiej warto$ci potencjalu katody,
wynoszacej -0,8 V. Warto zauwazy¢, ze kazdy z zaproponowanych uktadow umozliwiat
regeneracjc NADH z wydajnoscia ponad 80%. Wydaje si¢ zatem, Ze regeneracja
elektrochemiczna powinna by¢ prosta, tania i tatwa do kontrolowania. Jednak w praktyce
czesto wystepuje zjawisko zanieczyszczenia elektrod 1 osadzania si¢ na nich sktadnikow
mieszaniny reakcyjnej, co powoduje znaczne ograniczenia w funkcjonowaniu elektrod
i wymusza ich czyszczenie przy uzyciu wysokich potencjatow [127].

W poréwnaniu do metod chemicznych i elektrochemicznych, techniki enzymatyczne
wykazuja wysoka wydajnos¢, a liczba TTN jest rzedu setek do tysigcy, co przektada si¢
na szczegodlnie wysoka selektywnos$¢ i efektywnos¢ w regeneracji kofaktora [138].
W wigkszosci przypadkéw metody enzymatycznego recyklingu kofaktora opierajg si¢ na
wprowadzeniu do uktadu reakcyjnego dodatkowego enzymu, tak zwanego enzymu
sprz¢zonego (regenerujacego, z ang. coupled-enzyme), ktorego zadaniem jest
katalizowanie reakcji regenerujacej kofaktor, co zostato schematycznie przedstawione na
rys. 13. W trakcie prowadzonych procesow zachodza minimum dwie réwnolegte reakcje
enzymatyczne, w ktorych jedna z form kofaktora ulega wyczerpaniu, a druga jest
rownoczesnie odtwarzana. Takie systemy regeneracji wymagaja, aby reakcja
odpowiadajgca za odtworzenie kofaktora byta nieodwracalna 1 zapewniata
termodynamiczng sit¢ napedowa dla obu proceséw, czego skutkiem powinien by¢
efektywny recykling [139]. Dlatego tez najistotniejsza kwestig projektowania takich
uktadow jest umiejetne dobranie dodatkowego substratu oraz enzymu, ktory katalizuje

jego konwersje 1 jednocze$nie odtworzenie kofaktora. W tym celu wymagane jest
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przeprowadzenie testow, ktorych zadaniem jest okreslenie optymalnych warunkow
procesowych, pozwalajacych na prawidlowe funkcjonowanie wszystkich sprzezonych
biokatalizatorow obecnych w systemie reakcyjnym. Pod uwage nalezy wzia¢ takze
wysoka specyficznos¢ 1 aktywno$¢ enzymoéw oraz komercyjng dostepnos¢ i koszty
odczynnikow. Duze znaczenie ma rdwniez okreslenie odpowiednich stosunkow
enzymow, kofaktorow oraz substratow. Nie jest tez mozliwe opracowanie skutecznego
uktadu biokatalitycznego, w ktorym nie jest zachowana rownowaga pomiedzy kinetyka

gtownej reakcji, a parametrami kinetycznymi reakcji regenerujacej kofaktor [140].

SUBSTRAT ENZYM GLOWNY PRODUKT
GLOWNY GLOWNY

NAD(P)* NAD(P)H

PRODUKT ¢ | SUBSTRAT
REGENERUJACY ENZYM REGENERUJACY REGENERUJACY

Rys. 13. Schemat regeneracji kofaktora nikotynoamidoadeninowego z wykorzystaniem sprzezonego

uktadu dwoch enzymow

Mozliwe jest takze przeprowadzenie recyklingu kofaktora z wykorzystaniem innej
strategii, ktora zaklada zaangazowanie jednego enzymu w katalizowanie zaréwno
glownej, jak i regeneracyjnej reakcji (rys. 14). Kryterium, ktore dyskwalifikuje wigkszos¢
biatek do zastosowania w tym uktadzie, jest konieczno$¢ posiadania zdolnosci do
wykorzystania dwoch form kofaktora: utlenionej i zredukowanej. Co wigcej,
biokatalizator powinien by¢ w stanie uczestniczy¢ w syntezie co najmniej dwdch réznych
produktéw. Wsrdd enzymow, ktore nadajg si¢ do zastosowania w tej metodzie jest m.in.
dehydrogenaza alkoholowa, poniewaz jest ona w stanie katalizowa¢ zaré6wno utlenianie
pierwszo- i drugorzgdowych alkoholi do odpowiednich aldehydow czy ketondw poprzez
przeniesienie anionu wodorkowego do NAD" z réwnoczesnym uwolnieniem protonu, jak
i reakcje odwrotng [141]. Nalezy jednak zauwazy¢, ze osiggniecie termodynamicznej
roOwnowagi pomig¢dzy reakcjami jest bardzo trudne, co wigze si¢ z konieczno$cig
zwickszenia ilosci glownego substratu, tak aby zminimalizowa¢ wspotzawodnictwo

pomiedzy konwertowanymi zwigzkami o miejsce aktywne enzymu [142,143].
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SUBSTRAT PRODUKT

GLOWNY NAD(P)* GLOWNY
ENZYM
PRODUKT NAD(P)H SUBSTRAT
REGENERUJACY REGENERUJACY

Rys. 14. Schemat regeneracji kofaktora nikotynoamidoadeninowego z wykorzystaniem

wielofunkcyjnosci jednego enzymu

Jeden z opisanych przyktadow takiego rozwigzania stanowi dehydrogenaza
alkoholowa z Lactobacillus brevis zastosowana przez Leuchs i in. [144] w syntezie
enancjomerycznie czystych drugorzedowych alkoholi alifatycznych. W celu poprawy
efektywnosci, jak rowniez mozliwosci prowadzenia ciaglej syntezy z roéwnoczesng
regeneracja kofaktora wprowadzono do uktadu reakcyjnego sprzezony substrat, tj.
2-propanol, ktory ulegat konwersji do acetonu, a w trakcie badan przebadano cztery
glowne substraty, takie jak 2-heptanon, 2-oktanon, 2-nonanon i 2-dekanon, pod katem
ich wptywu na efektywno$¢ procesu. Wykazano, ze liczba obrotow kofaktora obnizata
si¢ wraz ze zmniejszaniem si¢ dostepnosci substratu, dlatego tez konieczne wydaje si¢
regularne dostarczanie kolejnych porcji ketonow. Niemniej jednak dla kazdego
z prowadzonych systeméw regeneracji osiggni¢to relatywnie wysokie wartosci TTN.
Najnizsza liczbe obrotow kofaktora uzyskano dla procesu z udziatem 2-nonanonu
i wyniosta ona 3000, podczas gdy najwyzszg warto$¢ obliczono dla konwersji 2-oktanonu
1 byta ona réwna 26000. Otrzymane rezultaty jednoznacznie potwierdzaja efektywno$¢
opracowanych systeméw, jak réwniez zasadno$¢ wykorzystania dehydrogenazy
alkoholowej jako enzymu zdolnego do skutecznego réwnoczesnego prowadzenia dwdch
réznych reakcji. Z kolei Wang i in. [145] zaprojektowali system regeneracji NAD
z zastosowaniem jednego enzymu — reduktazy karbonylowej (CR; EC 1.1.1.184), zdolnej
do Kkatalizowania konwersji 4-chloro-3-oksobutanianu etylu w (S)-4-chloro-3-
hydroksybutanian etylu i rownoczesnie przemiany 2-propanolu w aceton. Proces
prowadzono przez 22 h z efektywnos$cig reakcji biokatalitycznych rowna 93% oraz liczba
obrotow kofaktora wynoszaca 12100. Na podstawie przedstawionych rezultatéw mozna

wywnioskowaé, ze zaproponowany system zostal opracowany wydajnie i dziata
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skutecznie. Dodatkowe potwierdzenie efektywnos$ci proponowanego rozwigzania
stanowig dane uzyskane w trakcie testow kinetycznych. Okre§lono, ze maksymalna
szybkos$¢ glownej reakcji konwersji wyniosta 43,7 uM/mg-min, podczas gdy utlenianie
2-propanolu przebieglo z Vmax réwna 34,4 uM/mg-min. Zatem wydaje si¢, ze regeneracja
zostata przeprowadzona prawidlowo i moze by¢ wydajna przez dtugi czas.

Jednak bioragc pod uwage aktualnie dostepng wiedze¢ nalezy podkresli¢, ze wiekszos¢
systemOw regeneracji jest oparta na minimum dwoch wspoélistniejacych enzymach
1 ogranicza si¢ do opracowania recyklingu kofaktoréw nikotynoamidowych, tj. par redoks
NAD(P)"/NAD(P)H, ktore sa najczeSciej wykorzystywanymi zwigzkami przy
wspomaganiu enzymoéw w procesach biotechnologicznych. Interesujacy system
enzymatyczny zaproponowali Lee 1 Yeon [146], ktorzy przeprowadzili konwersje kwasu
lewulinowego do kwasu 4-hydroksywalerianowego z wykorzystaniem NADH-zaleznej
dehydrogenazy 3-hydroksymaslanowej. Realizujac wstepne analizy gtownej reakcji
wykazano, ze mozliwe jest wytworzenie kwasu z wydajnoscia okoto 39%
w trakcie 6 h. Po wprowadzeniu do mieszaniny reakcyjnej kwasu mroéwkowego
i NAD'-zaleznej dehydrogenazy mrowczanowej jako substratu i enzymu biorgcych
udzial w reakcji regenerujacej, efektywnos$¢ syntezy kwasu 4-hydroksywalerianowego,
prowadzonej przez taki sam okres, wzrosta do 100%. Taki rezultat potwierdza jak
ogromny wplyw ma wyczerpywanie si¢ kofaktora na efektywnos$¢ prowadzonych
procesow. Z kolei Kohl i in. [147] zaproponowali uktad enzymatyczny, ktory odpowiadat
za prowadzenie reakcji kaskadowych dazacych do otrzymania oligo-e-kaprolaktonu
z jednoczesng samoregeneracja zredukowanej formy kofaktora NADP. Kompleks
biokatalityczny sktadat si¢ z monooksygenazy cykloheksanonu (CHMO; EC 1.14.13.22),
dehydrogenazy alkoholowej oraz lipazy. W pierwszym etapie proces polegal na
utlenieniu cykloheksanolu do cykloheksanonu przez NADP*-zalezng dehydrogenaze
alkoholowa, nastepnie = NADPH-zalezna  monooksygenaza  cykloheksanonu
przeksztatcata cykloheksanon w ¢-kaprolakton. Finalnie produktem koncowym byt oligo-
e-kaprolakton wytworzony poprzez polimeryzacj¢ z otwarciem pierscienia, ktora byta
katalizowana przez lipaze. Zaproponowane reakcje nastepcze przeprowadzono
z relatywnie wysoka efektywnoscig, poniewaz juz po 16 h prowadzenia procesu
wydajnos¢ biokonwersji cykloheksanolu przekroczyta 80%. Niemniej jednak nalezy
zauwazy¢, ze skladniki mieszaniny reakcyjnej mialy wplyw na aktywno$¢
monooksygenazy cykloheksanonu, a jej inhibicja wzrastala wraz z rosnaca poczatkowa

zawarto$cig cykloheksanonu, co wymaga skutecznego rozwigzania przed potencjalnym
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zwigkszeniem skali procesu. Ponadto ustalono, ze maksymalne st¢zenie substratu, ktore
moze zosta¢ przeksztatcone przez enzym, wynosi 60 mM 1 jest to graniczne stgzenie,
ktore nie powoduje znaczacej utraty aktywnosci biatka. Wydaje si¢, ze potencjalnym
rozwigzaniem problemu niskiej stabilnosci, szybkiej utraty aktywnosci katalitycznej
I ograniczeniem wplywu inhibicji na aktywno$¢ enzymu mogtoby by¢ zastosowanie
immobilizowanych biokatalizatorow, ktore czesto charakteryzujg si¢ zwigkszong
stabilnos$cig termiczng i chemiczng, jak réwniez odpornoscia na wpltyw warunkoéw
otaczajagcego je Srodowiska reakcyjnego, w pordéwnaniu do ich natywnych
odpowiednikow.

Dlatego tez Gao i in. [148] przeprowadzili przeksztatcenie L-arabinitolu
w L-ksylulaze przy uzyciu NAD"-zaleznej dehydrogenazy L-arabinitolu (EC 1.1.1.11)
z rdbwnoczesng regeneracja kofaktora z wykorzystaniem oksydazy NADH (EC 1.6.3.4).
Celem poprawy stabilnosci, enzymy zostaly unieruchomione za pomoca alginianu
wapnia, a poczatkowy stosunek bialek wynosit 1:1. Immobilizowany biokatalizator
umozliwil przeprowadzenie biokonwersji z wydajnoscia 96%, podczas gdy wolne
enzymy byly zdolne przeksztalci¢ arabinitol z efektywnoscia nie wyzsza niz 33%. Co
wiecej, po 7 nastepujacych po sobie cyklach katalitycznych osadzone enzymy zachowaty
ponad 65% poczatkowej aktywnosci. Nalezy jednak zauwazy¢, ze wraz ze zwigkszaniem
ilosci glownego substratu malata wydajnos¢ prowadzonych proceséw, co mogto wynikaé
z ograniczonej ilosci dostgpnych miejsc aktywnych enzymoéw, ktorych struktura ulegla
zaburzeniu w konsekwencji przeprowadzonego procesu koimmobilizacji. Dlatego tez
istotne jest zdefiniowanie wpltywu stosunku biatek na skuteczno$¢ proponowanego
systemu, szczegdlnie biorac pod uwagg fakt, ze rd6znica migedzy szybko$ciami tworzenia
L-ksylulozy dla uktadu bez i z reakcja regeneracyjna jest niewielka i wynosi
0,08 mM/min. Rownie stabilny, wydajny i mogacy by¢ wielokrotnie zastosowany
biokatalizator opracowali Zhang i in. [149]. System regeneracji kofaktora
enzymatycznego opierat si¢ na jednoczesnej konwersji glicerolu i ksylozy. NAD"-zalezna
dehydrogenaza glicerolu oraz NADH-zalezna reduktaza ksylozy zostaly
koimmobilizowane na nanoczgsteczkach poli(metakrylanu metylu-dimetakrylanu
etylenu-kwasu metyloakrylowego). Uzycie takiej samej ilosci (1U) unieruchomionego
i wolnego biokatalizatora pozwolito na otrzymanie 1,3-dihydroksyacetonu o stezeniach
odpowiednio 8,2 mM i 7,3 mM. Uzyskane rezultaty korespondowaty z liczba obrotow
kofaktora, ktéra wyniosta 82 i 73. Mozna zatem zauwazy¢ poprawe produktywnosci

1 stabilno$ci proponowanego systemu biokatalitycznego, w poréwnaniu do stosowania
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natywnych form bialek. Co wigcej, immobilizowane enzymy umozliwity
przeprowadzenie 10 cykli katalitycznych z zachowaniem 50% swojej poczatkowej
aktywnosci. Przeprowadzono takze modelowanie w uktadzie ze stosunkiem enzymow
1:1, ktére miato na celu oszacowanie optymalnego poczatkowego st¢zenia kofaktora
wprowadzanego do systemu reakcyjnego. Na podstawie parametrow kinetycznych
1 z uwzglednieniem potencjalnych efektow hamowania i dezaktywacji enzymoéw
wykazano, ze optymalna warto$¢ st¢zenia kofaktora w mieszaninie reakcyjnej to 0,1 mM
1 jest to warto$¢, ktora jest mozliwa do utrzymania na stalym poziomie za pomoca
efektywnie dzialajacej regeneracji.

Nalezy podkresli¢, ze kofaktory enzymatyczne stanowig element niezbedny do
prawidlowego funkcjonowania biatek, a w konsekwencji do skutecznego
przeprowadzenia przemian biokatalitycznych. Ich wyczerpywanie si¢ w trakcie trwania
procesOw jest znacznym ograniczeniem, niemniej jednak analiza dost¢pnej wiedzy
w zakresie enzymatycznej regeneracji kofaktorow potwierdza, ze wytworzenie i potencjat
aplikacyjny takich uktadéw moga by¢ podstawa do szerszego zastosowania enzymow
w syntezie wysoce uzytecznych zwiazkéw chemicznych w skali przemystowej. Co
wiecej, skuteczne prowadzenie recyklingu kofaktoréw istotnie wplywa na
zminimalizowanie kosztow zwigzanych z koniecznoscig dostarczenia stechiometrycznej
ilosci kofaktora. Wydaje si¢ rowniez, ze immobilizacja biatek moze by¢ kluczowym
elementem w rozwoju enzymatycznych metod regeneracji kofaktorow. Jak wskazuja
doniesienia literaturowe, przylaczenie enzymoéw do nosnika pozwala nie tylko na
zwigkszenie stabilnosci 1 wytrzymalosci uktadu, ale takze umozliwia prace
biokatalizatorow w szerszym zakresie warunkow procesowych lub pozwala na ich fatwe
odseparowanie z mieszaniny reakcyjnej.

Biorac pod uwage konieczno$¢ doprowadzania do uktadow reakcyjnych kofaktorow
enzymatycznych, szczegélnie w przypadku procesow katalizowanych przez
oksydoreduktazy, wydaje si¢, ze tematyka regeneracji tych zwigzkow jest bezposrednio
zwigzana z konwersja sktadnikow biomasy. Na podstawie przedstawionego przegladu
literaturowego mozna zatem wywnioskowac, ze trudnosci w wykorzystaniu kofaktorow
1 enzymoOw sg jednym z czynnikdw majacych wptyw na ograniczone uzycie biomasy jako
surowca w procesach na skale przemystowa. Dlatego tez niezwykle wazne wydaje si¢
podkreslenie istoty podjecia badan nad opracowywaniem efektywnych systemow
enzymatycznych, ktére beda skuteczne w zastosowaniu w przetwarzania biomasy

lignocelulozowej z rownoczesng regeneracjg kofaktorow.
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4. ldea poznawcza i cel pracy

Biorgc pod uwage fakt wyczerpywania zasobow naturalnych koniecznym jest
poszukiwanie alternatywnych zroédet surowcoéw. Dlatego tez stale ro$nie zainteresowanie
wykorzystaniem biomasy, z ktorej mozliwe jest pozyskanie energii oraz szerokiej gamy
chemikaliéw. Zastosowanie enzymatycznej konwersji pozwala na przeksztatcenie
surowcow roslinnych i odzwierzecych w produkty o wysokim znaczeniu uzytkowym.
Jednymi z najpowszechniejszych produktow przetworstwa biomasy lignocelulozowej sa
monosacharydy, w tym ksyloza i glukoza, ktore moga podlega¢ dalszym reakcjom
katalizowanym enzymatycznie, a ich efektem jest powstanie zwigzkéw chemicznych
o duzym potencjale aplikacyjnym. Jednak praktyczne zastosowanie ukladow
enzymatycznych w procesach zwigzanych z konwersja biomasy wiaze si¢ z szeregiem
niedogodnosci, tj. szybka utrata aktywnosci katalitycznej, niska stabilno§¢ mechaniczna
lub ograniczona mozliwo$§¢ ponownego uzycia, a takze konieczno$¢ stosowania
kofaktoréw enzymatycznych, ktore sag zwigzkami niezbednymi do osiggnigcia wysokiej
aktywnos$ci katalitycznej bialek, a w trakcie proceséw biotechnologicznych ulegaja
wyczerpaniu. Jednym z potencjalnych rozwigzan, ktorego celem jest podniesienie
potencjalu uzytkowego biokatalizatorow 1 usprawnienie prowadzonych procesow
konwersji biomasy oraz regeneracji kofaktora jest zastosowanie procesu immobilizacji
i/lub koimmobilizacji enzymow.

Dlatego tez zgodnie z dostepng wiedza 1 aktualnymi doniesieniami literaturowymi
postawiono hipoteze badawcza, ktora zaktadata, ze koimmobilizowane enzymy sg zdolne
do efektywnej konwersji wybranych sktadnikéw biomasy do zwiazkéw o wysokim
potencjale aplikacyjnym oraz prowadzenia jednoczesnej regeneracji kofaktora
enzymatycznego. Ponadto dobor odpowiednich warunkéw procesowych pozwala na
uzyskanie wysokich wydajnosci prowadzonych przemian biokatalitycznych, a wlasciwa
konfiguracja reaktora enzymatycznego moze nie tylko podnies¢ sprawnosé
prowadzonych procesow, ale takze zwigkszy¢ czystos¢ mieszanin poreakcyjnych.

Jednakowoz brak dotychczasowych kompleksowych 1 uniwersalnych rozwigzan
zapewniajacych jednoczesnie wysoka sprawno$¢ operacyjng i stabilizacje enzymow,
a takze znaczng efektywno$¢ realizowanych przemian byt gtéwna przyczyng poznawcza
podjetych badanh. Zatem konieczne sa zintensyfikowane wysitki, celem ktorych jest
opracowanie zaawansowanych biosystemow, w ktorych biatka dobrane sg w taki sposob,

aby katalizowane przez nie reakcje mogly rownoczes$nie zosta¢ wykorzystane do
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konwersji sktadnikow biomasy i jednoczesnej regeneracji kofaktora enzymatycznego.
Opracowanie takich systemow biokatalitycznych powinno w znacznym stopniu
zwigkszy¢ stabilno$¢ enzymow oraz utatwi¢ ich ponowne wykorzystanie w kolejnych
cyklach reakcyjnych. Nalezy jednak zauwazy¢, ze doniesienia literaturowe podejmujgce
zagadnienia koimmobilizacji bialek, a nastgpnie ich zastosowania w konwersji
sktadnikéw biomasy sg niezwykle ograniczone. Co wazne, brakuje tez prac z zakresu
enzymatycznej regeneracji kofaktora z  wykorzystaniem  unieruchomionych
biokatalizatorow, jak rowniez prowadzenia wspomnianych procesow w enzymatycznych
reaktorach membranowych, celem otrzymywania produktow i ich jednoczesnej separacji
z mieszaniny reakcyjnej oraz regeneracji kofaktora.

Na podstawie postawionej hipotezy badawczej, a takze po wnikliwej analizie
istniejagcych doniesien literaturowych oraz sprecyzowaniu luk technologicznych
zdefiniowano cel pracy doktorskiej, ktérym byto wytworzenie uktadow enzymatycznych
opartych o biokatalizatory z grupy oksydoreduktaz, gtownie dehydrogenaz,
koimmobilizowanych na nos$nikach nieorganicznych i1 membranach filtracyjnych,
umozliwiajacych jednoczesna konwersje sktadnikow biomasy i regeneracje kofaktora
enzymatycznego. Opracowanie wydajnych systemdéw biokatalitycznych obejmowato
dobor odpowiedniego nos$nika, techniki immobilizacji, optymalizacj¢ warunkow
prowadzenia koimmobilizacji, a takze weryfikacj¢ efektywnosci tego procesu. W trakcie
prac wytworzone systemy poddano wnikliwej charakterystyce fizykochemicznej, jednak
kluczowa cze$cig badan bylo przetestowanie opracowanych uktadéw enzymatycznych
w procesach biokonwersji wybranych sktadnikow biomasy, gtdownie monosacharydow,
z jednoczesng regeneracja kofaktora, jakim byt dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy.
Istotg tego etapu prac stanowilo otrzymanie systemu reakcyjnego, ktory pozwoli na
przeprowadzenie powyzszych proceséw z jak najwyzsza efektywno$cig oraz przy uzyciu
mozliwie najmniejszej ilosci kofaktora. Dodatkowo jednym z wazniejszych celow badan
byto podjecie proby wyodrebnienia finalnych produktéw z mieszaniny poreakcyjnej
z wykorzystaniem enzymatycznego reaktora membranowego, w celu uzyskania
zwigzkdw o wysokiej czystos$ci. Podjeto tez badania nad zdefiniowaniem zmian
aktywnos$ci enzymow w nastepujacych po sobie cyklach reakcyjnych, co determinuje
mozliwe praktyczne zastosowanie proponowanych systemow, a dodatkowa wartos¢
naukowa 1 utylitarng pracy doktorskiej, stanowilo zdefiniowanie skutecznosci
opracowanych uktadow biokatalitycznych w konwersji  sktadnikow biomasy

prowadzonych z roztworoéw rzeczywistych po obrobce wstepne;j.
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Ze wzgledu na rozbudowang strukture badan i ich wieloaspektowos¢, cel pracy

podzielono na kilka gtownych etapow, ktore realizowano wedtug ponizszego planu:

1. Przygotowanie materiatu nosnika:

e synteza i modyfikacja mezoporowatej krzemionki SBA-15 oraz materiatu
kompozytowego Fes04s—SiOo,
e odpowiednie przygotowanie i oczyszczenie membran nanofiltracyjnych.

2. Przeprowadzenie procesu koimmobilizacji enzymow na opracowanych wcze$niej
materiatach:

e dehydrogenazy ksylozowej z dehydrogenaza alkoholowa na materiale
Fe304-SiO2 (XDH/ADH-Fe304-Si0y),

e dehydrogenazy ksylozowej z dehydrogenaza alkoholowa na membranie
nanofiltracyjnej (XDH/ADH-membrana),

e dehydrogenazy ksylozowej z dehydrogenaza 3-hydroksymaslanowa na
membranie nanofiltracyjnej (XDH/3HBDH-membrana),

e dehydrogenazy glukozowej z dehydrogenaza 3-hydroksymaslanowa na
membranie nanofiltracyjnej (GDH/3HBDH-membrana),

e dehydrogenazy ksylozowej, dehydrogenazy glukozowej i dehydrogenazy
3-hydroksymaslanowej na krzemionce SBA-15 (XDH/GDH/3HBDH-
SiOy).

3. Analiza fizykochemiczna  otrzymanych  systemow  biokatalitycznych
1 weryfikacja efektywnos$ci immobilizacji w zmiennych warunkach procesowych
poprzez:

e ocen¢ morfologii i fizykochemii powierzchni,

e charakterystyke grup funkcyjnych,

e analiz¢ sktadu elementarnego,

e zdefiniowanie charakteru hydrofilowo-hydrofobowego, jak i potencjatu
elektrokinetycznego,

e oceng¢ parametrow struktury porowate;j.

4. Testy aplikacyjne opracowanych systemoéw enzymatycznych w procesie
konwersji  sktadnikow biomasy z rdéwnoczesng regeneracjag kofaktora
I wyznaczenie najkorzystniejszych warunkow procesowych dla prowadzonych

przemian, takich jak:
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e temperatura i pH srodowiska,
e ci$nienie w ukladzie reakcyjnym,
e (CZzas procesu,
e stezenie substratow i stosunek kofaktorow,
e ilosc¢ cykli katalitycznych,
e stabilno$¢ w trakcie przechowywania,
e ocena regeneracji i stabilno$ci kofaktora.
5. Separacja produktu koncowego oraz analiza jakosciowa i ilo§ciowa otrzymanych
produktow reakcji:
e opracowanie koncepcji 1 zastosowanie enzymatycznego reaktora
membranowego,
e przygotowanie metodologii analizy produktow reakcji z wykorzystaniem
chromatografii gazowej sprz¢zonej ze spektrometrig mas.
6. Proba transferu zaprojektowanych systemow biokatalitycznych z roztworow

modelowych na roztwory rzeczywiste.

Na rys. 15 w sposéb schematyczny zaprezentowano badania realizowane
w niniejszej pracy doktorskiej, wraz z wyszczegOlnieniem najwazniejszych

analizowanych zmiennych.

Synteza i modyfikacja nosnika |

PRZYGQTOWAN 1IE krzemionkowego. : ANALIZA FIZYKOCHEMICZNA
NOSNIKA Oczyszezenie i przygotowanie &5 I MORFOLOGICZNA NOSNIKA
membrany nanofiltracyjnej. !
" Zmienne warunki procesowe: | )
KOMMOBH;IZ AC J A temperatura, pH, bllfOl‘, ! OIG{ESLE}\IIE NAJKORZYSTNIEJS’ZYCH
z czas procesu, ‘WARUNKOW ORAZ EFEKTYWNOSCI
(BN IONY steZenie istosunek enzyméw, | " PROCESUKOIMMOBILIZACJI

ilo$¢ nos$nika.

" Zmienne warunki procesowe: N
BIOKONWERSJA +  temperatura, pH, ci$nienie, | ZDEFINIOWANIE WYDAJNOSCI

+ REGENERACJA *  czas procesu, BIOKONWERSJII SKUTECZNOSCI
KOFAKTORA steZenie i stosunek reagentow, 4 REGENERACJI KOFAKTORA

Rys. 15. Schematyczne przedstawienie zakresu badan i etapow realizacji pracy doktorskiej
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5. Opis i dyskusja osiaggnie¢ badawczych

Postawiona w pracy hipoteza badawcza zaktada, ze koimmobilizowane enzymy sg
zdolne do efektywnej konwersji wybranych sktadnikéw biomasy oraz rownoczesnego
prowadzenia regeneracji kofaktora enzymatycznego. W ramach przedktadanej dysertacji
przeprowadzono badania, ktorych rezultaty stanowily podstawe do zweryfikowania
wstepnych zalozen pracy, a takze potwierdzily realizacje zalozonego celu. Dlatego tez
w Publikacjach 1-3 skupiono si¢ na zaprojektowaniu uktadéw enzymatycznych
opartych o dehydrogenaz¢ ksylozy i dehydrogenazg alkoholowa, jako enzym
regenerujacy kofaktor, koimmobilizowanych na wybranych nosnikach réznego
pochodzenia. Kluczowe na tym etapie bylo zdefiniowanie najkorzystniejszych warunkow
procesowych oraz zastosowanie wytworzonych systemow w konwersji ksylozy
i jednoczesnej regeneracji NAD®. Natomiast w ramach prac zaprezentowanych
w Publikacjach 4-5 opracowano systemy enzymatyczne, w ktorych z dehydrogenaza
ksylozy i dehydrogenaza glukozy sprzezona byta dehydrogenaza 3-hydroksymaslanowa,
odpowiedzialna za regeneracjc NAD®, ale takze umozlwiajgca konwersje kwasu
lewulinowego, ktoéry stanowi inhibitor biokatalizatorow stosowanych w procesie
konwersji biomasy. W trakcie tych badan najistotniejsze bylo okreslenie wplywu
wybranych parametréw procesowych na efektywno$¢ prowadzonych procesow
konwersji ksylozy i glukozy, jak réwniez porownanie zaprojektowanych systemow
z uktadami, w ktorych obecne byly wolne enzymy oraz mieszane formy biokatalizatorow,
tzn. jedno z biatek brato udziat w reakcji w formie natywnej, natomiast drugie w postaci
zimmobilizowanej.

Wsrod  kluczowych — aspektow — opracowywania  nowatorskich — systemow
enzymatycznych nalezy wymieni¢ m.in. wybor 1 przygotowanie nosnika do
koimmobilizacji biatek. Dobor nos$nika podyktowany byl jego wlasciwosciami
fizykochemicznymi, z ktorych najwazniejsza role odgrywaly rozwinig¢ta powierzchnia
wlasciwa oraz obecno$¢ grup funkcyjnych, ze wzgledu na fakt, ze wplywaja one na
potencjalng kompatybilnos¢ materialu z enzymami, a wybor odpowiedniej matrycy byt
niezbedny do opracowania stabilnych uktadéw biokatalitycznych. Co wiecej, dobor
metody koimmobilizacji, jak réwniez warunkéw procesowych zostal wnikliwie
przebadany, a finalnie okreslono efektywno$¢ prowadzonych proceséw. Opracowane
systemy poddano tez zaawansowanej analizie fizykochemicznej, aby zdefiniowa¢ zmiany

zachodzace w strukturze nos$nika przed i po naniesieniu enzymow. Nastepnie w celu
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sprawdzenia potencjatu uzytkowego otrzymanych uktadow przeprowadzono konwersje
monosacharydéw z jednoczesng regeneracjg NAD®, co stanowito o wysokiej wartosci
naukowej oraz nowatorskim aspekcie prowadzonych badan. W ramach wykonanych
eksperymentéw nie tylko okreslono wplyw zmiennych parametrow procesowych na
efektywnos¢ biokonwersji ksylozy i glukozy z roztworéw modelowych i rzeczywistych
oraz efektywng regeneracj¢ kofaktorow, ale rowniez podjeto probe opracowania

skutecznej metody separacji produktow koncowych reakcji.

5.1. Systemy biokatalityczne z dehydrogenaza alkoholowa jako enzymem
regenerujagcym NAD*

Zastosowanie dehydrogenazy alkoholowej, jako enzymu regenerujacego kofaktor
w systemach z unieruchomiong dehydrogenaza ksylozy, wydaje si¢ by¢ interesujagcym
rozwigzaniem zwlaszcza pod katem efektywnej konwersji ksylozy z réwnoczesng
regeneracjag NAD®. Oba wspomniane biokatalizatory jako substraty wykorzystuja
powszechnie dostgpne zwigzki i sg zdolne do osiagniecia petni aktywnosci katalitycznej
w tagodnych i zblizonych warunkach procesowych. Co wigcej, ADH jest enzymem
pozyskiwanym na szerokg skale i komercyjnie dostepnym. Istote Stosowania
dehydrogenazy alkoholowej stanowi jej zdolno$¢ do prowadzenia reakcji konwersji
formaldehydu do metanolu w obecnosci formy zredukowanej dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego, ktora powstaje z NAD* w trakcie przeksztalcania ksylozy
w kwas ksylonowy z wykorzystaniem NAD*-zaleznej dehydrogenazy ksylozy. Zatem
mozliwe jest przeprowadzenie wysoce efektywnej konwersji ksylozy z rownoczesng
regeneracja kofaktora. Na rys. 16 przedstawiono schematycznie przebieg reakcji

zachodzacych z wykorzystaniem opisywanej pary enzymatycznej XDH/ADH.

XDH
KSYLOZA KWAS
KSYLONOWY
NAD' NADH
METANOL < | FORMALDEHYD
ADH

Rys. 16. Schemat przedstawiajacy reakcje przebiegajace w uktadzie biokatalitycznym XDH/ADH
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W Publikacji 1 zaprezentowano rezultaty badan zwigzane z opracowaniem systemu
koimmobilizowanych XDH i ADH na materiale kompozytowym Fez0s—SiOa.
W pierwszym kroku zsyntezowano czastki magnetytu, majacego stanowi¢ rdzen nosnika,
a nast¢pnie naniesiono na nie powtoke krzemionkowa. Otrzymany w ten sposob materiat
zastosowano w koimmobilizacji adsorpcyjnej dehydrogenazy ksylozy i dehydrogenazy
alkoholowej, ktora przeprowadzono w buforze MES o pH 7 i w temperaturze 25 °C.
W celu scharakteryzowania morfologii oraz wielko$ci czastek otrzymanego materialu
Fe304-SiOz przed i po koimmobilizacji enzymdéw wykonano zdj¢cia z transmisyjnego
mikroskopu elektronowego (TEM). Analiza zdj¢e¢ TEM wykazata, ze wielko$¢ czastek
czystego magnetytu wahala si¢ w zakresie od 10 do 15 nm (rys. 17a), podczas gdy po
naniesieniu warstwy krzemionki §rednie wielko$ci czastek materialu kompozytowego
znacznie si¢ zwigkszyly, przyjmujac warto$ci od 20 do 30 nm (rys. 17b). Ten rezultat
wskazuje na skuteczne przeprowadzenie syntezy materialu magnetyt-krzemionka oraz
w konsekwencji zapewnienie duzej powierzchni wlasciwej do potencjalnego zwigzania
enzymu [150]. Co ciekawe, po koimmobilizacji enzymow s$rednie wielkosci czgstek
nosnika nie ulegly znaczacej zmianie (rys. 17¢). Oznacza to, ze proces unieruchomienia
biatek miat znikomy wplyw na wielko$¢ czastek materialu magnetyt-krzemionka, co
moze wynika¢ z osadzenia enzymoOw takze w porach nosnika, a nie tylko na jego
powierzchni [151].

Efektywnos$¢ przeprowadzonej koimmobilizacji enzymow posrednio potwierdzono
z wykorzystaniem spektroskopii w podczerwieni z transformacja Fouriera (FTIR). Na
widmie FTIR czystego no$nika odnotowano obecno$¢ sygnaldw pochodzacych od drgan
rozciggajacych wigzan Fe—-O oraz od drgah rozciggajacych i zginajacych wigzan
Si—O-Si, co wskazuje na skuteczne zsyntezowanie materialu kompozytowego. Natomiast
dla probki po koimmobilizacji enzymoéw zaobserwowano, poza sygnalami
charakterystycznymi dla materialu no$nika, takze pasma pochodzace od drgan
rozciggajacych wigzan amidowych I, I i 11, jak réwniez od drgan rozciagajacych wigzan
C—H. Obecno$¢ tych sygnatow na widmie materiatlu po unieruchomieniu enzyméw
posrednio potwierdza skuteczne przeprowadzenie koimmobilizacji, co wynika z faktu, ze
wspomniane wigzania tworzg szkielet biatka i stanowig podstawe jego struktury [152].
Dodatkowo z wykorzystaniem metody Bradford okreslono wydajnos¢ koimmobilizacji

enzymoOw, ktora wyniosta 83%.
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Rys. 17. Zdje¢cia TEM: a) wyjSciowego magnetytu, b) materialu kompozytowego Fes04SiO; oraz
¢) no$nika po koimmobilizacji XDH i ADH

W trakcie prowadzonych badan zdefiniowane zostaly takze wiasciwosci
magnetyczne otrzymanych materialtdow. W temperaturze otoczenia, zaré6wno probki
magnetytu, materialu kompozytowego, jak i nosnika po koimmbolizacji enzymow
wykazaly wlasciwosci superparamagnetyczne. Nalezy jednak odnotowaé, ze wraz ze
zwigkszaniem si¢ grubosci warstwy otaczajacej magnetyczny rdzen, malata warto$¢
namagnesowania [153]. Niemniej, zebrane rezultaty wskazuja, ze wszystkie materiaty
wykazujg wlasciwosci magnetyczne i mogg by¢ tatwo wyizolowywane z mieszaniny
reakcyjnej za pomoca zewnetrznego pola magnetycznego, co ma znaczacy wplyw na
poprawe kontroli procesu.

Po potwierdzeniu efektywno$ci zaréwno syntezy materialu kompozytowego
magnetyt-krzemionka, jak i koimmobilizacji enzyméw, przystgpiono do testow
opracowanego systemu biokatalitycznego XDH/ADH-Fe304-SiO2 w konwersji ksylozy
z rownoczesng regeneracjg kofaktora. Celem jednego z pierwszych przeprowadzonych
badan byto zdefiniowanie wplywu czasu trwania procesu na jego efektywnosc (rys. 18).
Jak mozna zauwazy¢ zastosowanie wolnych biatek do katalizowania konwersji ksylozy
pozwolito na uzyskanie okoto 62-proc. wydajnosci procesu po 2 h jego prowadzenia. Dla
poréwnania wykorzystanie koimmobilizowanych enzyméw zapewnilo uzyskanie
efektywnosci na poziomie 82% po tym samym czasie. R6znica w produktywnosci kwasu

ksylonowego jest zwigzana m.in. ze zwigkszeniem stabilno$ci uktadu XDH/ADH po
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unieruchomieniu biatek. Niemniej jednak glowng jej przyczyng jest efektywna
regeneracja kofaktora, co zapewnia staty dostep dehydrogenazy ksylozy do kolejnych
porcji NAD* [154,155]. Znaczenie wplywu recyklingu kofaktora na wydajnosé
prowadzonych procesow podkre$lajg takze rezultaty uzyskane dla procesu konwersji
ksylozy prowadzonej przez wolng XDH w ukladzie bez reakcji regenerujacej. Warto
bowiem odnotowacé, ze natywna dehydrogenaza ksylozy po 2 h byta zdolna do produkcji
kwasu ksylonowego z wydajno$cia zaledwie ok. 20%. Nalezy rowniez zauwazy¢, ze
zarowno w przypadku wolnych biokatalizatorow, jak i1 ich koimmobilizowanych
odpowiednikow, maksymalna warto$¢ efektywnos$ci procesu zostaje osiagni¢ta po 1 h,
dlatego tez z aplikacyjnego punktu widzenia prowadzenie konwersji przez dtuzszy czas
wydaje si¢ niekorzystne ekonomicznie. W wyniku tych obserwacji postanowiono, ze

wszystkie dalsze eksperymenty z omawianym uktadem bedg prowadzone przez 1 h.
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Rys. 18. Krzywe zalezno$ci czasu procesu od produktywnosci kwasu ksylonowego dla procesow

prowadzonych przez wolne i koimmobilizowane XDH/ADH, jak rowniez wolng dehydrogenaze ksylozy

Bioragc pod uwage zrdéznicowanie w aktywno$ci 1 parametrach kinetycznych
dehydrogenazy ksylozy i dehydrogenazy alkoholowej przeprowadzono prace majace na
celu okreslenie najbardziej korzystnego stosunku aktywnosci enzymoéw, ktory pozwoli
na osiggnigcie wysokiej efektywnosci konwersji substratow, jak rdéwniez zuzycie
minimalnej iloéci biatek (rys. 19). Mozna zauwazyé, ze wykorzystanie systemu
biokatalitycznego, w ktorym zastosowano XDH:ADH w stosunku 2:1, pozwolito na
uzyskanie maksymalnej wydajnosci procesu, ktéra wyniosta 82%. Niewiele nizsza
produktywno$¢ kwasu ksylonowego (75%) osiggnicto dla systemu z XDH:ADH
w stosunku 1:1. Wydaje si¢ jednak, ze roznica w ilo$ci otrzymanego kwasu ksylonowego

byta na tyle znaczaca, Zze za najkorzystniejszy stosunek aktywnosci XDH:ADH uznano
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2:1 i dlatego tez w dalszej czesci badan byt on konsekwentnie stosowany. Co ciekawe,
w przypadku innych proponowanych stosunkow XDH:ADH odnotowano znaczne
obnizenie wydajnosci prowadzonych proceséw, co moglo by¢ spowodowane
niewystarczajacg ilo§cig XDH w systemie reakcyjnym (stosunek XDH:ADH 1:1-1:5) lub
tez nieskuteczng regeneracja NAD®, wynikajaca z nieodpowiedniej ilosci ADH
w mieszaninie (stosunek XDH:ADH 5:1). Podobne rezultaty zaobserwowali Zhuang i in.
[114], ktorzy stwierdzili, ze unieruchomienie dehydrogenazy glukozy i oksydazy NADH
w stosunku 2:1 pozwolito na uzyskanie najwyzszych wydajnosci podczas produkcji
1,3-dihydroksyacetonu i regeneracji kofaktora. Na podstawie zebranych danych mozna
zatem stwierdzi¢, ze nieznacznie zwigkszona ilo§¢ XDH w uktadzie reakcyjnym
zapewnia stalg konwersje, zardwno ksylozy w kwas ksylonowy, jak i NAD* w NADH,
co w konsekwencji powoduje utrzymanie ciaggtosci w dostarczaniu NADH dla
dehydrogenazy alkoholowej, ktéra skutecznie spelnia swojg funkcje podczas
prowadzenia wydajnej regeneracji kofaktora.
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Rys. 19. Wplyw stosunku aktywnosci XDH:ADH na produktywnos$¢ kwasu ksylonowego

Nalezy zauwazy¢, ze zmiana warunkow temperatury i pH procesu na odmienne od
najkorzystniejszych dla danych enzymow wplywa zazwyczaj negatywnie na aktywnos$¢
bialek. Dlatego tez niezwykle istotne w opracowywaniu wydajnego systemu
biokatalitycznego wydaje si¢ zdefiniowanie wptywu tych parametrow na aktywnos¢
koimmobilizowanej pary enzymatycznej. Nie nalezy takze zapomina¢ o koniecznosci
okreslenia warunkow procesowych, ktore beda kompromisem pomiedzy optymalnym
srodowiskiem dla XDH, jak i dla ADH, tak aby mozliwe byto skuteczne przeprowadzenie
konwersji monosacharydu z rownoczesng regeneracjg kofaktora. W tym celu wykonano

testy konwersji  ksylozy z wykorzystaniem wolnych i unieruchomionych
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biokatalizatorow w temperaturze w zakresie od 5 do 45 °C, jak rowniez w pH w zakresie
0d 5 do 9 (rys. 20). Wydajnosc¢ procesu produkcji kwasu ksylonowego zwigksza si¢ wraz
ze wzrostem temperatury oraz pH i osigga maksymalng wartos¢ (82%) w pH 7
| temperaturze 25 °C. Taki rezultat jest zwigzany z charakterystyka enzymow, ktore we
wspomnianych warunkach osiagaja najwyzsza aktywnos$¢ katalityczng. Jednak dalszy
wzrost wartosci pH 1 temperatury powoduje zmniejszenie produktywno$ci kwasu
ksylonowego. Jednym z powodow takiego stanu rzeczy moze by¢ fakt, ze ADH wykazuje
duzg wrazliwos$¢ na zmiany $srodowiska reakcji W szerszym zakresie pH i temperatury,
w porownaniu do XDH, ktdra jest rowniez aktywna w podwyzszonej temperaturze i lekko
zasadowym pH [156]. Dlatego tez, na podstawie zebranych danych, zdecydowano, ze
eksperymenty z udzialem biokatalizatora XDH/ADH beda prowadzone w pH 7

1 temperaturze 25 °C.
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Rys. 20. Wplyw: a) temperatury i b) pH na produktywno$¢ kwasu ksylonowego z wykorzystaniem

wolnych i koimmobilizowanych enzyméow

Dodatkowo w catym analizowanym zakresie warunkow procesowych wolne
1 unieruchomione enzymy charakteryzuja si¢ zachowaniem zblizonych profili zalezno$ci
produktywnos$ci kwasu ksylonowego od pH i temperatury. Nie ulega tez watpliwosci, ze
koimmobilizacja enzymow pozwolita nie tylko na skuteczne przeprowadzenie konwersji
ksylozy, ale takze wykazano wyzsze efektywno$ci konwersji niz w przypadku reakcji
prowadzonych przez natywne biatka. Jest to efekt silnego zwigzania enzymu z grupami
hydroksylowymi krzemionki, co w konsekwencji pozwolito na wielopunktowe
przytaczenie biokatalizatora do no$nika i ustabilizowanie jego struktury. Taka technika
immobilizacji ma bezposredni wptyw na ograniczenie potencjalnej denaturacji biatka
spowodowanej negatywnym wplywem warunkéw procesu [157]. Podobne wnioski

przedstawili Liu 1 in. [158], ktorzy unieruchomili reduktaze wraz z dehydrogenaza
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glukozy z wykorzystaniem Zelu krzemionkowego, a nastepnie zdefiniowali skuteczno$¢
opracowanego systemu biokatalitycznego w syntezie migdalanu etylu z rownoczesng
regeneracja NADPH. Uzyskane rezultaty wykazaly, ze koimmobilizowane bialka
umozliwity przeprowadzenie procesow z ponad 60-proc. efektywnoscig w zakresie
temperatury od 35 do 75 °C oraz w pH od 6 do 8.

Niezwykle istotny etap charakterystyki wytworzonego uktadu obejmowal testy
majgce na celu okreSleniec mozliwosci jego zastosowania w nastepujacych po sobie
cyklach katalitycznych. Nalezy zauwazy¢, ze po 5 kolejnych reakcjach konwersji ksylozy
unieruchomione enzymy zachowaty ponad 65% poczatkowej aktywnosci. Ten rezultat
wskazuje nie tylko na wytworzenie stabilnego wigzania pomigdzy enzymami
a nosnikiem, ale takze na znaczne ograniczenie wymywania biokatalizatora, co zostato
potwierdzone badaniami elucji biatek. Dowiedziono bowiem, ze w trakcie kazdego
z cykli katalitycznych ilos¢ wymytych enzymow nie przekroczyta 5%. Stad tez wniosek,
ze no$nik spetnia swoja funkcje i stanowi ochrone dla unieruchomionego biokatalizatora
[159]. Podobne wnioski zostaly wyciagniete przez Pietricola i in. [160], ktorzy
przetestowali dehydrogenazg alkoholowa 1 dehydrogenazg aldehydowa unieruchomione
na mezoporowatej krzemionce w 3 kolejnych cyklach redukcji wybranych kwasow
karboksylowych z zachowaniem 100% poczatkowej aktywnos$ci obu enzymow.

Mozna zatem podsumowaé, ze w oparciu o analiz¢ rezultatow badan
zaprezentowanych w Publikacji 1, potwierdzono skuteczno$¢ syntezy materiatu
kompozytowego magnetyt-krzemionka, jak rowniez efektywno$¢ unieruchomienia
dehydrogenazy ksylozy i dehydrogenazy alkoholowej na przygotowanym nosniku.
Najistotniejszym etapem badan bylo efektywne zastosowanie opracowanego systemu
w biokonwersji ksylozy z rownoczesng regeneracja kofaktora enzymatycznego.
Przeprowadzone testy i analiza ich wynikow pozwolity na zdefiniowanie
najkorzystniejszych warunkow procesowych, ktérymi okazaty sie by¢ pH 7, temperatura
25 °C, 1 h prowadzenia reakcji oraz stosunek aktywnosci XDH:ADH 2:1. Zapewnienie
enzymom takiego srodowiska reakcyjnego pozwolito na otrzymanie kwasu ksylonowego
z wydajnoscig na poziomie 82%. Ponadto dowiedziono, ze enzymy po koimmobilizacji
charakteryzujg si¢ mozliwoscia efektywniejszego przetwarzania ksylozy niz ich natywne
odpowiedniki oraz sg zdolne do skutecznej regeneracji kofaktora.

Pomimo uzyskania relatywnie wysokiej efektywnosci procesu biokonwersji ksylozy
w pracach zaprezentowanych w Publikacji 1 z wykorzystaniem uktadu XDH/ADH-

Fe304-SiO2, koniecznym wydawato si¢ podjecie dalszych dziatan nad poprawsg
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skuteczno$ci 1 zmaksymalizowaniem  mozliwo$ci  opracowanego  systemu
biokatalitycznego. Dlatego tez w ramach przygotowania Publikacji 2 kontynuowano
testy nad potencjatem aplikacyjnym pary enzymatycznej XDH/ADH koimmobilizowane;j
na materiale kompozytowym magnetyt-krzemionka. Przeprowadzono jednak bardziej
zaawansowane badania nad wplywem uzytego roztworu buforowego na stabilno$¢
NADH w mieszaninie reakcyjnej, jak rowniez podjeto si¢ okreslenia roli potencjalnych
inhibitorow w zachowaniu wysokiej stabilnosci i aktywnosci katalitycznej enzyméow. Co
wiecej, wykonano testy pozwalajace zdefiniowaé parametry kinetyczne bialek
wykorzystywanych w omawianym systemie reakcyjnym. Finalnym etapem prac byto
podjecie proby wydzielenia glownego produktu z mieszaniny reakcyjnej
z wykorzystaniem technik membranowych, co prowadzito do uzyskania kwasu
ksylonowego o wysokiej czystosci.

W oparciu o aktualne doniesienia literaturowe mozna stwierdzi¢, ze bufor MES jest
obecnie szeroko stosowany w procesach biotechnologicznych. Jednak w ramach badan
nad zapewnieniem enzymom najkorzystniejszego  Srodowiska  reakcyjnego
przetestowano dodatkowo trzy inne, powszechnie dostepne roztwory buforowe o stezeniu
50 mM oraz pH 7 i byty to: bufor fosforanowy, bufor TAPSO oraz bufor TRIS. Podczas
stosowania buforu TAPSO w trakcie 1 h trwania procesu zaobserwowano brak zmian
w absorbancji NADH, co wigze si¢ bezposrednio z zachowaniem stalego st¢zenia tego
kofaktora (rys. 21). Nie ulega zatem watpliwos$ci, ze otrzymany wynik byt znacznie
korzystniejszy niz rezultat uzyskany w srodowisku buforu MES, ktory wykazat obnizenie
absorbancji NADH podczas konwersji. Dlatego tez przeprowadzono dodatkowe testy
w srodowisku buforu TAPSO z opracowanym systemem biokatalitycznym, a uzyskane
dane wskazaty, Ze jego zastosowanie pozwala na przeprowadzenie biokonwersji ksylozy
z 99-proc. efektywnoscia. Wydaje si¢ zatem, ze najkorzystniejsze dla dalszych testow
koimmobilizowanych XDH i ADH jest prowadzenie konwersji w obecnosci buforu
TAPSO, ktory zapewnia odpowiednie srodowisko do zachowania wysokiej stabilno$ci
enzymOéw oraz ulatwia skuteczng regeneracj¢ kofaktora. Prowadzenie reakcji
w obecnosci pozostatych roztworéow buforowych, tzn. buforu fosforanowego i buforu
TRIS, nie pozwolito na zachowanie absorbancji NADH na staltym poziomie. Uzyskane
dane moga wynika¢ z faktu, Ze zastosowanie buforu fosforanowego powoduje
ograniczenie skutecznego przebiegu regeneracji kofaktora, ze wzglgedu na obecnos¢ grup
fosforanowych, ktore moga reagowac z pierscieniami pirydynowymi, bedacymi czgscia
struktury dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego [161]. Dodatkowo Li i in. [103]
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wykazali, ze wraz ze wzrostem stgzenia stosowanego buforu fosforanowego maleje
aktywno$¢ katalityczna enzymow obecnych w uktadzie reakcyjnym. Wykorzystanie
buforu TRIS takze negatywnie wptyneto na zachowanie stalej wartoSci absorbancji
NADH w mieszaninie reakcyjnej, co moze by¢ wynikiem destabilizacji struktury
dehydrogenazy alkoholowej i/lub tworzenia wraz z formaldehydem stabilnych
cyklicznych produktéow ubocznych, ktére wplywaty inhibitujgco na konwersje ksylozy

oraz regeneracj¢ kofaktora [162].
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Rys. 21. Absorbancja NADH w zalezno$ci od czasu procesu, z uwzglednieniem rodzaju zastosowanego

roztworu buforowego

W perspektywie aplikacji opracowanego systemu biokatalitycznego do konwersji
monosacharydow z roztwordow rzeczywistych niezwykle wazne wydaje si¢ rowniez
okreslenie wplywu potencjalnych inhibitoréw na produktywno$¢ kwasu ksylonowego
(rys. 22). Dobér zwigzkow inhibitujacych oraz ich stezenia zostaly dokonane na
podstawie rzeczywistych ilosci tych substancji, ktore mogg by¢ obecne w roztworach
biomasy po obrobce wstepnej [163,164]. W trakcie prac przebadano zwigzki inhibitujgce
z trzech réznych grup, tj. stabych kwasow organicznych (kwas octowy, kwas
lewulinowy), pochodnych fenolu (syringaldehyd, kwas 4-hydroksybenzoesowy)
i pochodnych furanu (furfural, 5-hydroksymetylofurfural). Na podstawie analizy
uzyskanych rezultatbw mozna wywnioskowaé, ze najmniejszy wpltyw na stabilnosé¢
koimmobilizowanej  pary  enzymatycznej mial  syringaldehyd i kwas
4-hydroksybenzoesowy. Pomimo obecnosci tych zwigzkéw w ukladzie reakcyjnym
mozliwe byto przeprowadzenie konwersji ksylozy z wydajnoscia powyzej 80%.
Odnotowany nieznaczny inhibitujagcy wplyw tych substancji na efektywno$é¢

prowadzonych proceséw moze wynika¢ z wielkosci czasteczek 1 obecno$ci w strukturze
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grup fenolowych, co ze wzgledu na zawadg przestrzenng utrudnia ich dostep do miejsc
aktywnych enzymow [165]. Relatywnie wysoka produktywnos¢ kwasu ksylonowego
uzyskano takze w systemie z furfuralem, ktory w srodowisku reakcyjnym mogt ulegaé
przeksztatceniu do mniej toksycznych zwigzkéw, takich jak alkohol furfurylowy lub
kwas furoinowy i w konsekwencji tego mie¢ mniej inhibitujagcy wplyw na aktywnos¢
XDH i ADH [166].

100

80 1 ]

60

40 1

20 4 P

Produktywno$¢ kwasu ksylonowego [%]

T T T T T
0 10 20 30 40 50 60
. . —®@— kwas octowy
Czas procesu [MiN] —g— kwas lewulinowy
v 5-hydroksymetylofurfural
—aA— furfural
—@— kwas 4-hydroksybenzoesowy
—#— syringaldehyd

Rys. 22. Wptyw zwiazkéw inhibitujacych z biomasy na produktywnos¢ kwasu ksylonowego

Nalezy jednak zauwazyé, ze 0 ponad 50% nizszg produktywno$¢ kwasu
ksylonowego, w poréwnaniu do wynikow uzyskanych dla systemu z syringaldehydem,
zaobserwowano gdy w mieszaninie reakcyjnej obecne byly kwasy organiczne lub
5-hydroksymetylofurfural. Stosunkowo niewielkie czasteczki kwasu octowego i kwasu
lewulinowego moga negatywnie wptynaé na strukturg biatek poprzez blokowanie miejsc
aktywnych. Dodatkowo budowa czasteczki 5-hydroksymetylofurfuralu jest zblizona do
ksylozy, dlatego tez inhibitor ten mégt konkurowac z czasteczkami substratu o dostep do
miejsc aktywnych dehydrogenazy ksylozy, co skutkowalo obnizeniem efektywnos$ci
prowadzonych przemian [167]. Jednak biorgc pod uwage stezenic zwigzkow
inhibitujacych w roztworach po obrdbce wstepnej, nalezy zauwazy¢, ze najnizsza
produktywno$¢ kwasu ksylonowego uzyskano w obecnosci substancji inhibitujacej
o najwigkszej zawartosci W roztworze biomasy. Wydaje si¢ zatem, ze konieczne jest
podjecie prac nad ograniczeniem ilosci inhibitoréw w roztworach rzeczywistych po
konwersji biomasy, aby mozliwe byto osiggniecie wysokiej skuteczno$¢ wszystkich

prowadzonych procesow.
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Jak juz wspomniano zastosowanie buforu TAPSO oraz najkorzystniejszych
warunkow procesowych dla koimmobilizowanych XDH i ADH, zdefiniowanych
uprzednio w Publikacji 1, pozwolito na przeprowadzenie konwersji ksylozy
z wydajnoscig na poziomie 99%, z rownoczesng efektywna regeneracja kofaktora NAD".
Dlatego tez interesujacym wydawato sie okreslenie, ktéry z przebiegajacych
w mieszaninie reakcyjnej proceséw jest preferowany kinetycznie. Podjeto si¢ zatem
wyznaczenia parametrow kinetycznych enzymow stosowanych w prowadzonych
reakcjach. W tym celu stata Michaelis-Menten (Km) oraz maksymalna szybko$¢ reakcji
(Vmax) zostaty zdefiniowane, a nastgpnie poréwnano ich wartosci uzyskane dla procesow

z udziatem wolnych i koimmobilizowanych enzymow (tabela 5).

Tabela 5. Parametry kinetyczne wolnych i koimmobilizowanych XDH i ADH

System biokatalityczny Reakcja [nlf;\"/l] [L\J//nr}]a)é]
\I:vc?ilrrr:?n)él?i:_i'zowane xpH  CsH00s— CsHioOe 83382 8%383
\Iivgilr?\?n);lg:_ilzowana XDH NAD’—NADH 833i88$ ggjiggg
\Iivooilr:?nﬁta:_ilzowana ADH CHOH—CH,OH gggiggg iégigiggi
\I:vtfilrg?nﬁl?i:_i'zowane ADH NADH—NAD" 8(1)49;831 gilgzlligg(l)

Km dla wolnej dehydrogenazy ksylozy wobec ksylozy i NAD" jako substratow
przyjeta odpowiednio wartosci 0,194 mM 1 0,431 mM, podczas gdy korespondujace
z nimi maksymalne szybkosci reakcji wyniosty 0,87 U/mg i 0,64 U/mg. Natomiast dla
enzymOw po koimmobilizacji zauwazono ponad 15-proc. wzrost wartosci statej
Michaelis-Menten oraz okoto 10-proc. obnizenie warto$ci Vmax. Co wiecej, podobne
zalezno$ci odnotowano w przypadku wartosci analizowanych parametrow dla
koimmobilizowanej i natywnej dehydrogenazy alkoholowej. Otrzymane rezultaty
wskazaty na zmniejszenie powinowactwa enzyméw do substratow dla probek po
koimmobilizacji, co jest charakterystyczne dla wigkszosci bialek unieruchomionych na
nos$niku [168,169]. Niemniej jednak z przedstawionych danych wyraznie wynika, ze
wartosci Km dla wolnych i1 koimmobilizowanych enzyméw dla reakcji ksylozy i NADH
s znacznie nizsze niz dla NAD™ i formaldehydu, co sugeruje, ze opracowany system

enzymatyczny jest kinetycznie bardziej ukierunkowany na produkcje kwasu
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ksylonowego i regeneracjc NAD" niz na przeksztalcanie formaldehydu i wytwarzanie
NADH, co jest pozadane pod katem realizacji zatozonego celu badan.

Finalowym etapem prac nad opracowywanym systemem biokatalitycznym
XDH/ADH-Fe304-SiO2 byto podjecie proby wydzielenia produktu gtéwnego, ktorym
jest kwas ksylonowy, z uktadu reakcyjnego. W tym celu zastosowano separacje
membranowg, a do mieszaniny poreakcyjnej dodano rézne ilosci NaOH, aby uzyskac
roztwory o okreslonym pH (od 7 do 11). Zmiana pH mieszaniny poreakcyjnej moze
bowiem wplyng¢ pozytywnie na skutecznos$¢ retencji kwasu ksylonowego, ze wzgledu
na wystapienia zjawiska odpychania tadunkow (z ang. charge repuslsion) pomiedzy
materialem membrany a rozdzielanym produktem, co wplywa na efektywno$¢ rozdziatu
sktadnikdw mieszaniny. Dlatego tez w trakcie prowadzonych badan okreslono wptyw pH
mieszaniny poreakcyjnej na efektywno$¢ rozdziatu i retencje kwasu ksylonowego, czego

rezultaty zostaly przedstawione na rys. 23.
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Rys. 23. a) Zawarto$¢ kwasu ksylonowego w permeacie i retentacie oraz b) retencja kwasu ksylonowego

w zaleznos$ci od pH mieszaniny reakcyjnej

Na podstawie przedstawionych danych mozna zauwazyé, Zze w S$rodowisku
obojetnym (pH 7) oraz lekko zasadowym (pH 9) ilo$¢ zatrzymanego W retentacie kwasu
ksylonowego wyniosta ponad 80%, podczas gdy dalsze zwigkszenie wartosci pH
skutkowalo znacznym obniZzeniem jego zawarto$ci w retentacie (mniej niz 10%).
Analogiczne wnioski mozna wysnu¢ po obliczeniu stopnia retencji gldownego produktu,
poniewaz najnizsza wartos$¢, okoto 5%, uzyskano dla systemu reakcyjnego pracujacego
w pH 11. Wysoka przepuszczalnos¢ kwasu ksylonowego przez membrane w pH 11 moze
by¢ spowodowana deformacja porow membrany, poprzez ich pgcznienie i wzrost
objetosci, co wynika z wysokiego pH $rodowiska. Nalezy jednak podkresli¢, ze

w pozostatych testowanych warto$ciach pH osiagnig¢to relatywnie wysoki stopien
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zatrzymania kwasu ksylonowego nad membrang, szczegélnie w przypadku systemu
pracujacego w pH 9, dla ktorego stwierdzono, ze parametr ten wyniost ponad 90%. Taki
rezultat jest wynikiem wystgpienia zjawiska odpychania tadunkéw pomig¢dzy negatywnie
naladowang powierzchnig membrany a anionami kwasu ksylonowego. Ponadto tzw.
mechanizm segregacji przesiewowej (z ang. sieving mechanism) réwniez
wplynal na uzyskany wynik, poniewaz znaczaco ograniczyl on przepuszczanie
czasteczek kwasu ksylonowego przez membrang wraz z reszta permeatu. Wystapienie
tego zjawiska byto mozliwe, ze wzgledu na fakt, ze czgsteczka kwasu ksylonowego jest
relatywnie duza, a jej $rednia masa wynosi ok. 166 Da, w poréwnaniu do drugiego
produktu obecnego w uktadzie reakcyjnym — metanolu, dla ktérego ten parametr
przyjmuje warto$¢ ok. 32 Da. Zatem wydaje si¢, ze czasteczki metanolu przechodzity
przez membrang, ktorej MWCO (z ang. molecular weight cut-off) byto odpowiednio
dobrane, wraz z reszta permeatu, podczas gdy kwas ksylonowy zostat zatrzymany nad
membrang, w wyniku wspotdziatania mechanizmu segregacji przesiewowej 1 zjawiska
odpychania tadunkéw [170]. Uzyskane dane potwierdzajg mozliwos¢ przeprowadzenia
efektywnej konwersji ksylozy z rownoczesng regeneracja kofaktora, a nastepnie
skutecznego wydzielenia produktu gtéwnego z mieszaniny reakcyjnej, czego wynikiem
bylo otrzymanie kwasu ksylonowego o wysokiej czystosci 1 mozliwosci dalszego
zastosowania.

Nalezy zauwazy¢, ze w ramach badan zaprezentowanych w Publikacjach 1-2
opracowano system biokatalityczny oparty o dehydrogenaze ksylozy i dehydrogenazg
alkoholowa koimmobilizowane na materiale kompozytowym magnetyt-krzemionka,
ktory pozwolit na przeprowadzenie konwersji ksylozy z 99-proc. efektywnoscia
I jednoczesng regeneracja kofaktora NAD*. Wykazano jednak, ze zaro6wno rodzaj
zastosowanego medium reakcyjnego, jak 1 obecno$¢ inhibitoréw powstajacych
w procesie obrobki wstepnej biomasy w znaczny sposob wpltywaja na efektywnos$é
realizowanych przemian. Niemniej, zebrane dane pozwalajag na stwierdzenie, Ze
z kinetycznego punktu widzenia to konwersja ksylozy i recykling NAD™ sg
preferowanymi reakcjami gtownymi, co jest pozadane z perspektywy skutecznosci
omawianego systemu. Finalnie dowiedziono takze, ze z wykorzystaniem odpowiednio
zaprojektowanej separacji membranowej mozliwe jest oddzielenie produktu koncowego
z zadowalajaca skutecznoscia i uzyskanie kwasu ksylonowego o wysokiej czystosci.

Obiecujace rezultaty badan zrealizowanych w pierwszych etapach pracy,

a w szczegblnosci potencjal do stworzenia bardziej zaawansowanego systemu
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biokatalitycznego, sklonity do opracowania nowego konceptu laczacego w sobie
wszystkie zalety uprzednio wytworzonych uktadéw. Wspomniane wyniki, szczegolnie
w zakresie separacji kwasu ksylonowego z mieszaniny poreakcyjnej, byly jedng
z podstaw opracowania rozwigzania, ktore umozliwito wykorzystanie enzymatycznego
reaktora membranowego do biokonwersji ksylozy z rownoczesng regeneracja kofaktora
1 rozdziatem mieszaniny poreakcyjnej. Duze znaczenie miata takze ch¢¢ ograniczenia
wykorzystywanej aparatury, tak aby nie byto konieczne stosowanie osobnych modutow
do reakcji biokatalitycznej i separacji produktu koncowego. Dlatego tez w ramach
kolejnych eksperymentow dehydrogenaza ksylozy i dehydrogenaza alkoholowa zostaty
unieruchomione na membranie nanofiltracyjnej, a wytworzony uktad stanowit podstawe
do skonstruowania nowatorskiego enzymatycznego reaktora membranowego (rys. 24),
a uzyskane rezultaty badan zostaly opisane w Publikacji 3. Wydaje si¢, ze
zaprojektowany w ten sposob system ma ogromny potencjal aplikacyjny, a uzyskane
rezultaty moga wplynac¢ na poszerzenie mozliwosci stosowania enzymow wymagajacych

obecnosci kofaktoréw na skale przemystowa.

KSYLOZA + FORMALDEHYD
NADH + NAD*

XDH KwaAs
KsYLONOWY

-4, +
METANOL + — NAUDH
nieprzereagowane substraty
§ METANOL<:] FORMALDEHYD
ADH

Rys. 24. Schematyczne przedstawienie procesow zachodzacych w enzymatycznym reaktorze

- KsyLozA

membranowym z uktadem biokatalitycznym XDH/ADH koimmobilizowanym na membranie

nanofiltracyjnej

W pierwszym etapie badan przygotowano membrang nanofiltracyjng XN45, ktérg

przed koimmobilizacja XDH i ADH oczyszczono i poddano ocenie pod katem
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przepuszczalno$ci wody i jej przeptywu, a wigc parametrow determinujgcych
bezposrednio jej sprawnos¢. Pozbawiony zanieczyszczen no$nik umieszczono
w reaktorze Amicon Millipore 8010, w ktéorym powierzchnia membrany wynosita
4,90 cm?, i przeprowadzono wspomniane testy w temperaturze otoczenia i przy ci$nieniu
4 bar. Obliczono, ze wartosci przepuszczalno$ci wody oraz jej przeptywu dla czystej
membrany wynosza odpowiednio 5,59 L/m?h-bar i 22,36 L/m%*h, co koresponduje
z warto$ciami przedstawionymi przez producenta materiatu [171]. Co wigcej, okreslono
takze warto$¢ kata zwilzania dla membrany XN45 za pomocg nanoszonej na
powierzchnie kropli wody i byt on rowny 25.30 ° przed oczyszczeniem wodg i etanolem.
Po oczyszczeniu materiatu warto$¢ kata zwilzania ulegla znacznej zmianie i wyniosta
43,52 °, co wskazuje na zwigkszenie hydrofobowosci membrany. Po zdefiniowaniu
zmian charakteru materialtu w wyniku kondycjonowania podjeto si¢ przeprowadzenia
koimmobilizacji XDH i ADH w temperaturze otoczenia pod ci$nieniem 4 bar
w $rodowisku buforu TAPSO o pH 7, wykorzystujac powietrze syntetyczne jako sitg
napedowa procesu. Po osadzeniu enzymow na membranie, jej powierzchnia zostata
dodatkowo pokryta warstwg polidopaminy, ktéra ogranicza wymywanie biatek
z materiatu no$nika. Nalezy zauwazy¢, ze po przeprowadzeniu procesu koimmobilizacji
warto$¢ kata zwilzania spadta do 29,89 °, natomiast naniesienie warstwy polidopaminy
spowodowato, ze kat zwilzania dla finalnej membrany z osadzonymi enzymami wyniost
12,03 °. Tak istotna zmiana w warto$ciach kata zwilzania wynikata z osadzenia na niej
biatek, ktore posiadajg silnie hydrofilowe grupy funkcyjne w swojej strukturze,
a dodatkowo polidopamina jest powszechnie znanym modyfikatorem powodujacym
hydrofilizacj¢ powierzchni materialow. Nalezy tez podkresli¢, Zze koimmobilizacja
enzymoOw ma wplyw na przepuszczalno$¢ membrany, jej hydrofobowos¢, tadunek
powierzchniowy i morfologie [106,172,173], co zostalo przeanalizowane, a uzyskane

rezultaty zamieszczono w tabeli 6.

Tabela 6. Wartoéci przepuszczalno$ci wody i jej przeptywu dla membrany nanofiltracyjnej

na réznych etapach badan

Przeplyw Przepuszczalnos¢
Nazwa prébki [L/m?-h] wody
[L/m?-h-bar]
Membrana XN45 22,36 5,59
Membrana z koimmobilizowanymi enzymami 7,20 1,80
Membrana po procesie biokonwersji 6,36 1,59
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Dla membrany z koimmobilizowanymi XDH i ADH wartos$ci przepuszczalno$ci
wody i przeptywu byly 0 okoto 70% mniejsze niz dla czystej membrany. Podobne
obserwacje przedstawili Su i in. [174], ktorzy wykazali ponad 80-proc. spadek
przepuszczalnosci wody dla membrany ultrafiltracyjnej z immobilizowang dekstranaza,
w porownaniu do wartosci tego parametru dla nosnika przed procesem. Mozna zatem
wywnioskowac, ze doszto do unieruchomienia enzyméw na membranie, co wptyngto na
blokowanie porow materiatu i spowodowalo zmniejszenie strumienia permeatu i Wzrost
oporu hydraulicznego [175]. Taki rezultat jest posrednim potwierdzeniem skutecznoS$ci
przeprowadzonego procesu unieruchomienia biatek.

Jednym ze sposoboéw potwierdzenia efektywnosci koimmobilizacji dehydrogenazy
ksylozy i dehydrogenazy alkoholowej na membranie nanofiltracyjnej byto takze
okreslenie procentowej zawartosci pierwiastkoOw chemicznych w badanych prébkach
z wykorzystaniem energodyspersyjnej mikroanalizy rentgenowskiej, czego rezultaty
zostaly przedstawione w tabeli 7. Ze wzgledu na pierwotny sklad membrany
i material, z ktorego zostala wykonana, czyli amid polipiperazyny, w kazdym
analizowanym materiale pierwiastkiem o najwigkszej zawartosci byt wegiel. Jego
zawarto$¢ wahatla si¢ od 70,9% dla membrany po konwersji ksylozy do 79,5% dla

wyj$ciowego materiatu.

Tabela 7. Zawarto$¢ procentowa wybranych pierwiastkow chemicznych w analizowanych probkach

Membrana Membrana Membrana
Analizowany XN45 2 XDH/ADH zXDH/ADH po
pierwiastek o o procesie biokonwersji
[%6] [%0] 9

[%0]

C 79,5 71,4 70,9

0 11,3 10,9 10,4

S 7,2 12,7 14,5

N 1,9 5,0 4,2

Warto podkresli¢ znaczny wzrost ilosci siarki 1 azotu dla membrany po
koimmobilizacji enzymoéw. Zwigkszenie zawartosci tych pierwiastkow jest efektem
skutecznego unieruchomienia XDH 1 ADH, ze wzgledu na fakt, ze zar6wno siarka, jak
1 azot s3 obecne w wigzaniach budujacych strukture biatek, takich jak mostki
disiarczkowe czy wigzania amidowe [176]. Co wigcej, po przeprowadzeniu konwersji
ksylozy ilo$¢ azotu zmalata nieznacznie, co sugeruje stabilne osadzenie biatek na nosniku
I w konsekwencji ograniczone wymywanie enzyméw z membrany. Taki rezultat

koresponduje z danymi uzyskanymi w trakcie testow przeptywu i przepuszczalno$ci
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wody dla materiatu nosnika po procesie biokonwersji (tabela 6). Obecne na powierzchni
membrany enzymy mogly zapobiec osadzeniu si¢ na niej nieprzereagowanych substratow
lub innych zwigzkéw bedacych sktadnikami mieszaniny reakcyjnej, co w konsekwencji
spowodowato nieznaczny spadek wartosci przepuszczalno$ci wody i jej przeptywu,
w poréwnaniu do warto$ci tych parametréw przed procesem konwersji [177].

Potwierdzenie skuteczno$ci koimmobilizacji dehydrogenazy ksylozy
i dehydrogenazy alkoholowej na membranie nanofiltracyjnej oraz scharakteryzowanie
powstalego systemu  biokatalitycznego XDH/ADH-membrana pozwolilo na
przystapienie do kolejnego etapu badan, ktorym bylto zastosowanie opracowanego uktadu
w konwersji ksylozy z rdwnoczesng regeneracjg kofaktora NAD'. Ze wzgledu na
zastgpienie w roli no$nika nieorganicznego materiatu kompozytowego Fe304—SiO:
(Publikacja 1 i Publikacja 2) membrang nanofiltracyjna, testy zwigzane
z okresleniem wpltywu zmiennych warunkéw procesowych na efektywno$¢ procesu
konwersji ksylozy musialy zosta¢ poddane ponownej ewaluacji. Nalezy jednak
podkresli¢, ze zmianie nie ulegt stosunek XDH:ADH (2:1) zastosowany w opisanych
dotad badaniach, jak rowniez dowiedziono, Zze takze w tym ukladzie enzymatycznym
bufor TAPSO o pH 7 i temperatura otoczenia byly odpowiednimi warunkami
immobilizacji pozwalajacymi na uzyskanie najwyzszej aktywno$ci katalitycznej
unieruchomionych na membranie biatek.

Whikliwa analiza wptywu czasu na efektywnos$¢ procesu konwersji katalizowane;j
przez koimmobilizowane enzymy (rys. 25) wykazala, ze zmianie nie ulegt takze
najkorzystniejszy czas trwania prowadzonych przemian. Po 1 h procesu uzyskano
bowiem wysoka wydajnos¢ produkcji kwasu ksylonowego wynoszaca ponad 95%.
Dalsze prowadzenie konwersji ksylozy pozwolito na zwigkszenie efektywnosci o 4%, co
oznacza, ze po 1 h reakcji osiagnieto wysycenie substratu w uktadzie reakcyjnym, ktore
spowodowato spowolnienie szybkosci reakcji [178]. Pomimo tego, ze maksymalna
wydajno$¢ produkceji kwasu ksylonowego zostata osiagni¢ta po 2 h, za najkorzystniejszy
czas uznano 1 h, co wydaje si¢ wlasciwe z ekonomicznego punktu widzenia, ze wzgledu
na ograniczenie kosztow wynikajacych z koniecznosci dtuzszego prowadzenia konwersji
ksylozy przy niewielkim przyroscie efektywnosci. Nalezy takze zauwazyé, ze
przedstawione wyniki potwierdzajg korzysci ptynace z przeprowadzenia koimmobilizacji
enzymoOw, poniewaz efektywno$¢ procesu z uzyciem natywnych form biatek byta nizsza
I wyniosta ok. 80%. Wydaje si¢ zatem, ze aktywnos$¢ wolnych enzymoéw malata w trakcie

trwania reakcji, podczas gdy unieruchomione XDH i ADH wykazywaly wigksza
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stabilno$¢ i mogly by¢ skutecznie wykorzystywane przez dtuzszy czas. Taki rezultat jest
réwniez zwigzany z faktem, ze koimmobilizacja XDH i ADH na membranie ogranicza
negatywny wptyw produktéw reakcji na hamowanie aktywnosci enzymow, a co wiecej,

zwigzanie bialek umozliwito skuteczniejsza regeneracje¢ kofaktorow [155,178].
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Rys. 25. Krzywe zalezno$ci czasu procesu od produktywnosci kwasu ksylonowego

dla wolnych i koimmobilizowanych enzymow

Istotne w prowadzonych badaniach byto tez wskazanie najkorzystniejszej
poczatkowej zawartosci substratéw w mieszaninie reakcyjnej, jak réwniez okreslenie
najbardziej odpowiedniego stosunku masowego kofaktoréw enzymatycznych, tak aby
umozliwi¢ zaro6wno skuteczng biokonwersj¢ ksylozy, jak 1 efektywna regeneracje
kofaktora, przy jednoczesnym jak najmniejszym wykorzystaniu substratow oraz
kofaktoréw. Na rys. 26 przedstawiono produktywno$¢ kwasu ksylonowego w zaleznosci
od poczatkowej zawarto$ci ksylozy i formaldehydu oraz stosunku NAD":NADH.
Zebrane dane jasno wskazuja, ze najwyzsza produktywnos¢ kwasu ksylonowego
zaobserwowano dla mieszaniny reakcyjnej, ktora poczatkowo zawierata 5 mM ksylozy
oraz 5 mM formaldehydu i w przypadku koimmobilizowanych enzyméw wyniosta ona
99%. Co ciekawe, dla systemu z 2 mM substratow wydajno$¢ produkcji kwasu
ksylonowego réwniez byla stosunkowo wysoka, poniewaz przekroczyta 80%.
Odnotowany spadek efektywnosci moze by¢ jednak spowodowany niedostateczng iloscia
doprowadzonego substratu, w stosunku do ilosci enzyméw obecnych w ukladzie
reakcyjnym. Nalezy jednak zauwazy¢, ze wraz ze zwigkszaniem poczatkowej zawartosci
substratéw (10 1 20 mM) znacznie malata skuteczno$¢ produkcji kwasu ksylonowego, co
z kolei moze by¢ wynikiem zbyt duzych ilosci ksylozy i formaldehydu, w stosunku do

mozliwosci biokatalitycznych dehydrogenazy ksylozy i dehydrogenazy alkoholowe;.
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Podobne wnioski zaobserwowali Zheng 1 Zhang [91], ktorzy unieruchomili
dehydrogenaze glicerolu na magnetycznych nanoczasteczkach krzemionki w celu
konwersji glicerolu. Z przedstawionych przez nich rezultatow wynika, ze zwigkszenie
stezenia substratu umozliwito wzrost wartosci wydajnosci reakcji, ale tylko do pewnego
momentu, po ktorym ta tendencja zostata zahamowana i nie byla juz obserwowana.
Ponadto, w oparciu 0 analiz¢ wynikow wlasnych, nalezy zauwazyé, ze rosngca ilo$¢
formaldehydu w testowanych uktadach negatywnie wplywa na aktywno$¢ biatek
i hamuje ich dziatanie poprzez ingerencje w konformacj¢ aminokwaséw i zaburzenie
struktury enzymu [179,180]. Zatem konsekwencja wspomnianych zmian jest obnizenie
wydajnosci konwersji ksylozy. Mozna jednak wysnu¢ wniosek, ze koimmobilizacja
enzymow zapewnia wysoka stabilno$¢ i odporno$¢ mechaniczng biokatalizatorom, co
czyni je mniej podatnymi na inaktywacje i inhibicje, niz natywne biatka, co przektada sig

na wyzsza efektywno$¢ katalizowanych przemian [114].
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Rys. 26. Produktywno$¢ kwasu ksylonowego w zaleznosci od poczatkowej zawartosci: a) ksylozy,

b) formaldehydu oraz c) stosunku kofaktoréw

Na podstawie analizy otrzymanych rezultatow mozna takze stwierdzié, ze

poczatkowy stosunek masowy kofaktorow w uktadzie reakcyjnym ma znaczacy wplyw
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na aktywnos$¢ realizowanych przemian. W ukladzie zawierajacym kofaktory NAD™
i NADH w stosunku 1:2 przeprowadzono konwersj¢ ksylozy z wydajnoscig 99%, podczas
gdy w systemie ze stosunkiem NAD":NADH 1:1 efektywno$¢ produkcji kwasu
ksylonowego byta nieznacznie nizsza i osiggneta 98%. Co ciekawe, ponad 90-proc.
wydajnos$¢ konwersji uzyskano takze dla uktadu, w ktorym stosunek kofaktorow wynosit
1:4 na korzy$¢ NADH. Wydaje si¢ zatem, ze niezwykle istotne w przypadku omawianej
pary enzymatycznej jest, aby w systemie reakcyjnym przewazata zawartos¢
zredukowanej formy kofaktora nikotynamidoadeninowego, co ma znaczny wpltyw na
prawidlowe funkcjonowanie dehydrogenazy alkoholowej, a w konsekwencji skuteczng
regeneracj¢ kofaktora. Potwierdzeniem tej obserwacji jest fakt, ze zdecydowanie nizsze
warto$ci produktywnosci kwasu ksylonowego uzyskano dla uktadéw z wigksza
poczatkowg ilo$cig NAD™.

Zmienne wartosci efektywnosci procesu otrzymane przy réznych stosunkach form
kofaktorow majg zwigzek z wlasciwo$ciami enzymow. Jak wiadomo w zalezno$ci od
procesu, w ktorym uczestniczy biokatalizator, rodzaju substratu i jego st¢zenia, a takze
zrodta pochodzenia enzymu, stata Michaelis-Menten przyjmuje rézne wartosci. Dla
NAD"-zaleznej dehydrogenazy ksylozy w trakcie konwersji ksylozy, warto$¢ Km
najczesciej waha si¢ od 1 do 10 mM [181,182]. Z drugiej strony, dla NADH-zalezne;j
dehydrogenazy alkoholowej, w konwersji formaldehydu, warto$¢ tego parametru wynosi
zwykle od 5 do 10 mM [183,184]. W zwigzku z tym mozna zatozyé¢, ze enzymy
wykorzystywane w prowadzonych badaniach majg zblizone wartosci statej] Michaelis-
Menten i zasadne wydaje si¢ stosowanie stechiometrycznych ilosci obu form kofaktorow
obecnych w systemie reakcyjnym. Obserwacja ta koresponduje z uzyskaniem wysokich
efektywno$ci procesu biokonwersji ksylozy dla ukladu z NAD® i NADH
w stosunku masowym 1:1. Wydaje si¢ zatem, ze znaczny wzrost ilosci ktorejkolwiek
z form kofaktora w uktadzie reakcyjnym moze prowadzi¢ do jego nieefektywne;j
regeneracji, wynikajacej z roznicy w aktywnosci katalitycznej enzyméw, a tym samym
powodowac obnizenie produktywnosci kwasu ksylonowego [185].

Po potwierdzeniu mozliwosci osiggnigcia niemal 100-proc. efektywnosci konwersji
ksylozy w najkorzystniejszych dla systemu XDH/ADH-membrana warunkach zatozono,
ze regeneracja kofaktora rowniez przebiega skutecznie. Niemniej jednak konieczne byto
uzyskanie rezultatow analiz, ktore potwierdza postawiong hipoteze, dlatego tez
dodatkowo oceniono efektywno$¢ enzymatycznej regeneracji kofaktora za pomoca

spektroskopii UV-Vis. Na rys. 27 przedstawiono wykres zmian absorbancji obu form
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stosowanego kofaktora w czasie trwania konwersji ksylozy. Poprawnie przeprowadzony
recykling kofaktora powinien skutkowa¢ brakiem zmian ilosci kazdej z form kofaktora
obecnych w mieszaninie reakcyjnej, co wigze si¢ z zachowaniem absorbancji na tym
samym poziomie przez caly czas prowadzenia procesu [185]. Jak mozna zauwazyc¢,
zastosowanie zaproponowanego uktadu z koimmobilizowanymi enzymami umozliwia
utrzymanie niemal statego poziomu absorbancji, co wskazuje, ze stezenia NADH i NAD*
nie ulegajg znacznym zmianom. Zatem na podstawie rezultatbw wykonanej analizy
potwierdzono, ze opracowany uktad biokatalityczny jest stabilny i umozliwia nie tylko

wydajng konwersje ksylozy, ale takze regeneracje¢ kofaktora.
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Rys. 27. Absorbancja NADH i NAD* w zaleznosci od czasu trwania procesu konwersji ksylozy

Dodatkowo z aplikacyjnego punktu widzenia niezwykle istotne wydawato si¢
przeprowadzenie testow wielokrotnego zastosowania opracowanego Systemu
biokatalitycznego (rys. 28a), ktore wykazaly, ze system z koimmobilizowanymi
enzymami umozliwia przeprowadzenie 8 kolejnych cykli katalitycznych z okoto 30-proc.
obnizeniem produktywnos$ci kwasu ksylonowego. Dane te jednoznacznie uwypuklajg
znaczng przewage koimmobilizowanych enzymow, w porownaniu do ukladow
z wolnymi biatkami. Zblizone zaleznosci zostaly przedstawione przez Zhu i in. [186],
ktorzy zaprezentowali rezultaty badan zwigzanych z immobilizacja lipazy na
mikrofiltracyjnej membranie polisulfonowej, a opracowany system biokatalityczny byt
zdolny do przeprowadzenia 6 cykli hydrolizy trioctanu glicerolu z zachowaniem
90% poczatkowej aktywnosci. Podobne wnioski wysuneli takze Li i in. [187], ktorzy
unieruchomili lipaz¢ na membranie z poliakrylonitrylu, a powstaty uktad biokatalityczny
byt w stanie katalizowa¢ 20 cykli reakcyjnych ze strata zaledwie okoto 10% swoich

poczatkowych wilasciwosci. Przewaga unieruchomionych XDH i ADH zostata
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potwierdzona takze w oparciu o rezultaty testow stabilno$ci wspomnianych
biokatalizatorow w trakcie przechowywania w ciggu 10 dni w 4 °C (rys. 28b). Rezultaty
badan potwierdzity, ze wolne enzymy szybko tracity aktywno$¢ i juz po siedmiu dniach
przechowywania nie wykazywaty zadnych witasciwosci katalitycznych. Natomiast
koimmobilizowane biatka byly zdolne do konwersji ksylozy z wydajnoscig ponad 90%

po 7 dniach przechowywania i przeprowadzeniu szesciu cykli katalitycznych.
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Rys. 28. a) Mozliwo$¢ wielokrotnego zastosowania koimmobilizowanych enzyméw w kolejnych cyklach

reakcyjnych oraz b) stabilno$¢ na przechowywanie w zalezno$ci od form biatek

W trakcie prowadzonych badan wielokrotnie potwierdzono zasadno$¢ stosowania
koimmobilizacji XDH i ADH, niemniej jednak bioragc pod uwage potencjalne
powigkszanie skali procesu nalezatlo przetestowa¢ rdzne konfiguracje systemu
biokatalitycznego (wolne enzymy, koimmobilizowane biatka oraz biokatalizatory
w mieszanej formie, w ktorej jeden z enzymow byt w formie wolnej, a drugi w postaci
zimmobilizowanej), tak aby zyskaé pewnos$¢, ktora z nich wykazuje najwyzsza
produktywnos¢ kwasu ksylonowego w trakcie nastgpujacych po sobie cykli reakcyjnych
(tabela 8). Na podstawie uzyskanych danych mozna stwierdzi¢, ze system XDH/ADH-
membrana umozliwit przeprowadzenie konwersji ksylozy z 99-proc. wydajno$cia oraz
produktywnos$cig biokatalityczng w pieciu kolejnych cyklach reakcyjnych réwnag
1,50 mM/U. Stosunkowo wysoka efektywnos$¢ wykazaly takze wolne enzymy (86%),
niemniej jednak warto$¢ produktywnosci biokatalitycznej byta 3-krotnie mniejsza niz
w przypadku ich unieruchomionych odpowiednikéw. Ta znaczna réznica wynika z faktu,
ze koimmobilizacja enzymow zapewnila biatkom ochron¢ przed dezaktywacja, a ich
zwigzanie z no$nikiem przyczynito si¢ do mozliwosci ponownego wykorzystania
z rbwnoczesnym zachowaniem wysokiej aktywnosci, co nie jest mozliwe w przypadku

stosowania wolnych form enzymoéw [188]. Uzyskane rezultaty korespondowaly zatem
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z danymi otrzymanymi w trakcie testow wielokrotnego stosowania systemow
biokatalitycznych. Dodatkowo nalezy roéwniez wspomnie¢ o systemach mieszanych,
w ktorych jeden z enzyméw wystgpowal w postaci wolnej w przestrzeni reaktora,
podczas gdy drugi z nich byt zwigzany z membrang. Obie zaproponowane konfiguracje
wykazaly znacznie mniejsza wydajno$¢ konwersji  ksylozy niz = systemy
z koimmobilizowanymi i wolnymi enzymami. Jednak wykazana przez nie
produktywno$¢ biokatalityczna, szczegdlnie w przypadku unieruchomionej XDH
i wolnej ADH, byta stosunkowo wysoka, co moze si¢ wigza¢ ze stabilizacjg enzymu

poprzez jego unieruchomienie.

Tabela 8. Poréwnanie wydajnosci konwersji ksylozy i produktywnosci biokatalitycznej w czterech

réznych konfiguracjach systemu enzymatycznego

Konwersja Produktywnos¢
System biokatalityczny ksylozy biokatalityczna
[%0]? [mM/U]P
Natywne enzymy 86,0 0,53
Natywna XDH i immobilizowana ADH 74,4 0,57
Natywna ADH i immobilizowana XDH 80,5 0,92
Koimmobilizowane enzymy 99,8 1,50

dwydajnoéé konwersji ksylozy po 1 cyklu katalitycznym; Pproduktywnos¢ biokatalityczna po 5 cyklach
reakcyjnych

Nie podlega jednak watpliwosci, ze najwigkszy potencjal ze wszystkich
zaproponowanych systemow maja enzymy koimmobilizowane na membranie
nanofiltracyjnej. Mozna zatem stwierdzi¢, ze membrana wykorzystana jako no$nik
w prowadzonych badaniach skutecznie spelnita swoja funkcj¢ 1 zapewnila ochrong
unieruchomionym dehydrogenazom przed inaktywacja czy denaturacja wywotang
warunkami procesowymi. Co wiecej, naniesiona warstwa polidopaminy skutecznie
ograniczyta wymywanie biatek z no$nika. Warto takze wspomnie¢, ze membrana nie
tylko odegrata wazna rol¢ jako nos$nik dla enzymoéw, ale takze umozliwita osiggnigcie
retencji kwasu ksylonowego na poziomie 90%, co koresponduje z wynikami uzyskanymi
w Publikacji 2. Niemniej jednak nalezy podkreslic przewage rozwigzania
zaproponowanego w Publikacji 3, w poréwnaniu do systemu przedstawionego
w Publikacji 2, ktora wynika z faktu, ze zastosowanie enzymatycznego reaktora
membranowego wyposazonego w bioaktywna membrang umozliwia przeprowadzenie
rownoczesnej biokonwersji ksylozy, regeneracji kofaktora oraz separacji kwasu

ksylonowego w jednym naczyniu reakcyjnym. Taka koncepcja moze mie¢ znaczenie
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podczas ewentualnego wykorzystania opracowanego systemu biokatalitycznego na skalg
przemystowa, poniewaz znacznie utatwia prowadzenie procesow ciagglych oraz zapewnia
wlasciwe dostarczenie substratow i odprowadzenie produktéw reakcji. Wydaje si¢ takze,
ze zachowanie wysokich aktywnosci biatek przez kolejne cykle katalityczne moze
prowadzi¢ do efektywnej konwersji znacznych ilosci ksylozy i formaldehydu takze
w procesach ciaggtych, co rowniez wplywa na wysoki potencjal aplikacyjny
proponowanego ukladu, a jego dodatkowg warto$¢ stanowi mozliwo$¢ uzyskania
produktu o wysokiej czystosci.

Koimmobilizacja dehydrogenazy ksylozy i dehydrogenazy alkoholowej na
membranie nanofiltracyjnej XN45 zaprezentowana w Publikacji 3 zostata zrealizowana
celem otrzymania systemu zdolnego do jednoczesnej konwersji ksylozy do kwasu
ksylonowego i regeneracji kofaktora prowadzonej w enzymatycznym reaktorze
membranowym. Na podstawie wynikoéw analiz fizykochemicznych scharakteryzowano
zmiany w strukturze i wlasciwo$ciach membrany na réznych etapach prowadzonych
badan, jak réwniez potwierdzono skuteczno$¢ koimmobilizacji enzyméw. Ponadto
zastosowanie unieruchomionych XDH i ADH w uktadzie reakcyjnym z 5 mM ksylozy,
5 mM formaldehydu i poczatkowym stosunkiem masowym NAD":NADH 1:1
umozliwito przeprowadzenie konwersji ksylozy z wydajnoscia 99%. Dodatkowo
wykazano, ze unieruchomione enzymy sa zdolne do wielokrotnego uzycia, a ich
stabilno$¢ w trakcie przechowywania jest stosunkowo wysoka. Finalnie potwierdzono,
7e zastosowanie enzymatycznego reaktora membranowego umozliwilo uzyskanie

produktu o wysokiej czystosci 1 zminimalizowanie ilo$ci stosowanej aparatury.

5.2 Systemy biokatalityczne z dehydrogenaza 3-hydroksymaslanowa jako

enzymem regenerujagcym NAD*

Przedstawione w Publikacji 2 rezultaty badan wykazaty, ze kwas lewulinowy ma
znaczny wptyw na aktywnos$¢ katalityczng enzymow, nie tylko natywnych, ale rowniez
immobilizowanych. Dlatego tez konieczne wydaje si¢ zneutralizowanie jego
inhibitujacego dziatania. Nalezy zauwazy¢, ze dehydrogenaza 3-hydroksymaslanowa
(3HBDH) umozliwia przeprowadzenie efektywnej konwersji kwasu lewulinowego, czyli
jednego z najczesciej wystepujacych inhibitorOw procesu enzymatycznej konwersji
biomasy. Jest to szczegdlnie istotne, ze wzgledu na potrzebe ograniczenia negatywnego
wpltywu tego inhibitora, lub jego catkowitego usuni¢cia, z roztworOw po obrdbce

biomasy. Niemniej jednak nalezy podkresli¢, ze prawidtowe funkcjonowanie tego
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enzymu, jak roOwniez uzyskanie przez niego pelnej aktywnosci katalitycznej wymaga
obecnosci w  ukladzie reakcyjnym = zredukowanej postaci  dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego (NADH). W wyniku przemiany kwasu lewulinowego
w kwas 4-hydroksywalerianowy (takze produkt o wysokim potencjale aplikacyjnym)
powstaje zatem NAD?", dlatego tez istotne bylo dobranie do projektowanego systemu
biokatalitycznego enzymu, ktdrego dzialanie jest zalezne od NAD", tak aby mozliwe bylto
przeprowadzenie regeneracji kofaktora. Ciekawe wydaje si¢ potaczenie 3HBDH
z dehydrogenazg glukozy i/lub dehydrogenaza ksylozy, ktore spetniajg to wymaganie.
Opracowanie uktadow enzymatycznych z tymi biatkami jest interesujacym
rozwigzaniem, poniewaz umozliwia jednoczesne przeksztatcenie monosacharydow,
ktore sg glownymi sktadnikami biomasy, W zwigzki o duzej uzytecznosci, czyli kwas
glukonowy 1 kwas ksylonowy oraz regeneracj¢ kofaktora, co stanowi istotny cel
prezentowanych badan. Dodatkowo wprowadzenie dehydrogenazy
3-hydroksymaslanowej do systemu biokatalitycznego bylo innowacyjnym podej$ciem,
poniewaz stanowilo probe znalezienia alternatywnego enzymu, innego niz powszechnie
stosowana dehydrogenaza alkoholowa, ktory umozliwit efektywne prowadzenie reakcji
regenerujacej kofaktor.

Zatem ze wzgledu na duzy potencjal aplikacyjny kwasu 4-hydroksywalerianowego,
kwasu glukonowego i kwasu ksylonowego oraz mozliwo$¢ opracowania
wielofunkcyjnego systemu regeneracji kofaktora z rownoczesng przemiang inhibitoréw
ograniczajacych biokatalityczng konwersje sktadnikéw biomasy, w Publikacji 4 podj¢to
si¢ prac nad koimmobilizacjg dehydrogenazy 3-hydroksymaslanowej z dehydrogenaza
ksylozy lub dehydrogenaza glukozy na membranie nanofiltracyjnej (rys. 29). Wybor
membrany nanofiltracyjnej jako nosnika dla enzyméw byl podyktowany potencjalnym
zwigkszeniem sprawnos$ci ukladu biokatalitycznego wynikajacym z mozliwos$ci
prowadzenia cigglego rozdzialu produktow koncowych od nieprzereagowanych
substratow i innych sktadnikow mieszaniny reakcyjnej. W trakcie badan okreslono
wplyw wybranych parametrow procesowych na wydajnos¢ produkcji wszystkich trzech
kwasow organicznych, a co wiecej, porownano efektywnos¢ biokonwersji prowadzone;j

przez koimmobilizowane enzymy ze skuteczno$cig ich natywnych odpowiednikow.
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Rys. 29. Schemat przedstawiajacy reakcje przebiegajace w uktadzie biokatalitycznym: a) XDH/3HBDH
oraz b) GDH/3HBDH

W pierwszym etapie badan prowadzonych w ramach Publikacji 4 dokonano doboru
materiatu nos$nika, tak aby mozliwe bylo nie tylko skuteczne osadzenie enzymoéw na
membranie, ale takze przeprowadzenie konwersji monosacharydow z wysoka
efektywnoscig oraz skuteczna separacja produktow. W tym celu zastosowano trzy
komercyjnie dostgpne membrany nanofiltracyjne: membrang XN45 i membrane TS40,
w ktorych warstwe aktywng stanowi amid polipiperazynowy oraz membrang NF90,
wykonang z poliamidu cienkowarstwowego. Zgodnie ze specyfikacja wybrane materialy
moga by¢ stosowane w pH w zakresie 2—11 oraz w maksymalnej temperaturze 45 °C
[171], co oznacza, ze we wspomnianych warunkach wtasciwo$ci membrany nie powinny
ulega¢ zmianom. Jak mozna zauwazy¢ na rys. 30a wykorzystanie membrany XN45 do
koimmobilizacji obu systemow biokatalitycznych pozwolito na uzyskanie ponad 90-proc.
produktywno$ci kwasu 4-hydroksywalerianowego. Podczas gdy zastosowanie
pozostatych nos$nikéw umozliwito osiggnigcie znacznie nizszych efektywno$ci, na
poziomie nieprzekraczajacym 80%. Wydaje sig, ze poza rodzajem materiatu membrany,
istotny wplyw na otrzymane rezultaty miata roznica w wartosciach przeptywu
1 przepuszczalnos$ci wody. Dla czystej membrany XN45 warto$¢ przeptywu wyniosta
22,38 L/m?h, natomiast dla membran TS40 i NF90 byto to odpowiednio 18,72 L/m?-h

i 15,20 L/m?h. Warto takze zauwazy¢, ze po koimmobilizacji enzyméw wartosé
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przeptywu dla membrany XN45 spadta do 7,09 L/m?-h (system z XDH) i 5,08 L/m?h

(system z GDH), podczas gdy dla membrany TS40 i NF90 parametr ten osiggngt warto$¢

odpowiednio 6,49 i 6,12 L/m?h dla uktadu z dehydrogenaza ksylozy oraz 3,95 i 3,81

L/m?-h dla uktadu z dehydrogenaza glukozy. Zmniejszenie wartoéci przeptywu moze

wptyna¢ na wydtuzenie czasu kontaktu substratu z biatkami, w konsekwencji czego moze

nie dojs¢ do wypracowania kompromisu pomiedzy szybko$cia przeptywu przez

membrang a czasem kontaktu substratow z unieruchomionymi enzymami. Analiza

uzyskanych rezultatow wskazuje na to, ze system biokatalityczny z membrang XN45

umozliwit  osiagnigcie

najkorzystniejszego

parametrami sposroéd wszystkich testowanych uktadow.
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Rys. 30. a) Produktywnos$¢ kwasu 4-hydroksywalerianowego w zaleznosci od zastosowanego systemu

biokatalitycznego unieruchomionego na réoznych membranach oraz zmiany absorbancji NAD*

w zalezno$ci od czasu trwania procesoéw z wykorzystaniem uktadow b) XDH/3HBDH i ¢) GDH/3HBDH

Ze wzgledu na przebiegajaca rownoczesnie z konwersjg inhibitora regeneracje

kofaktora enzymatycznego konieczne byto

takze zdefiniowanie

skuteczno$ci

analizowanych systemow biokatalitycznych w recyklingu NAD" (rys. 30b i 30c). Jak juz
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wczesniej wspomniano, przemiana formy zredukowanej w utleniong kofaktora,
1 odwrotnie, zapewnia jego skuteczng regeneracje, a efektywnos$¢ tego procesu moze
zosta¢ potwierdzona na podstawie utrzymania statego poziomu kofaktoréw, co jest
rOwnoznaczne z brakiem zmian w warto$ci absorbancji podczas pomiardéw
z wykorzystaniem spektrofotometru UV-Vis [189,190]. Zastosowanie systemow
biokatalitycznych z enzymami unieruchomionymi na membranie XN45 pozwolito na
zachowanie stalego poziomu absorbancji, a zatem 1 stezenia kofaktorow, co
jednoznacznie wskazuje na to, ze regeneracja przebiegala prawidtowo i opracowany
uklad dziata skutecznie. Natomiast w przypadku wykorzystania dwoch pozostatych
nos$nikow, czyli membrany TS40 i NF90, wartos¢ absorbancji maleje wraz z uptywem
czasu trwania procesu. Takie rezultaty wskazuja na stopniowe zanikanie jednej z form
kofaktora w mieszaninie reakcyjnej i wzrost st¢zenia drugiej postaci, co w konsekwencji
ma znaczacy wpltyw na spadek wydajnosci produkcji kwaséw organicznych. Podobne
obserwacje zostaly przedstawione przez Partipilo i in. [191], ktérzy prowadzili
regeneracj¢ NADPH z wykorzystaniem oksydoreduktazy glutationu i dehydrogenazy
mrowczanowej. Zaobserwowany przez nich staly wzrost stezenia NADP* w trakcie
trwania procesu sugeruje, ze reakcja regeneracji nie przebiegata wystarczajaco szybko,
aby mozliwy byl skuteczny recykling kofaktora. W oparciu o analiz¢ otrzymanych
wynikow zdecydowano, ze w dalszych badaniach koimmobilizacja enzymoéw bedzie
prowadzona z wykorzystaniem membrany XN45 i dlatego tez systemy biokatalityczne
wytworzone w oparciu o ten materiat zostaty poddane szczegdtowej charakterystyce.
Koimmobilizacja XDH i 3HBDH na membranie XN45 zostata przeprowadzona
w temperaturze otoczenia i w §rodowisku buforu TAPSO o pH 7 z zastosowaniem
syntetycznego powietrza o ci$nieniu 2 bar jako sity napedowej procesu. Analogiczne
warunki zostaty uzyte przy koimmobilizacji uktadu GDH/3HBDH. Jednak ze wzgledu na
charakterystyke dehydrogenazy glukozy do systemu wprowadzono enzymy w buforze
TAPSO o pH 8. Po osadzeniu bialek z wykorzystaniem reaktora Amicon 8010
przystapiono do zdefiniowania zmian we wlasciwosciach powierzchni membrany przed
I po koimmobilizacji enzymow oraz pokryciu warstwa polidopaminy, ktora pozwolila na
zabezpieczenie systemu biokatalitycznego przed wymyciem biatek z nosnika. W tym celu
wykonano m.in. pomiary potencjalu dzeta ,,czystych” membran oraz opracowanych
systemow biokatalitycznych (rys. 31). Dla materiatu no$nika potencjat dzeta w szerokim
zakresie badanego pH (3-9) przyjmowat ujemne wartosci, a punkt izoelektryczny zostat

wyznaczony w pH 3,3. Natomiast w przypadku materiatow po koimmobilizacji enzymow
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warto$ci punktu izoelektrycznego ulegly przesunieciu do pH 3,7 (system z XDH) i pH
3,5 (system z GDH). Co wigcej, zaobserwowano wzrost wartosci potencjatu dzeta
membran po immobilizacji w silnie kwasowym §rodowisku (pH 3), w poréwnaniu do
jego wartosci dla czystej membrany. Otrzymane dane moga wydawac si¢ zaskakujace, ze
wzgledu na to, ze kluczowa rolg w osadzeniu enzymdéw na nosniku odgrywaja
oddziatywania elektrostatyczne, a po przeprowadzeniu koimmobilizacji warto§¢ punktu
izoelektrycznego powinna ulec znaczacej zmianie 1 dazy¢ do uzyskania wartosci
charakterystycznej dla biokatalizatoréw [192]. Niemniej jednak nalezy pamigtaé, ze
unieruchomione biatka zostaly dodatkowo pokryte warstwa polidopaminy, dla ktorej
punkt izoelektryczny wynosi okoto 3,7, co zostato wykazane m.in. przez Ji i in. [193].
Wydaje si¢ zatem, ze pokrycie membrany polidopaming mialo znaczacy wplyw na

niewielkg zmiane w warto$ci punktu izoelektrycznego.

a) 40

b) 40
—@— czysta membrana —@— czysta membrana

—v— membrana po koimmobilizacji XDH/3HBDH —@— membrana po koimmobilizacji GDH/3HBDH
—— membrana po procesie biokonwersji —— membrana po procesie biokonwersji

20 1

-20 4

Potencjat dzeta [mV]
Potencjat dzeta [mV]

240 4

pH pH
Rys. 31. Wartos$¢ potencjatu dzeta czystych membran oraz wytworzonych systemow biokatalitycznych
przed i po konwersji, w zalezno$ci od pH $rodowiska dla systemu biokatalitycznego
z: a) XDH/3HBDH i b) GDH/3HBDH

Warto zauwazy¢, ze po przeprowadzeniu pojedynczego cyklu biokonwersji
monosacharydow zaobserwowano delikatny spadek warto$ci potencjatu dzeta, co moze
wynikaé¢ z osadzenia si¢ ktorego$ ze skladnikéw mieszaniny reakcyjnej na powierzchni
no$nika. Niemniej jednak w trakcie prowadzonych procesOw membrana byta
odpowiedzialna nie tylko za petnienie funkcji no$nika dla enzymow i udziat w procesach
produkcji kwasow organicznych, ale takze odgrywata wazng rol¢ w rozdziale produktow
koncowych. Ze wzgledu na negatywnie naladowana powierzchnie¢ membrany mozliwe
bylo wykorzystanie zjawiska odpychania tadunkow, ktore pozwolito na zatrzymanie
kwasu 4-hydroksywalerianowego i kwasu ksylonowego lub kwasu glukonowego

w retentacie, a w konsekwencji uzyskanie strumienia produktow o wysokim st¢zeniu
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[194]. Nalezy takze zauwazy¢, ze zarowno dla systemu z XDH, jak i uktadu z GDH po
przeprowadzeniu biokonwersji w najkorzystniejszych warunkach procesowych wartosci
retencji kwasow organicznych wyniosty 95%, 96% i 93%, odpowiednio dla kwasu
4-hydroksywalerianowego, kwasu ksylonowego i kwasu glukonowego. Uzyskane
rezultaty wskazuja jednoznacznie na opracowanie systemoOw biokatalitycznych, ktore
umozliwiaja przeprowadzenie nie tylko efektywnej konwersji, ale takze wysoce
skutecznej separacji produktu koncowego.

Po dokonaniu selekcji nosnika, potwierdzeniu efektywnosci koimmobilizacji
enzymOw 1 okresleniu zmian we wlasciwos$ciach powierzchniowych materialu, jak
1 zdeterminowaniu mozliwos$ci separacji produktéw koncowych reakcji przystapiono do
wyznaczenia warunkow prowadzenia procesow konwersji kwasu lewulinowego i ksylozy
lub glukozy z réwnoczesna regeneracja kofaktora pozwalajacych na realizacj¢ tych
przemian z najwyzszymi efektywnosciami. Na podstawie wynikéw przeprowadzonych
testow dowiedziono, ze podczas procesOw trwajacych 2 h mozliwa byta biokonwersja
kwasu lewulinowego oraz ksylozy lub glukozy z wydajno$ciami powyzej 98%, dlatego
2 h uznano za najkorzystniejszy czas prowadzenia procesu i w nim prowadzono dalsze
badania. Zdecydowano takze, ze dalsze eksperymenty prowadzone beda w temperaturze
otoczenia (~21 °C), co wynikalo z faktu, ze dehydrogenaza 3-hydroksymaslanowa,
dehydrogenaza ksylozy i1 dehydrogenaza glukozy zachowuja wysoka aktywno$¢
katalityczng w zakresie temperatur od 20 do 30 °C. Wysoka stabilno$¢ 1 prawidtowe
funkcjonowanie wspomnianych oksydoreduktaz w warunkach zblizonych do
temperatury pokojowej zostaly potwierdzone wczesniej takze przez Yeon i in. [195] oraz
Stolarczyk 1 in. [196]. Niemniej jednak nalezalo okresli¢ najkorzystniejsze pH
srodowiska reakcji dla wlasciwego funkcjonowania opracowanych par enzymatycznych.
XDH wykazuje najwyzsza aktywno$§¢ w pH 7 [197], dla GDH jest to pH 8 [198,199],
podczas gdy 3HBDH moze katalizowa¢ reakcje z wysoka skutecznoscig w szerokim
zakresie pH, od lekko kwasnego do lekko zasadowego [195]. Dlatego tez, ze wzgledu na
zrdéznicowanie preferencji sSrodowiskowych enzymow podjeto badania, w celu okreslenia
wplywu pH na efektywno$¢ prowadzonych biokonwersji (rys. 32).

Najwyzsze  wydajnosci  produkcji  kwasu  ksylonowego 1 kwasu
4-hydroksywalerianowego uzyskano w pH 7 i wyniosty one odpowiednio 98% i 99%. Co
cickawe, w calym badanym zakresie pH zaobserwowano Stosunkowo wysoka
produktywno$¢ kwasow organicznych, poniewaz w zadnej z testowanych warto$ci pH

nie osiagnigto wydajnosci nizszej niz 55%. Natomiast w przypadku biokonwersji
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z wykorzystaniem GDH i 3HBDH, 98-proc. efektywnos¢ produkcji kwasu glukonowego,
jak i kwasu 4-hydroksywalerianowego uzyskano w pH 8, podczas gdy zastosowanie
innych wartosci pH prowadzito do otrzymania kwasoéw organicznych ze znacznie nizsza
wydajnoscig. Na podstawie otrzymanych rezultatow mozna takze zaobserwowac, ze
w przypadku wolnych enzymow jako biokatalizatoréw najwyzsza produktywnosé
kwasow uzyskano w pH 7 (dla systemu XDH/3HBDH) oraz pH 8 (dla systemu
GDH/3HBDH), co koresponduje z wynikami uzyskanymi dla ich unieruchomionych
odpowiednikow 1 wskazuje, ze w wyniku przeprowadzenia procesu immobilizacji nie
doszto do znaczacych zmian w mikrosrodowisku enzymoéw. Dodatkowo nalezy
zauwazy¢, ze koimmobilizacja enzyméw pozwolita na uzyskanie zdecydowanie
wyzszych efektywnosci prowadzonych proceséw niz w przypadku reakcji
z wykorzystaniem wolnych form biatek, co jasno wskazuje na stabilizacje struktury
biokatalizatorow po koimmobilizacji. W przypadku produktywnosci kwasu
4-hydroksywalerianowego, zblizone warto$ci wydajnosci (98% 1 99%) osiggnieto w pH
7 i pH 8, co dodatkowo potwierdzito wysoka aktywno$¢ 3HBDH w zmiennym pH.
Dlatego tez na podstawie analizy uzyskanych danych zdecydowano, Ze procesy
z wykorzystaniem systemu XDH/3HBDH-membrana prowadzone bgdg w pH 7,
natomiast uktad GDH/3HBDH-membrana wykorzystano do katalizowania konwersji

w Srodowisku o pH 8.
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(wykres stupkowy obrazuje produktywno$¢ kwasu ksylonowego/glukonowego, a wykres liniowy

produktywnos¢ kwasu 4-hydroksywalerianowego)

W trakcie prowadzenia badan nad opracowywaniem nowego systemu

biokatalitycznego, w sktad ktérego wchodza przynajmniej dwa enzymy, istotne jest
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réwniez wskazanie najkorzystniejszych stosunkéw biatek, kofaktorow i substratow
wzgledem siebie, ktore zostaja poczatkowo wprowadzone do mieszaniny reakcyjnej
(rys. 33). Na podstawie zebranych danych mozna zauwazy¢, ze najwyzsza
produktywno$¢ kwasu ksylonowego i kwasu 4-hydroksywalerianowego otrzymano
w systemie ze stosunkiem aktywnosci XDH:3HBDH 1:1, stosunkiem masowym
NAD":NADH 1:1 oraz poczatkowg zawartoscig ksylozy i formaldehydu w stosunku 1:1.
Co wigcej, warto podkresli¢, ze dla systemow, w ktorych w niewielkiej przewadze
znajdowato sie XDH, NAD* czy ksyloza, takze osiggnicto relatywnie wysokie
wydajnosci realizowanych procesoOw. Uzyskane rezultaty sa bezposrednio zwigzane
z warto$ciami parametrow kinetycznych osadzonych enzymoéw, czyli statej Michaelis-
Menten oraz liczby obrotow enzymdéw (TTN). Oba te parametry s zalezne od warunkow
procesowych 1 moga przyjmowac rozne warto$ci w zalezno$ci od ilosci substratu,
wlasciwosci 1 zrodta pochodzenia enzyméw oraz ilosci kofaktora w mieszaninie
reakcyjnej. Wedtug dostepnych doniesien literaturowych dla 3HBDH stata Michaelis-
Menten przyjmuje wartosci od 0,25 do 12 mM, podczas gdy TTN wynosi od 13 do 30 1/s
[200-202]. Natomiast dla XDH parametry te przyjmuja odpowiednio wartosci
w zakresach 5-10 mM oraz 16-30 1/s [203,204]. Mozna wig¢c zauwazy¢, ze dla obu
enzymoOw warto$ci wspomnianych parametréw s3 zblizone, co koresponduje
z rezultatami uzyskanymi dla systemu biokatalitycznego, bowiem najwyzszej wydajnos$ci
uzyskano w sytuacji gdy wszystkie analizowane stosunki zmiennych wynosity 1:1.
Analogiczne wnioski mozna roéwniez zaobserwowaé dla drugiego systemu
biokatalitycznego, w ktorym zastosowano par¢ enzymatyczng GDH/3HBDH. Najwyzsza
efektywno$¢ produkcji kwasu glukonowego i kwasu 4-hydroksywalerianowego
uzyskano dla mieszaniny reakcyjnej, w ktorej zar6wno enzymy, kofaktory, jak i substraty
znajdowaty si¢ w stosunkach 1:1. Podobnie jak w przypadku systemu z XDH, stala
Michaelis-Menten i TTN dla GDH sg zblizone do wartosci tych parametrow dla 3HBDH
i wynoszg odpowiednio 3—12 mM oraz 12—-39 1/s [205-208], co wydaje si¢ wyjasniac,
dlaczego wspomniane powyzej uklady wykazaly najwyzsza skuteczno$¢ biokonwers;ji

glukozy i kwasu lewulinowego.
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Rys. 33. Produktywnos$¢ kwasow organicznych w zaleznosci od stosunku: a) XDH:3HBDH,
b) GDH:3HBDH, c) NAD*:NADH z dehydrogenazg ksylozy, d) NAD*:NADH z dehydrogenaza glukozy,
e) ksyloza:kwas lewulinowy i f) glukoza:kwas lewulinowy (wykres stupkowy obrazuje produktywno$¢

kwasu ksylonowego/glukonowego, a wykres liniowy produktywno$¢ kwasu 4-hydroksywalerianowego)

Mozna zatem podsumowaé, ze w ramach badan opisanych w Publikacji 4
przeprowadzono proces koimmobilizacji dehydrogenazy 3-hydroksymaslanowej
z dehydrogenaza ksylozy lub dehydrogenaza glukozy na membranie nanofiltracyjnej
XN45, a nast¢pnie otrzymany system biokatalityczny zastosowano w procesach

biokonwersji sktadnikow biomasy z jednoczesng regeneracja NAD™ i separacja
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membranowg koncowych produktéw. Zastosowanie systemoéw XDH/3HBDH-
membrana oraz GDH/3HBDH-membrana w trakcie procesow prowadzonych przez 2 h
w mieszaninie reakcyjnej ze stosunkiem enzymow 1:1, kofaktorow NAD*:NADH 1:1
oraz poczatkowag zawartoscig substratow w stosunku molowym 1:1 pozwolito na
osiaggnigcie produktywnosci kwasu 4-hydroksywalerianowego, kwasu ksylonowego
i kwasu glukonowego na poziomie 98%. Nalezy takze podkresli¢, ze zastosowanie
koimmobilizowanych enzymdéw umozliwilo uzyskanie wysokich wydajnosci
realizowanych przemian w szerszym zakresie zmiennych warunkow procesowych niz
w przypadku prowadzenia biokonwersji z udziatem natywnych biatek. Dodatkowo dane
uzyskane w trakcie testow wydzielania kwaséw organicznych z mieszaniny reakcyjnej
wykazaly retencje produktéw koncowych wynoszaca powyzej 90%.

Biorac pod uwage potencjat aplikacyjny systeméw opracowanych w ramach
Publikacji 4 oraz znajomo$¢ sktadu roztworow rzeczywistych po obrobce/konwersji
biomasy zdecydowano o podjeciu proby przygotowania bardziej zaawansowanego
uktadu multienzymatycznego. Ze wzgledu na fakt, ze w roztworach po konwersji
surowcow roslinnych wystepuje zarowno ksyloza (~49 g/L), jak i glukoza (~10 g/L)
uznano, ze pozadany system biokatalityczny powinien zawiera¢ rownocze$nie enzymy
zdolne do konwersji obu monosacharydow. Natomiast jako enzym regenerujagcy NAD"
zaproponowano testowang w Publikacji 4 dehydrogenaz¢ 3-hydroksymaslanowa.
Dlatego tez do mieszaniny reakcyjnej konieczne bylo wprowadzenie kwasu
lewulinowego, ktory nie byt sktadnikiem przetwarzanego roztworu rzeczywistego, aby
mozliwa byla realizacja regeneracji kofaktora. Zatem w ramach Publikacji 5 podjgto sig¢
opracowania multienzymatycznego systemu zawierajacego trzy enzymy: XDH, GDH
i 3HBDH (rys. 34). Niemniej jednak zastosowanie membrany nanofiltracyjnej jako
no$nika wydawalo si¢ by¢ czynnikiem generujacym zbyt duze skomplikowanie
proponowanego systemu biokatalitycznego 1 ograniczajacym jego finalng efektywnosc.
Dlatego tez ostatecznie uznano, ze materialem odpowiednim na poczatkowym etapie
badan bedzie uniwersalny nosnik, za ktoéry uznawana jest mezoporowata krzemionka
SBA-15. Co wigcej, na podstawie doniesien literaturowych, ktore wskazuja, ze
popularnym zrédtem biomasy lignocelulozowej w Europie sg chwasty, takie jak osika
(Populus sp.) oraz drzewa, w tym brzoza (Betula sp.) i wierzba (Salix sp.) postanowiono,
ze obrobce wstepnej 1 dalszej konwersji zostanie poddane drewno z brzozy, a uzyskany
roztwor rzeczywisty zostanie wykorzystany do dalszej konwersji jego sktadnikow do

produktow o wysokiej uzytecznosci.
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Rys. 34. Schemat przedstawiajacy reakcje przebiegajace z uktadem biokatalitycznym
XDH/GDH/3HBDH-krzemionka

Zgodnie z dostepna wiedza krzemionka charakteryzuje si¢ dobrze rozwini¢ta
powierzchnig wlasciwg i strukturg porowata, a takze posiada wysoka zdolno$¢ sorpcyjna,
dlatego tez jest popularnym nosnikiem w immobilizacji enzymoéw. Ponadto krzemionka
SBA-15 pozwala na osadzanie biatek nie tylko na jej powierzchni, ale réwniez
w porach, stad zapewnia dodatkowa ochrone dla biokatalizatoréw i1 umozliwia
osiggnigcie relatywnie wysokiej stabilnos¢ systemu biokatalitycznego w szerokim
zakresie zmiennych warunkow procesowych [209]. W jednej z opublikowanych dotad
prac nt. produkcji cukrow z biomasy lignocelulozowej Lin i in. [210] zastosowali
koimmobilizowane na nanokrzemionce ksylanazg i lichenaze, a opracowany system
biokatalityczny wykazat ponad 90-proc. wydajnos¢ w konwersji substratow. W celu
potwierdzenia doniesien na temat uniwersalno$ci materialu krzemionkowego jako
nosnika w immobilizacji enzymdw zdefiniowano parametry struktury porowatej przed
i po osadzeniu biatek. Obliczono, ze czysta krzemionka SBA-15 charakteryzuje si¢
powierzchnia wlasciwa rowna 24,28 m?/g, podczas gdy $rednia $rednica poréw wynosi
16,25 nm. Natomiast po przeprowadzeniu koimmobilizacji enzymow nastapil znaczny
spadek warto$ci powierzchni wtasciwej 1 Sredniej Srednicy porow, ktore przyjety wartosci
odpowiednio 5,74 m?g i 10,35 nm. Zmiany wartosci tych parametréw posrednio
$wiadczg 0 skutecznym osadzaniu enzyméw na powierzchni i w porach krzemionki, co
zapewnia dodatkowa ochron¢ enzymoéw przed negatywnym wplywem czynnikéw
procesowych na ich efektywnos$¢ [211]. Skutecznos$¢ koimmobilizacji biatek zostata

finalnie potwierdzona takze na podstawie analizy rezultatow energodyspersyjnej
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mikroanalizy rentgenowskiej (EDS), ktora umozliwita okreslenie zawarto$ci wybranych
pierwiastkow chemicznych na powierzchni analizowanych materiatow (tabela 9). Na
podstawie analizy widm EDS mozna zauwazy¢, ze czysta krzemionka SBA-15 sktada si¢
glownie z dwoch pierwiastkow: tlenu (55,3%) oraz krzemu (43,3%). Jednak po
przeprowadzeniu koimmobilizacji enzymoéw, sktad pierwiastkowy ulegl zmianie,
szczegblnie w przypadku zawarto$ci azotu i siarki. Ilosci azotu i siarki wzrosty bowiem
odpowiednio z 1,4% do 2,0% i z 0,1% do 2,0%, co potwierdzito skuteczne osadzanie
biatek z wykorzystaniem krzemionki. Wynika to z faktu, ze zardwno azot, jak i siarka
wchodza w sktad aminokwasow i wigzan, tj. mostki siarczkowe i wigzania amidowe,

ktore stanowig podstawe struktury trzech unieruchomionych dehydrogenaz [176].

Tabela 9. Zawarto$¢ procentowa wybranych pierwiastkow chemicznych w analizowanych probkach

. Krzemionka
. Krzemionka . - )
Ar_lallz_owany SBA-15 z k0|mmob|I|zovx_/anym|
pierwiastek [%] enzymami

[%0]

0] 55,3 54,8

Si 43,3 41,0

N 1,4 2,0

S 0,1 2,0

Zn 0,1 0,1

Ze wzgledu na fakt, ze koimmobilizacja enzyméw zostata przeprowadzona
z wykorzystaniem metody adsorpcyjnej, pomiedzy no$nikiem a enzymami Wytworzono
glownie oddziatywania fizyczne, w tym sity van der Waalsa, oddzialtywania adsorpcyjne
oraz wigzania wodorowe (rys. 35). Co niezwykle istotne, powyzej wymienione sg raczej
stabymi oddziatywaniami krotkiego zasiggu, dlatego tez ich obecnos$¢ nie ma wptywu na
zmiang struktury biatek, a w konsekwencji miejsca aktywne enzyméw sg chronione przed
zmianami konformacyjnymi, a aktywnos$¢ katalityczna pozostaje zachowana na wysokim
poziomie [212]. Dodatkowo nalezy wspomnie¢, ze krzemionka posiada wiele grup
hydroksylowych, ktore $wiadcza 0 jej wysokiej hydrofilowosci i gotowosci do
generowania wspomnianych oddziatywan z biokatalizatorem [78]. Nalezy podkresli¢, ze
w trakcie prowadzonych badan, na widmach FTIR uzyskanych po koimmobilizacji
enzymoOw zaobserwowano niewielkie przesuniecia sygnatow charakterystycznych dla
wigzan amidowych I, Il i Ill, w kierunku wigkszych wartosci liczby falowej,
w poroéwnaniu do widm natywnych enzymow. Taki rezultat sugeruje, ze migdzy grupami

hydroksylowymi (pochodzacymi z SiO2) a grupami aminowymi (cze¢$¢ reszt
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aminokwasowych wchodzacych w struktur¢ enzymu) powstalty m.in. wigzania
wodorowe, co pozwolito na przeprowadzenie skutecznej koimmobilizacji XDH, GDH
i 3HBDH. Niemniej jednak nie nalezy zapomina¢, ze mozliwe byto roéwniez osadzanie
enzymOéw w porach materiatu, a nie tylko zwigzanie ich z powierzchnig nosnika, co
wynika z dopasowania srednicy porow krzemionki i wielkosci enzymow [213].
Krzemionka SBA-15 jest mezoporowatym materialem o $rednicy poréw rownej od Kilku
do kilkunastu nanometrow, podczas gdy enzymy XDH, GDH i 3HBDH charakteryzuja

si¢ rozmiarem odpowiednio okoto 7 nm, 6 nm i 3 nm [214-216].

KWAS 4-HYDROKSY-

KWAS LEWULINOWY WALERIANOWY
NAD+

KOIMMOBILIZACIA
28L.

GLUKOZA™
NAD+ 3HBDH
v P
£ Fﬁ%z wﬁ,
Ve
NAD+
KWAS 4-HYDROKSY- KWAS LEWULINOWY

WALERIANOWY

Rys. 35. Mechanizm koimmobilizacji XDH, GDH i 3HBDH z wykorzystaniem nosnika krzemionkowego

oraz schemat prowadzonych procesow biokonwersji z rownoczesng regeneracja kofaktora NAD*

Przy opracowywaniu efektywnego systemu reakcyjnego, w ktorym stosowane sg
rownoczesnie trzy enzymy rownie istotne jak opisanie mechanizmu koimmobilizacji
bialek, jest takze okreslenie optymalnego srodowiska pracy wszystkich biokatalizatorow.
Zatem niezbedne jest wypracowanie kompromisu pomiedzy szybkoscia biokonwersji
a regeneracja kofaktora. Efektywno$¢ opracowanego systemu multienzymatycznego
mozna uzna¢ za wysoka, gdy osiggnieta zostanie maksymalna wydajno$¢ prowadzonych
procesOw konwersji, zrownowazona bedzie szybko$¢ wszystkich reakcji, a takze
uzyskana zostanie wysoka warto$¢ liczby obrotow kofaktora [101]. Jak wczes$niej
wspomniano do roztworu rzeczywistego powstatego w wyniku obrobki wstepnej drewna
brzozy dodatkowo wprowadzono kwas lewulinowy, niewchodzacy pierwotnie w jego
sktad, aby mozliwe bylo przeprowadzenie regeneracji NAD® zuzywanego przez

dehydrogenazy katalizujace biokonwersje ksylozy i glukozy. Na rys. 35 przemiany form
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kofaktora zostaly zaznaczone za pomoca strzatek o odpowiednim kolorze (zielona
strzatka przedstawia zuzycie NAD" w trakcie biokonwersji monosacharydow; zotta
pokazuje zastosowanie NADH w produkcji kwasu 4-hydroksywalerianowego). Na
podstawie zaprezentowanych informacji mozna stwierdzi¢, ze najwigkszy wpltyw na
efektywnos$¢ systemu regeneracji kofaktorow ma synergiczne dziatanie enzymow, ktore
powinny katalizowac¢ przemiany z taka szybkoscia, aby w mieszaninie reakcyjnej nie
zabrakto zadnej z form kofaktora. Dlatego tez niezwykle wazne jest, aby zrownowazy¢
szybkosci powstawania wszystkich trzech kwasow organicznych. W trakcie
prowadzonych badan najwyzsza wartos¢ szybkosci reakcji odnotowano dla procesu
z udziatem 3HBDH i tworzenia NAD", a wyniosta ona 10,62 mM/min. Natomiast
szybkos¢ konwersji ksylozy z rownoczesnym powstawaniem NADH jest nieco nizsza
(7,56 mM/min), niemniej jednak NADH jest w uktadzie reakcyjnym produkowane takze
podczas biokonwersji glukozy, ktéra zachodzi z szybkoscig 1,43 mM/min. Wydaje si¢
zatem, ze sumaryczna ilo§¢ NADH wytworzona przez dwie reakcje konwersji
monosacharydow jest w stanie zapewni¢ odpowiednig ilo§¢ kofaktora dla dehydrogenazy
3-hydroksymaslanowej, tak aby mozliwe bylo zréwnowazenie konwersji
monosacharydéw. Dodatkowo nalezy wspomnie¢, ze wartos¢ liczby obrotow kofaktora,
obliczonej jako liczba moli utworzonych kwaséw organicznych w odniesieniu do
calkowitej ilosci kofaktora w opracowanym systemie biokatalitycznym wyniosta 8814.
Ten rezultat potwierdza  wysoka  sprawnos¢  proponowanego  Systemu
multienzymatycznego, szczegélnie w poréwnaniu z innymi metodami recyklingu
kofaktorow, takimi jak chemiczne lub elektrochemiczne, ktore zapewniaja osiagniecie
stosunkowo niskich wartosci TTN (<100) [131]. Zatem w oparciu 0 zaprezentowane dane
mozna potwierdzi¢ stuszno$¢ stwierdzenia, ze zaproponowany system biokatalityczny
jest efektywny i spetnia zatozone wymagania. Dlatego tez w dalszej czesci badan podjeto
si¢ okreSlenia najkorzystniejszych warunkéw stosowania zaprojektowanego uktadu
multienzymatycznego, aby mozliwe bylo osiggnigcie maksymalne; wydajnosci
prowadzonych przemian.

Na rys. 36 przedstawiono krzywe zaleznosci produktywnos$ci kwaséw organicznych
w czasie, ktore sg niezbedne do okreslenia zmian ilosci substratow 1 produktéw podczas
trwania reakcji. Jak mozna zauwazy¢, od pierwszych minut procesu nastepuje gwaltowny
I znaczny wzrost ilosci produktow w mieszaninie reakcyjnej i juz po 0,5 h reakcji
produktywno$¢ wszystkich trzech kwasow organicznych wynosita ok. 70%. Przez

kolejng godzing procesu wydajnos¢ biokonwersji stale wzrastala, az do uzyskania
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najwyzszych efektywnosci po 1,5 h. Nalezy zauwazy¢, ze dalsze wydtuzenie czasu
procesu nie spowodowato znacznego zwigkszenia produktywnos$ci zadnego z kwasow.
Zatem najkorzystniejszy czas prowadzenia biokonwersji monosacharydéw i1 kwasu
lewulinowego to 1,5 h, podczas ktorego uzyskano 98-proc. konwersje ksylozy,
przeprowadzono przeksztatcenie glukozy z wydajnoscia 96% i wyprodukowano kwas

4-hydroksywalerianowy z efektywnos$cig 99%.
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Rys. 36. Krzywe zalezno$ci czasu procesu od produktywnosci kwasow organicznych

z wykorzystaniem opracowanego systemu biokatalitycznego XDH/GDH/3HBDH-krzemionka

Co wigcej, nalezy zauwazyC, ze ze wzgledu na zrdznicowang charakterystyke
obecnych w systemie reakcyjnym biatek istotne wydawato si¢ okreslenie
najkorzystniejszej temperatury oraz pH $rodowiska, w ktorym zachodzity reakcje. Jak
wskazano w Publikacji 4 za odpowiednig temperatur¢ dla funkcjonowania trzech
dehydrogenaz uznano temperatur¢ otoczenia (~21 °C). Natomiast duzo bardziej
skomplikowane okazato si¢ wyznaczenie najkorzystniejszego pH, ze wzgledu na
zréznicowane warunki $rodowiska korzystne dla dehydrogenazy ksylozy (pH 7)
1 dehydrogenazy glukozy (pH 8). Niemniej jednak po przeprowadzeniu testow rdznica
w wydajnosciach konwersji glukozy w $rodowisku o pH 7, w porownaniu do
optymalnego pH (pH 8) wyniosta okoto 5% i byla zdecydowanie mniejsza niz
w przypadku konwersji ksylozy, ktora w pH 8 wyniosta o 10% mniej niz
w najkorzystniejszych dla XDH warunkach procesowych (pH 7). Dlatego tez
zdecydowano, ze dalsze badania nad opracowywanym systemem multienzymatycznym
prowadzono w temperaturze otoczenia i pH 7.

Ze wzgledu na fakt, Zze poczatkowe stezenie ksylozy i1 glukozy w roztworze

rzeczywistym wyniosto odpowiednio 49 g/L. oraz 10 g/L konieczne bylo dobranie
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odpowiedniego st¢zenia dodawanego do mieszaniny reakcyjnej kwasu lewulinowego,
a nastepnie takze ilo$ci enzymow i stosunku kofaktorow. Na podstawie wczesniejszych
badan przedstawionych w Publikacji 4, jak rowniez rezultatow uzyskanych m.in. przez
Zheng i in. [149] oraz Jia i in. [217] zaobserwowano, ze pary enzymatyczne
XDH/3HBDH oraz GDH/3HBDH osiggaja najwyzsze wydajnosci, gdy sa stosowane
w stosunku 1:1. Jednak biorac pod uwage zawartosci ksylozy i glukozy w roztworze
wyjsciowym do systemu reakcyjnego wprowadzono 20 U XDH oraz 10 U GDH.
W konsekwencji czego obliczono, ze ilos¢ 3HBDH wprowadzonej do uktadu w stosunku
1:1 wobec obu wspomnianych powyzej enzymow, powinna wynosi¢ 30 U. Dlatego tez
ostateczny stosunek XDH:GDH:3HBDH w systemie biokatalitycznym wynosit 2:1:3.
Zastosowanie takich ilosci dehydrogenaz pozwolilo na osiagnigecie najwyzszej
produktywnosci wszystkich trzech kwaséw organicznych w ukladzie z dodatkiem
400 mM kwasu lewulinowego (rys. 37a). Nalezy podkresli¢, ze w kazdym z badanych
uktadow, w ktorych ilos¢ kwasu lewulinowego byta inna niz 400 mM, produkcja kwasu
4-hydroksywalerianowego byla znacznie skuteczniejsza niz produktywno$é kwasu
ksylonowego i kwasu glukonowego, co moglto wynika¢ z niedostatecznej ilosci NAD*
w mieszaninie reakcyjnej, a w konsekwencji powodowa¢ hamowanie glownych reakcji
biokonwersji monosacharydow, ktore prowadzity enzymy zalezne od tej formy kofaktora
[179]. Otrzymane rezultaty wptywu dodatku kwasu lewulinowego korespondowaty
z rezultatami badan nad wpltywem stosunku kofaktoréw w uktadzie reakcyjnym
(rys. 37b). Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazaty, ze w celu przeprowadzenia
efektywnej biokonwersji monosacharydéw konieczne jest wprowadzenie do systemu
znacznej poczatkowej ilosci NADH. Jak mozna zauwazy¢ najwyzsza produktywnos¢
wszystkich trzech kwasow uzyskano dla stosunku NAD*:NADH 1:5. Natomiast im mniej
NADH w uktadzie reakcyjnym, tym nizsze wydajno$ci procesu zostaly osiagnigte.
Otrzymane wyniki tgczg sie bezposrednio z danymi nt. ilosci enzymow oraz zawartoscia
substratow w mieszaninie reakcyjnej, jak rowniez z szybkosciami prowadzonych reakcji.
Zbyt mata ilos¢ NADH w uktadzie odgrywa znaczaca rolg, poniewaz wpltywa na
nieskutecznos¢ konwersji kwasu lewulinowego, a w konsekwencji niewytworzenie
odpowiedniej ilosci NAD", czego wynikiem jest nieefektywna regeneracja kofaktora
I dalsza ograniczona biokonwersja ksylozy i glukozy. Co ciekawe, Jin i in. [218]
przeprowadzili redukcje ksylozy do ksylitolu z jednoczesng biokonwersja glukozy
w kwas glukonowy przy uzyciu NADPH-zaleznej reduktazy ksylozy oraz

NADP*-zaleznej dehydrogenazy glukozy przy wyj$ciowym stosunku enzymow 1:3
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I wykazano, ze proces przebiegal najskuteczniej w obecno$ci kofaktoréow w stosunku
NADPH:NADP™ 1:4, co potwierdza istotno$¢ znaczenia doboru odpowiednich ilo$ci
form kofaktora w zalezno$ci do zawartosci enzymow i substratow W mieszaninie

reakcyjnej.
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Rys. 37. Wptyw: a) iloci dodatku kwasu lewulinowego do roztworu rzeczywistego oraz

b) stosunku kofaktorow na efektywno$¢ prowadzonych biokonwers;ji

Po wyznaczeniu najkorzystniejszych warunkéw procesowych, ktérymi okazaty si¢
by¢ temperatura otoczenia, pH 8, 1,5 h prowadzenia biokonwersji oraz dodatek 400 mM
kwasu lewulinowego i stosunek masowy NAD":NADH 1:5 przystgpiono do kolejnego
etapu badan. Z aplikacyjnego punktu widzenia, jak réwniez ze wzgledu na potencjalne
dodatkowe koszty wynikajace z koniecznos$ci zastosowania no$nika i1 konieczno$ci
przeprowadzenia koimmobilizacji enzymow, zasadne wydaje si¢ okre$lenie
najskuteczniejszej formy biokatalizatora. Dlatego tez przeprowadzono testy pieciu
réznych konfiguracji uktadu enzymatycznego, a wsrod nich przebadano natywne XDH,
GDH, i 3HBDH, koimmobilizowane biokatalizatory oraz formy mieszane, ktore sktadaty
si¢ z jednego wolnego enzymu, podczas gdy pozostate dwa biatka zostaly
unieruchomione. Jak mozna zauwazy¢, na podstawie analizy danych przedstawionych
w tabeli 10, dla uktadu z trzema koimmobilizowanymi dehydrogenazami uzyskano
najwyzsza efektywnos$¢ produkcji kwasu ksylonowego, kwasu glukonowego i kwasu
4-hydroksywalerianowego, ktére wyniosty odpowiednio 98%, 95% i 99%. Dodatkowo
wysoka aktywno$¢  wspomnianych  biokatalizatorow  zostala  potwierdzona
w oparciu o rezultaty obliczonej produktywnos$ci biokatalitycznej, ktora dla
koimmobilizowanych biokatalizatorow byta zdecydowanie najwyzsza (szczegdlnie dla
XDH i 3HBDH) sposrod wszystkich badanych konfiguracji systeméw enzymatycznych.
Uzyskany rezultaty sg wynikiem poprawy stabilnosci enzymow, a W konsekwencji
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ograniczeniem negatywnego wpltywu $rodowiska procesowego na aktywno$é

katalityczng stosowanych biatek.

Tabela 10. Efektywnos$¢ biokonwersji oraz produktywno$¢ biokatalityczna réznych kwaséw

organicznych, w zalezno$ci od zastosowanej konfiguracji uktadéw enzymatycznych

Efektywno$¢ produkeji kwaséw?  Produktywnosé biokatalityczna®

[%6] [mM/U]
System L2 > 52
biokatalityczny g % e g 020 2 3 o g 02X
=5 2 S =58 =5 2 S =58
<2 =) < Y] =) <
< 2 < 2
Natywne enzymy 91,3 91,3 84,2 15,1 5,48 11,2
Natywna GDH +
koimmobilizowane 94,6 88,3 96,3 15,6 5,30 12,8
XDH/3HBDH
Natywna XDH +
koimmobilizowane 83,6 87,9 88,7 13,8 5,28 11,8
GDH/3HBDH
Natywna 3HBDH +
koimmobilizowane 91,0 95,2 84,1 15,0 571 11,2
XDH/GDH
Koimmobilizowane 98,7 95,6 99,2 16,3 5,74 13,2

enzymy
dwydajnoéé konwersji ksylozy po 1 cyklu katalitycznym; "produktywno$é biokatalityczna po 1 cyklu

reakcyjnym

Nalezy zauwazy¢, ze efektywnosci produkcji kwasow organicznych uzyskane przez
system z wolnymi biatkami byty relatywnie wysokie, szczegdlnie biorac pod uwagg fakt,
ze enzymy byly narazone na dziatanie wielu inhibitorow obecnych w roztworze
rzeczywistym. Wsrod nich konieczne jest wskazanie przede wszystkim kwasu octowego,
ktéory wedlug doniesien Sun 1 in. [167] jest stosunkowo malg czasteczka,
w porownaniu do innych zwiazkow znajdujacych si¢ w mieszaninie reakcyjnej,
w konsekwencji czego moze konkurowac z ksyloza, glukozg czy kwasem lewulinowym
0 dostepnos¢ do miejsc aktywnych enzymow. Niemniej jednak biorge pod uwage finalng
produktywno$¢ biokatalityczng 1 U natywnych enzymow, obliczong w przeliczeniu na
otrzymang ilo§¢ mM kwasow, wykazano, ze wplyw $rodowiska reakcji na aktywnos¢
wolnych biokatalizatorow jest znaczacy i zastosowanie krzemionki jako nos$nika dla
enzymow zapewnia dodatkowa ochrong, ktora jest niezbedna do zachowania wysokiej
aktywnosci katalitycznej. Co ciekawe, stosunkowo wysokie wartosci produktywnosci
uzyskano dla uktadow enzymatycznych w postaci mieszanej. Nalezy jednak zaznaczy¢,

ze w kazdym z trzech przypadkéw najnizsze wydajnosci dla konkretnych kwasow
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organicznych uzyskano dla systemow, w ktorych biokatalizator odpowiedzialny za jego
konwersje byt w postaci wolnej. Taki rezultat stanowi zatem kolejny dowod na stusznosé
stosowania procesu koimmobilizacji, aby zapewni¢ wysokg stabilnos¢ i odporno$é
uktadu biokatalitycznego [219]. Dlatego tez dalsze badania skoncentrowane na
okresleniu potencjalu opracowanych systeméw biokatalitycznych w  konteks$cie
mozliwosci ich wielokrotnego wykorzystania, skupity si¢ na uktadzie z trzema enzymami

koimmobilizowanymi na materiale krzemionkowym.
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Rys. 38. a) Testy wielokrotnego wykorzystania oraz b) stabilnosci w trakcie przechowywania
opracowanego systemu biokatalitycznego XDH/GDH/3HBDH

W perspektywie potencjalnego powickszania skali konieczne byto zdefiniowanie
zdolnosci katalitycznych opracowanego uktadu multienzymatycznego w nastepujacych
po sobie cyklach, jak rowniez okreslenie stabilnosci w trakcie przechowywania w 4 °C.
W zwigzku z tym wytworzony biokatalizator zostal przetestowany w 10 cyklach
reakcyjnych, w najkorzystniejszych dla niego warunkach procesowych. Jak mozna
zaobserwowac na rys. 38a, po zakonczeniu dziesiagtego cyklu, system biokatalityczny byt
zdolny do skutecznego przeprowadzenia procesow biokonwersji z wydajnoscig powyzej
80% dla wszystkich trzech analizowanych kwaséw organicznych. Ponadto nalezy
podkresli¢, ze przechowywanie biokatalizatora przez 10 dni w temperaturze 4 °C nie
wplynelo znaczaco na stabilno$¢ enzymow, czego potwierdzeniem jest fakt, ze po tym
okresie osiggni¢to ponad 70-proc. produktywnos$¢ analizowanych kwasoéw. Zatem
otrzymane rezultaty potwierdzaja wysokg stabilno$¢ opracowanego systemu
multienzymatycznego. Zblizone wnioski zostaly przedstawione przez Zhou i in. [220],
ktorzy na zmodyfikowanej krzemionce osadzili enzymy zdolne do przeprowadzenia
procesu uwodornienia (3S)-3-metylocykloheksanonu z jednoczesng regeneracja

kofaktora. Opracowany system biokatalityczny umozliwil przeprowadzenie siedmiu
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kolejnych cykli reakcyjnych przy zachowaniu wydajnosci na poziomie 50%. Ponadto
enzymy byly zdolne do Kkatalizowania redukcji 3-metylo-2-cykloheksen-1-onu
z wydajnoscia okoto 90%, podczas gdy biokonwersja glukozy przebiegata
z efektywnoscia okoto 85% po przechowywaniu biokatalizatora przez 10 dni
w temperaturze 4 °C. Dlatego tez zasadnym wydaje si¢ stwierdzenie, ze opracowany
w ramach przedktadanej rozprawy system XDH/GDH/3HBDH-krzemionka ma znaczny
potencjat w dalszych badaniach, ze wzgledu na praktyczne aspekty jego zastosowania.
Podsumowujgc, w ramach badan przedstawionych w Publikacji 5 dehydrogenaza
ksylozy, dehydrogenaza glukozy i dehydrogenaza 3-hydroksymaslanowa zostaty
skutecznie unieruchomione z wykorzystaniem krzemionki SBA-15, a opracowany
system biokatalityczny byl zdolny do efektywnej biokonwersji monosacharydow
Z roztworu rzeczywistego otrzymanego po obrdbce 1 konwersji biomasy. Co wigcej,
okreslono najkorzystniejsze warunki prowadzenia biokonwersji monosacharydéw,
ktorymi okazaty si¢ by¢ temperatura 21 °C, pH 7, 1,5 h czasu trwania procesu, dodatek
400 mM kwasu lewulinowego i stosunek NAD*:NADH 1:5. Podczas prowadzenia reakcji
we wspomnianych warunkach mozliwe bylo wyprodukowanie kwasu ksylonowego,
kwasu glukonowego i kwasu 4-hydroksywalerianowego z wysokimi wydajnosciami
przekraczajagcymi 95%. Ponadto udowodniono, ze uklad z trzema rdéwnoczesnie
unieruchomionymi enzymami pozwala na osiagnigcie najwyzszych efektywnosci
produkcji kwasow organicznych, w poréwnaniu do systemow z mieszanymi formami
biokatalizatora lub natywnymi biatkami. Wysoka stabilno$¢ i odpornos¢ opracowanego
uktadu zostaty dodatkowo zweryfikowane na podstawie oceny mozliwos$ci zastosowania
tego systemu w kolejnych cyklach katalitycznych oraz stabilnosci podczas
przechowywania. Zatem wydaje si¢, ze zaproponowany system XDH/GDH/3HBDH-
krzemionka wykazuje znaczny potencjal aplikacyjny w konwersji roztworéw

rzeczywistych pochodzacych z przetworstwa biomasy.
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6. Podsumowanie i wnioski

Badania podjete w ramach przedktadanej dysertacji stuzyty przede wszystkim
realizacji zatozonego celu poznawczego, ale dazyty takze do potwierdzenia postawionej
hipotezy badawczej, ktora zakladata, ze koimmobilizowane enzymy sa zdolne do
efektywnej konwersji wybranych sktadnikow biomasy do zwigzkéw o wysokim
potencjale aplikacyjnym oraz prowadzenia jednoczesnej regeneracji kofaktora
enzymatycznego. Dlatego tez w trakcie zrealizowanych prac opracowano kilka systemow
multienzymatycznych opartych o starannie wyselekcjonowane nos$niki oraz wybrane
dehydrogenazy, ktore zostaly szeroko scharakteryzowane i opisane W Publikacjach
1-5. Ze wzgledu na fakt, ze kluczowa role w realizowanych pracach odgrywata
konwersja biomasy, jako glowne enzymy wytypowano NAD"-zalezne dehydrogenaze
ksylozy oraz dehydrogenaze glukozy. Natomiast wsrdd biatek zdolnych do regeneracji
kofaktora (wykorzystujacych NADH do prawidtowego funkcjonowania) przetestowano
komercyjnie dostegpna 1 szeroko stosowang dehydrogenaz¢ alkoholowa oraz
dehydrogenaze 3-hydroksymaslanowsg, ktora poza regeneracja NAD" jest tez skuteczna
w konwersji kwasu lewulinowego, ktory jest sktadnikiem roztworéw biomasy,
a jednocze$nie jest inhibitorem procesow jej konwersji. Uktady biokatalityczne oparte
o dehydrogenaze ksylozy i dehydrogenaze alkoholowa unieruchomione na materiale
kompozytowym magnetyt-krzemionka lub membranie nanofiltracyjnej XN45 do
jednoczesnej biokonwersji ksylozy i formaldehydu oraz regeneracji kofaktora NAD*
zostaty przedstawione odpowiednio w Publikacjach 1-2 i Publikacji 3. Podczas gdy
rezultaty badan nad zastosowaniem dehydrogenazy ksylozy, dehydrogenazy glukozy
i dehydrogenazy 3-hydroksymaslanowej osadzonymi na membranie nanofiltracyjnej
XN45 lub mezoporowatej krzemionce SBA-15 zaprezentowane odpowiednio
w Publikacji 4 i Publikacji 5. Opracowanie kazdego ze wspomnianych systemow
biokatalitycznych obejmowato przygotowanie lub syntez¢ no$nika, skuteczne
przeprowadzenie procesu koimmobilizacji enzyméw, a nastgpnie zdefiniowanie
potencjatu aplikacyjnego wytworzonych biokatalizatorow w konwersji biomasy oraz
okreslenie wptywu wybranych parametréw procesowych na efektywno$¢ prowadzonych
przemian. Istotnym aspektem byto tez potwierdzenie skuteczno$ci regeneracji kofaktora,
a warto$¢ dodang badan stanowilo zaproponowanie skutecznej metody separacji
produktow koncowych z mieszaniny reakcyjnej, aby mozliwe byto uzyskanie zwigzkow

0 wysokiej czystosci. W tabeli 11 w sposob zbiorczy i przegladowy zaprezentowano
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wszystkie systemy multienzymatyczne opracowane w ramach przedktadanej rozprawy
doktorskiej, wraz ze wskazaniem najkorzystniejszych warunkéw prowadzenia
koimmobilizacji biatek 1 konwersji skladnikéw biomasy oraz uzyskanymi
efektywnos$ciami prowadzonych procesow.

Jak juz wspomniano, w kazdym z opracowanych systeméw biokatalitycznych
enzymem gtownym byta dehydrogenaza ksylozy i/lub dehydrogenaza glukozy, podczas
gdy jako bialka regenerujace, odpowiedzialne za recykling kofaktora NADT,
zastosowano dehydrogenaz¢ alkoholowg (Publikacje 1-3) Iub dehydrogenaze
3-hydroksymaslanowa (Publikacje 4-5). Takie zestawienie biokatalizatorow oznacza, ze
biokonwersja monosacharydéw byla traktowana jako reakcja glowna, a jej finalnymi
produktami byly kwas ksylonowy i/lub kwas glukonowy, podczas gdy formaldehyd
1 kwas lewulinowy zostaly wprowadzone do ukladow reakcyjnych jako substraty
w reakcjach regeneracji kofaktora. W trakcie koimmobilizacji systemow
multienzymatycznych wykorzystano trzy roézne no$niki odznaczajace si¢ odmienng
charakterystyka fizykochemiczng, strukturg i morfologia, wsrdd ktérych nalezy
wymieni¢ material kompozytowy magnetyt-krzemionka (Publikacje 1-2), membrane
nanofiltracyjng XN45 (Publikacje 3-4) oraz mezoporowatg krzemionk¢ SBA-15
(Publikacja 5). Odpowiednio dobrane wtasciwosci fizykochemiczne no$nikoéw, dobrze
rozwinigta struktura porowata tych materiatow, jak i1 obecno$¢ reaktywnych grup
funkcyjnych byly czynnikami decydujacymi o ich wyborze, a ze wzgledu na wspomniane
wlasciwosci immobilizacje przeprowadzono gltownie z wykorzystaniem techniki
adsorpcyjnej. Zastosowanie materialu kompozytowego magnetyt-krzemionka oraz
mezoporowatej krzemionki SBA-15 (Publikacje 1-2 i Publikacja 5) pozwolito na
osadzenie enzymoOw zaré6wno na powierzchni, jak i w porach no$nika. Natomiast
wykorzystanie  membrany  nanofiltracyjnej  (Publikacje  3-4)  umozliwilo
unieruchomienie biatek gtownie na powierzchni materiatu, a w konsekwencji blokowanie
jego porow, ze wzgledu na fakt, Ze immobilizowane enzymy sg wigksze niz pory no$nika.
Dlatego tez w przypadku zastosowania membrany, osadzone biokatalizatory zostaty
dodatkowo pokryte warstwa polidopaminy, ktéra penita funkcj¢ ochronng przed

nadmierng elucjg biatek z materiatu.
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Tabela 11. Poréwnanie systemow biokatalitycznych opracowanych w ramach pracy doktorskiej

Enzym Enzym Material WarunkKi WarunkKi Efektywnos¢ Stabilnosé¢
gléwny regenerujacy nosnika koimmobilizacji biokonwersji biokonwersji
Publikacja 1 XDH ADH materiat czas: 2 h czas:1h (XA) 82% 5 cykli: >65%
kompozytowy temperatura: 25 °C temperatura: 25 °C 20 dni: >60%
Fes04-SiO; bufor MES 0 pH 7 bufor MES 0 pH 7
stosunek XDH:ADH: 2:1 stosunek substratow: 1:1
stosunek NAD*:NADH: 1:1
Publikacja 2 XDH ADH materiat czas: 2 h czas:1h (XA) 99% 5 cykli: >65%
kompozytowy temperatura: 25 °C temperatura: 25 °C 20 dni: >60%
Fes04-SiO: bufor TAPSO 0 pH 7 bufor TAPSO 0 pH 7
stosunek XDH:ADH: 2:1 stosunek substratow: 1:1
stosunek NAD*:NADH: 1:1
Publikacja 3 XDH ADH membrana czas: do zebrania 4,5 mL czas:1h (XA) 99% 5 cykli: >90%
nanofiltracyjna permeatu temperatura otoczenia 10 dni: >80%
XN45 temperatura otoczenia bufor TAPSO 0 pH 7
ci$nienie: 4 bar stosunek substratow: 1:1
bufor TAPSO 0 pH 7 stosunek NAD*:NADH: 1:1
stosunek XDH:ADH: 2:1
Publikacja 4 XDH 3HBDH membrana czas: do 2,5 mL permeatu czas: 2 h (XA) 98% 10 cykli: >70%
nanofiltracyjna temperatura otoczenia temperatura otoczenia (4-HV) 99% 10 dni: >50%
XN45 ci$nienie: 2 bar bufor TAPSO 0 pH 7
bufor TAPSO 0o pH 7 ratio substratow: 1:1
ratio XDH:3HBDH: 1:1 ratio NAD*:NADH: 1:1
GDH 3HBDH membrana czas: do 2,5 mL permeatu czas: 2 h (GA) 98% 10 cykli: >70%
nanofiltracyjna temperatura otoczenia temperatura otoczenia (4-HV) 98% 10 dni: >70%
XN45 ci$nienie: 2 bar bufor TAPSO o pH 8
bufor TAPSO o pH 8 stosunek substratow: 1:1
stosunek GDH:3HBDH: 1:1  stosunek NAD*:NADH: 1:1
Publikacja 5 XDH 3HBDH krzemionka czas: 2h czas:15h (XA) 98% 10 cykli: >85%
GDH SBA-15 temperatura otoczenia temperatura otoczenia (GA) 95% 10 dni: >80%

bufor TAPSO o pH 7
stosunek XDH:GDH:3HBDH:
2:1:3

bufor TAPSO o pH 7
stosunek NAD*:NADH: 1:5

(4-HV) 99%

(XA): produktywno$¢ kwasu ksylonowego; (GA): produktywno$¢ kwasu glukonowego; (4-HV): produktywno$¢ kwasu 4-hydroksywalerianowego
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Biorac pod uwage warunki procesu koimmobilizacji nalezy zauwazy¢, ze wszystkie
opracowane systemy zostaty wytworzone w temperaturach w zakresie od 21 do 25 °C,
a wiec w warunkach zblizonych do temperatury otoczenia. Co wigcej, wigkszos$¢
z proponowanych uktadow enzymatycznych zostato unieruchomionych w $rodowisku
buforu TAPSO o pH 7, ktory zapewnial odpowiednig stabilno$¢ osadzanym
biokatalizatorom i nie miatl negatywnego wptywu na stabilno$¢ kofaktoréw. Jedyny
wyjatek stanowit system GDH/3HBDH-membrana (Publikacja 4), ktérego wytwarzanie
przebiegato w pH 8, z uwagi na charakterystyke dehydrogenazy glukozy, ktora preferuje
lekko zasadowe warunki medium reakcyjnego. Warto zatem podkresli¢, ze otrzymanie
prezentowanych systemow biokatalitycznych przebiegalo w tagodnych warunkach i nie
wymagato stosowania podwyzszonej lub obnizonej temperatury, badz tez skrajnie
kwasowego lub zasadowego $rodowiska, co moze negatywnie wptywaé na aktywnos¢
enzymoéw. Dodatkowo w ramach badan przedstawionych w Publikacji 2 dowiedziono
znaczenia doboru roztworu buforowego na zachowanie aktywno$ci enzymow oraz
poOzniejsza efektywnos$¢ biokonwersji, a zebrane dane wskazaty bufor TAPSO jako
medium zapewniajace najwyzszg aktywnosc 1 stabilnosc.

Ponadto, niezaleznie od stosowanego nos$nika, czas trwania koimmobilizacji
enzymoOw byl stosunkowo krotki. Unieruchomienie biatek z wykorzystaniem no$nikow
krzemionkowych byto prowadzone przez 2 h, podczas gdy osadzanie biokatalizatoréw na
membranie nanofiltracyjnej przebiegato do zebrania okoto 90% poczatkowej objetosci
roztworu enzymu uzytego do immobilizacji, co w zalezno$ci od systemu trwato od 2 do
4 h. Efektywnos¢ wytworzenia przedstawianych uktadéw multienzymatycznych zostata
potwierdzona na podstawie danych uzyskanych z wykorzystaniem szeregu analiz
fizykochemicznych, takich jak spektroskopia w podczerwieni z transformacja Fouriera,
energodyspersyjna mikroanaliza rentgenowska oraz spektroskopia UV-Vis, a zebrane
dane jasno wskazuja, ze wydajno$s¢ koimmobilizacji enzyméw we wszystkich
analizowanych systemach wyniosta powyzej 80%, co nalezy uzna¢ za satysfakcjonujaca
warto$¢. Nalezy takze zauwazy¢, Ze unieruchomienie biatek mialo wptyw na zmiang
wlasciwos$ci no$nikow, co jest szczegdlnie widoczne w przypadku membran
nanofiltracyjnych, dla ktérych wartosci przepltywu 1 przepuszczalnos$ci wody po procesie
koimmobilizacji enzymoéw byty zdecydowanie nizsze niz wartosci tych parametrow dla
czystego materiatu. Rezultat ten sugeruje, ze biokatalizatory zostaly osadzone przede
wszystkim na powierzchni nos$nika i powodowaty blokowanie porow, czego

dodatkowym potwierdzeniem byly zmiany w parametrach struktury porowatej
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stosowanych membran. Ponadto znaczne roéznice w wielkosci powierzchni wlasciwej
oraz $rednicy porow odnotowano w przypadku no$nikow krzemionkowych przed i po
koimmobilizacji, co jasno wskazuje, ze biatka zostaly osadzone takze we wnetrzu
1 potwierdza, ze dobor nosnika o odpowiedniej porowatosci moze zapewni¢ dodatkowsg
ochrong dla unieruchamianych enzyméw. Mozna zatem podsumowac, ze opracowane
systemy zostaly wytworzone efektywnie, a no$niki zostaly dobrane w sposob
zapewniajacy nie tylko wysoka sprawnos¢ operacyjng unieruchomionym enzymom, ale
takze ich dodatkowsg stabilizacj¢ w warunkach procesowych.

Kluczowym etapem badan byly jednak testy aplikacyjne wytworzonych uktadow.
W pierwsze] czeSci prac opracowano systemy biokatalityczne, ktéorych podstawe
stanowig dehydrogenaza ksylozy i dehydrogenaza alkoholowa koimmobilizowane na
nosnikach takich jak material kompozytowy magnetyt-krzemionka (Publikacje 1-2)
oraz membrana nanofiltracyjna (Publikacja 3). Wykazano, ze zastosowanie obu
proponowanych uktadow w najkorzystniejszych dla nich warunkach (czas trwania
procesu 1 h, temperatura 21-25 °C, bufor TAPSO o pH 7, stosunek ksylozy do
formaldehydu 1:1 oraz stosunek NAD*:NADH: 1:1) umozliwitlo przeprowadzenie
procesu konwersji ksylozy z wydajnoscig ponad 99%. Co wigcej dowiedziono, ze
roéwnoczesnie z produkcjag kwasu ksylonowego skutecznie przebiegata regeneracja
kofaktora NAD®* prowadzona przez NADH-zalezng dehydrogenaze alkoholows.
Stwierdzono jednak znaczne roznice w wydajnosci procesow prowadzonych przez
unieruchomione i natywne enzymy. W zmiennych warunkach procesowych, szczegdlnie
w przypadku temperatury 1 pH, odnotowano bowiem pozytywny wplyw koimmobilizacji
bialek na zachowanie stabilno$ci uktadu w catym zakresie testowanych parametrow.
Z kolei wolne enzymy w skrajnych temperaturach i pH gwaltownie tracity swoje
wlasciwosci katalityczne. Potwierdzono takze, ze reakcjami preferowanymi kinetycznie
przez par¢ enzymatyczng XDH/ADH sg konwersja ksylozy do kwasu ksylonowego oraz
przeksztatcanie NADH w NAD?, co jest korzystne z punktu widzenia funkcjonalno$ci
projektowanych uktadow. W przypadku systemu XDH/ADH-Fe30s—SiO2 okreslono
takze wpltyw inhibitorow na efektywnos$¢ biokonwersji ksylozy, a uzyskane dane
wykazaty, ze obecno$¢ kwasow organicznych (tj. kwas octowy i1 kwas lewulinowy)
powoduje znaczne obnizenie aktywnos$ci biokatalizatorow poprzez blokowanie miejsc
aktywnych enzyméw. Nalezy jednak wyraznie podkreslié, Zze pomimo réznych
konfiguracji stosowanej aparatury, w obu opracowanych systemach, mozliwe bylo

przeprowadzenie efektywnej separacji membranowej kwasu ksylonowego i uzyskanie
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jego wysokiej czystosci. Jednak rozwigzanie przedstawione w Publikacji 3, ktore
zaklada wykorzystanie enzymatycznego reaktora membranowego, wydaje si¢ by¢
ekonomicznie korzystniejsze, ze wzgledu na fakt, ze biokonwersja ksylozy
z regeneracja kofaktora i separacja produktu koncowego przebiega w tym samym czasie
w jednym urzadzeniu. Z kolei w przypadku uktadu enzymatycznego unieruchomionego
na materiale kompozytowym magnetyt-krzemionka konieczne jest przeniesienie
mieszaniny poreakcyjnej do innego modutu, co generuje dodatkowe koszty 1 powoduje
wzrost skomplikowania procesu. Jednak istotng zaleta systemu enzymatycznego
opisanego w Publikacjach 1-2 jest mozliwo$¢ wydzielenia biokatalizatora
z mieszaniny reakcyjnej z wykorzystaniem zewnetrznego pola magnetycznego, co nie
wymaga znacznej ingerencji w konstrukcje aparatury, w ktorej przebiegaja omawiane
procesy.

Z aplikacyjnego punktu widzenia niezwykle wazne jest potwierdzenie mozliwosci
ponownego wykorzystania opracowanych systemow biokatalitycznych w kolejnych
cyklach reakcyjnych. W przypadku obu ukladow mozliwe bylo przeprowadzenie
5 nastgpujacych po sobie biokonwersji ksylozy z ok. 65-proc. i 90-proc. wydajnoscia
odpowiednio dla uktadu XDH/ADH-Fe304+SiO2 oraz XDH/ADH-membrana.
Dodatkowo przechowywanie unieruchomionych enzymow skutkuje niewielkim
spadkiem ich aktywnosci Kkatalitycznej, co dodatkowo potwierdza stabilizacje
analizowanych biokatalizatoréw w wyniku immobilizacji. Dlatego tez wydaje sig, ze
zaproponowane uktady biokatalityczne stanowig solidny fundament do rozwoju dalszych
prac nad wykorzystaniem koimmobilizanych enzymow w efektywnej konwersji biomasy.

W drugim etapie prac wytworzono systemy biokatalityczne oparte o dehydrogenaze
3-hydroksymaslanowa jako enzym odpowiedzialny za regeneracjc NAD™. W zwigzku
z tym w Publikacji 4 zaprezentowano systemy z 3HBDH i dehydrogenazg ksylozy lub
dehydrogenaza glukozy unieruchomionymi na membranie nanofiltracyjnej XN45,
a wytworzone uktady zostaty zastosowane w biokonwersji kwasu lewulinowego i ksylozy
lub glukozy z jednoczesnym recyklingiem kofaktora. Uzyskane rezultaty stanowily
motywacj¢ do opracowania systemu biokatalitycznego w sktad, ktérego wchodzity trzy
enzymy: dehydrogenaza ksylozy, dehydrogenaza glukozy i dehydrogenaza
3-hydroksymaslanowa (Publikacja 5), ktore zostaly jednocze$nie osadzone na
mezoporowate] krzemionce SBA-15. Uklad multienzymatyczny przedstawiony

w Publikacji 5 byt nie tylko bardziej zaawansowany i ztozony niz wytworzone wczesniej
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systemy, ale takze zostal przetestowany w konwersji ksylozy i glukozy prowadzonej
Z roztworu rzeczywistego otrzymanego po obrobce drewna brzozy.

Przeprowadzajac testy systemow XDH/3HBDH-membrana oraz GDH/3HBDH-
membrana (Publikacja 4) wykazano, ze ich zastosowanie w temperaturze otoczenia
I roztworze buforowym o pH 7 (system z XDH) lub pH 8 (system z GDH) pozwala na
produkcje kwasu ksylonowego, kwasu glukonowego i kwasu 4-hydroksywalerianowego
z efektywno$ciami powyzej 98%. Wysoka uzyteczno$¢ potwierdzono takze dla
zaproponowanego w Publikacji 5 uktadu XDH/GDH/3HBDH-SIiO2, ktory umozliwit
produkcje kwasoéw organicznych z wydajnosciami w zakresie 95-99%. Taki rezultat
wydaje si¢ szczegdlnie satysfakcjonujacy, ze wzgledu na skuteczne uzycie opracowanego
ukladu w przetwarzaniu skladnikow roztworu rzeczywistego. Niemniej jednak nalezy
podkresli¢, ze pomimo zblizonych warunkéw temperatury 1 pH prowadzonych procesow
zastosowanie uktadu XDH/GDH/3HBDH-SIO, wymagalo doprowadzenia do
mieszaniny reakcyjnej wigkszej ilosci kwasu lewulinowego (400 mM) oraz znacznej
zmiany stosunku enzymow 1 kofaktoréw. Wspomniane rdéznice wynikaty
z koniecznosci dostarczenia odpowiedniej ilosci dodatkowego substratu, jak
1 zapewnienia odpowiednich ilosci enzymow 1 kofaktoréw w uktadzie reakcyjnym, co
jest zwigzane ze sktadem poddanego konwersji roztworu rzeczywistego 1 zmiennych
ilosci poszczegodlnych skladnikow. Co wiecej, dehydrogenaza 3-hydroksymaslanowa
byla odpowiedzialna za regeneracjc NAD®, zuzywanego rownocze$nie przez
dehydrogenaze ksylozy 1 dehydrogenazg glukozy, w przeciwienstwie do systemow
przedstawionych w Publikacji 4, w ktorych procesy biokonwersji ksylozy i glukozy
zachodzily osobno. Dlatego tez niezbedne byto wprowadzenie do mieszaniny reakcyjnej
nadmiaru 3HBDH, a w konsekwencji 5-krotnie wigkszej ilosci NADH niz NAD".

Ponadto nalezy podkresli¢, ze podobnie jak w przypadku omawianych wczedniej
systemow z dehydrogenaza alkoholowa, rowniez w Publikacjach 4-5 zastosowanie
koimmobilizowanych enzymdéw umozliwilo uzyskanie wysokich wydajnosci
wytwarzania kwasow organicznych w szerokim zakresie warunkow procesowych. Co
wiecej, prowadzenie biokonwersji monosacharydéw w obecnos$ci otrzymanych uktadow
pozwolito na osiggni¢cie znacznie wyzszych efektywno$ci niz w przypadku proceséw
katalizowanych przez ich natywne odpowiedniki. Analogicznie jak w przypadku badan
przedstawionych w Publikacjach 1-3 takze w przypadku ukladéw opisanych
w Publikacjach 4-5 zaobserwowano pozytywny wplyw koimmobilizacji na mozliwos¢

efektywnego zastosowania omawianych systemow W dziesigciu Kkolejnych cyklach
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katalitycznych. Uzyskane rezultaty jasno wskazujg takze na dlugoterminowg stabilno$é¢
utworzonych biokatalizatorow. Przechowywanie systemow XDH/3HBDH-membrana
i GDH/3HBDH-membrana przez 10 dni w 4 °C umozliwito prowadzenie konwersji ze
skuteczno$cig odpowiednio powyzej 50% 1 70%. Natomiast w przypadku uktadu
XDH/GDH/3HBDH-SiIO> zachowana aktywno$¢ byta wyzsza i wyniosta ponad 80%.
Wykazana rdznica moze wynika¢ m.in. z ilo$ci enzymow wymytych z no$nika w trakcie
prowadzonych reakcji. Biatka osadzone zaré6wno na powierzchni krzemionki, jak i w jej
porach sg bowiem mniej podatne na elucj¢ niz te unieruchomione na membranie, dla
ktérych jedyna ochrone stanowi warstwa polidopaminy, ktéra moze ulec przerwaniu.
Dodatkowo nalezy zauwazy¢, ze dla omawianych systemow nie zaobserwowano zmian
stezenia kofaktora w trakcie proceséw biokonwersji, co pozwolito na posrednie
potwierdzenie efektywnosci jego regeneracji.

Biorac pod uwage wszystkie przedstawione dane mozna stwierdzié, ze wykazano
znaczny potencjat opracowanych systemow biokatalitycznych w konwersji sktadnikow
biomasy z jednoczesna regeneracja kofaktora enzymatycznego. Nalezy zauwazy¢, ze
wszystkie opracowane systemy biokatalityczne wykazaty wysoka efektywno$¢
w produkcji kwasoOw organicznych, co wynika z faktu, ze w najkorzystniejszych
warunkach procesowych mozliwe byto prowadzenie biokonwers;ji sktadnikéw biomasy
z minimum 95-proc. wydajnosciag. Dodatkowo warto podkresli¢, Zze przeksztatcanie
ksylozy 1 glukozy wraz z reakcjami regenerujacymi kofaktor przebiegalo w tagodnych
warunkach procesowych, takich jak temperatura otoczenia oraz zblizone do obojetnego
pH. Ponadto we wszystkich testowanych systemach biokatalitycznych okreslono wplyw
stosunku enzyméw, kofaktoréw oraz substratow na efektywno$¢ prowadzonych
procesow, tak aby zminimalizowa¢ ilo$¢ sktadnikow niezbednych do skutecznego
przebiegu biokonwersji z rownoczesng regeneracjag NAD'. Zaproponowane systemy
multienzymatyczne byly nie tylko skuteczne, ale takze stanowig innowacyjne
rozwigzanie umozliwiajace zmniejszenie negatywnego wptywu kwasu lewulinowego,
czyli inhibitora procesow konwersji biomasy, bez koniecznosci usunigcia go
z mieszaniny reakcyjnej. Potwierdzono tez, ze kazdy z wytworzonych systemow
wykazuje wysoki potencjal aplikacyjny, ze wzgledu na mozliwos¢ jego wielokrotnego
uzycia 1 znaczng stabilno§¢ w trakcie magazynowania. Zatem w ramach
przeprowadzonych prac zrealizowano zatozony cel badan poprzez skuteczne
opracowanie uktadoéw biokatalitycznych opartych o koimmobilizowane enzymy

I umozliwiajacych jednoczesng konwersje sktadnikow biomasy i regeneracje kofaktorow
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enzymatycznych. Dodatkowo zaprojektowano tez skuteczng separacj¢ membranowsg
sktadnikow reakcji, ktéra pozwolila na uzyskanie produktéw o wysokiej czystosci.
Uzyskane rezultaty badan pozwalajg na stwierdzenie, ze opracowane uktady majg
znaczacy potencjat aplikacyjny, ktéry powinien by¢ dalej rozwijany w kierunku
powiekszenia skali prowadzonych proceséw i ich realizacji z wykorzystaniem roztworow

rzeczywistych.
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7. Perspektywy rozwoju badan

Zalezno$ci uzyskane w trakcie realizacji badan nad koimmobilizowanymi systemami
multienzymatycznymi potwierdzity, ze ich wykorzystanie moze stanowié¢ perspektywe
efektywnej realizacji szerokiego wachlarza syntez biokatalitycznych w skali
przemystowej. Niemniej jednak, eksperymenty przeprowadzone w ramach przedktadane;j
dysertacji byty badaniami podstawowymi, skupiajagcymi si¢ na opracowaniu skutecznej
metody otrzymywania uktadow biokatalitycznych oraz okresleniu najkorzystniejszych
warunkow procesowych dla ich aktywnego funkcjonowania. Wydaje si¢ zatem, ze
konieczne jest prowadzenie dalszych, bardziej zaawansowanych testow, ktore potwierdza
skuteczno$¢ prezentowanych rozwigzan takze po ich transferze do wickszej skali.
Dlatego tez kolejne prace w zakresie zastosowania koimmobilizowanych systemow
multienzymatycznych powinny skupic¢ si¢ na nastepujacych aspektach:

e Wykorzystanie opracowanych uktadow biokatalitycznych w konwers;ji
roztworoOw rzeczywistych w skali wigkszej niz laboratoryjna oraz podjgcie
proby prowadzenia procesow ciagglych z uzyciem enzymatycznych reaktorow
membranowych;

e Projektowanie alternatywnych i elastycznych systemow regeneracji
kofaktoréw, ktore umozliwig zastosowanie szerokiej gamy enzymow z réznych
grup, a w konsekwencji mozliwe bedzie tgczenie i dopasowywanie par biatek
0 zréznicowanym pochodzeniu i charakterystyce;

e Optymalizacja procesow biokatalitycznych w celu zmaksymalizowania liczby
obrotow kofaktorow i stabilno$ci enzymoéw regenerujacych oraz okreslenie
wplywu substratow 1 produktow reakcji regenerujacej na aktywno$¢ bialek
obecnych w uktadzie reakcyjnym,;

e Zaawansowana charakterystyka parametrow Kinetycznych stosowanych
biokatalizatoréw, ktora stanowi kluczowy warunek przydatnosci i stabilnosci
opracowywanych systemow, ze wzgledu na konieczno$¢ dopasowania
szybkosci regeneracji kofaktora i gtéwnej reakcji biokonwersji;

e Rozwdj technologii separacji zwigzkow otrzymywanych podczas biokonwersji
sktadnikoéw biomasy, aby mozliwe byto nie tylko uzyskanie gtéwnego produktu
reakcji o wysokiej czystosci, ale takze skuteczne wydzielenie kofaktorow oraz

koproduktow;
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e Wytworzenie systemow biokatalitycznych opartych zardwno
0 koimmobilizowane enzymy, jak i unieruchomione kofaktory enzymatyczne,
celem zwigkszenia ekonomiki procesOw 1 ulatwienia separacji sktadnikow
mieszaniny reakcyjnej.

Wydaje si¢ zatem, ze istnieje wiele mozliwych kierunkow dalszego rozwoju badan
nad zastosowaniem koimmobilizowanych enzymow w konwersji sktadnikow biomasy,
a potencjat aplikacyjny tych systemow sugeruje, ze powinny one sta¢ si¢ tematem
aktualnym i szeroko analizowanym. Szersze uzycie zaproponowanych ukladow
multienzymatycznych moze mie¢ bezposrednie przelozenie na dalszy wzrost
atrakcyjnosci biomasy jako niezwykle wartosciowego surowca wykorzystywanego

w wielu procesach realizowanych na skalg przemystowa.
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