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Design of modern biocatalysts for e-caprolactone synthesis

Projektowanie nowoczesnych biokatalizatoréw
dla syntezy ¢-kaprolaktonu
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A biocatalyst based on Candida antarctica lipase B phys. immobilized
on industrial-grade multi-walled C nanotubes was developed, char-
acterized by high activity and stability. Its application in the chemo-
enzymatic synthesis of e-caprolactone allowed for 83% conversion of
cyclohexanone (45°C, 5 h) while maintaining activity over 4 consecutive
reaction cycles.

Keywords: biocatalysis, immobilization, nanomaterials, e-caprola-
ctone, Baeyer-Villiger oxidation

Przedstawiono badania nad opracowaniem biokatalizatora opartego
na lipazie B z Candida antarctica fizycznie immobilizowanej na wie-
losciennych nanorurkach weglowych o jakosci przemystowej, ktéry
wykazat wysoka aktywnosc i stabilnosc. Zastosowanie go w chemo-
-enzymatycznej syntezie e-kaprolaktonu pozwolito uzyskac konwersje
cykloheksanonu na poziomie 83% (45°C, 5 h) oraz zachowac aktywnos¢
przez cztery cykle reakcyjne.

Stowa kluczowe: biokataliza, immobilizacja, nanomateriaty,
e-kaprolakton, utlenianie Baeyera i Villigera

Dynamiczny rozwdj nowych technologii w przemysle
chemicznym stanowi kluczowy element globalnej trans-
formacji w kierunku zréwnowazonego rozwoju. Wdrazanie
innowacyjnych procesow i materiatéw pozwala nie tylko na
poprawe wydajnosci produkcji, ale takze na zmniejszanie
skutkow ubocznych dziatalnosci przemystowej, w tym na
ochrone $srodowiska. Ogromne znaczenie maja innowacje
technologiczne, ktore pozwalaja na ograniczenie zapotrze-
bowania na energi¢, minimalizacj¢ odpadow produkcyjnych
oraz mozliwo$¢ zastgpienia surowcow kopalnych surow-
cami odnawialnymi, co jest zgodne z Agenda 2030 ONZ
i celami zrownowazonego rozwoju®.

Rozwigzania biotechnologiczne stanowia jeden z klu-
czowych kierunkdéw rozwoju nowoczesnego przemystu
chemicznego, w pelni wpisujacy si¢ w idee tzw. zielonej
chemii oraz zrownowazonego rozwoju. Zastosowanie

biokatalizatorow, takich jak enzymy i mikroorganizmy,
umozliwia prowadzenie proceséw produkcyjnych w tagod-
nych warunkach temperatury i ci$nienia, ograniczenie
zuzycia energii oraz eliminacj¢ toksycznych reagentow,
rozpuszczalnikow i powstawania produktow ubocznych.
Reakcje enzymatyczne charakteryzuje wysoka selektyw-
no$¢, dzigki czemu mozliwe jest uzyskiwanie produktow
o duzej czystosci i wysokiej wydajnosci, co przektada si¢
na mniejszg ilo$¢ odpaddw i nizsze koszty ich utylizacji.
Pomimo licznych zalet, szerokie zastosowanie enzymow
w procesach przemystowych jest ograniczone. Enzymy
sg wyjatkowo wrazliwe na zmiany pH, temperatury oraz
obecno$¢ zanieczyszczen, co znaczaco utrudnia utrzymanie
ich aktywnosci w warunkach rzeczywistych. Dodatkowo
wydzielenie enzymoéw z mieszaniny poreakcyjnej jest
ktopotliwe i kosztowne, a produkty reakcji czesto ulegaja

Inz. Anita PROCEK (ORCID: 0009-0005-3068-4620) w roku
2025 ukonczyta studia | stopnia na Wydziale Chemicznym
Politechniki Slaskiej w Gliwicach. Obecnie kontynuuje ksztat-
cenie na studiach magisterskich na specjalizacji chemia farma-
ceutyczna i kosmetyczna na tym samym wydziale.

104/12 (2025) Efzomyst,

Dr inz. Anna WOLNY (ORCID: 0000-0003-1843-8791) w roku
2025 uzyskata stopien doktora nauk inzynieryjno-technicz-
nych w dyscyplinie inzynieria chemiczna z wyréznieniem na
Wydziale Chemicznym Politechniki Slaskiej w Gliwicach. Od
2024 r. jest pracownikiem Katedry Technologii Chemicznej
Organicznej i Petrochemii na tej samej uczelni. Jest laure-
atka konkurséw, takich jak PRELUDIUM22 (NCN) oraz ,,Drive
Innovations - Rozwigzania dla Zréwnowazonego Rozwoju”
(BASF Polska), a takze wspotautorka licznych publikacji nauko-
wych, patentdw i uczestniczka wielu konferencji naukowych
o wymiarze krajowym i miedzynarodowym. Specjalnos¢ -
biokataliza, immobilizacja biatek, modyfikacja materiatow,
kataliza heterogeniczna i zielona chemia.
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zanieczyszczeniu ich pozostalo$ciami. Enzymy tatwo ule-
gaja réwniez denaturacji, co uniemozliwia ich ponowne
wykorzystanie i ogranicza ekonomiczng optacalnos¢ pro-
cesOw biokatalitycznych.

Jednym z najbardziej efektywnych rozwigzan wspo-
mnianych ograniczen jest immobilizacja enzymow.
Unieruchomienie biatka umozliwia jego tatwe oddzielenie
od mieszaniny poreakcyjnej, poprawia jego stabilnos¢ oraz
odpornos¢ na zmienne warunki procesu, a ponadto pozwala
na jego wielokrotne wykorzystanie bez utraty aktywnosci*?.
Na podstawie danych literaturowych mozna wyrdzni¢ wiele
metod immobilizacji enzymow, natomiast najbardziej popu-
larng z nich jest adsorpcja natywnego biokatalizatora na
statym nosniku* ¥. Dobor odpowiedniego no$nika stanowi
kluczowy aspekt podczas fizycznej immobilizacji enzymu
i zalezy glownie od jego rodzaju. Zaréwno aktywnos¢ kata-
lityczna, jak i efektywno$¢ immobilizacji enzymu w duzym
stopniu zalezg od polarnosci srodowiska, co wptywa na jego
stabilno$¢ i dostepnos¢ miejsca aktywnego. W przypadku
lipaz, ktore sg najczgsciej wykorzystywang grupa enzymow
w zastosowaniach przemystowych, ich aktywacja zachodzi
w srodowisku hydrofobowym, a proces ten nazywany jest
aktywacja miedzyfazowa i stanowi klasyczny przyktad
zalezno$ci aktywnosci enzymu od charakteru §rodowiska.
W srodowisku hydrofobowym dochodzi do czg$ciowego
otwarcia si¢ wieczka lipazy przykrywajacego miejsce
aktywne, co przektada si¢ na wzrost efektywnosci immo-
bilizacji biatka i otrzymania aktywnego biokatalizatora®?.

Do efektywnej immobilizacji lipaz najczgsciej wybiera
si¢ no$niki, takie jak wielo$cienne nanorurki weglowe,
materialty krzemionkowe, wegle aktywne i materiaty
polimerowe® !9, Istotnym aspektem jest hydrofobowosé
no$nika, wiec w przypadku materiatow krzemionkowych
konieczna jest modyfikacja powierzchni hydrofobowymi
modyfikatorami'. Materiaty weglowe stanowig atrakcyjna
grupe no$nikow dla enzymow ze wzgledu na hydrofobowy
charakter, duzg powierzchni¢ wlasciwa, wysokg stabil-
no$¢ chemiczng i termiczng oraz mozliwo$¢ modyfikacji
powierzchni, co pozwala na optymalizacje warunkoéw
immobilizacji. W tym kontek$cie nanorurki weglowe
wyrozniajg si¢ jako nosniki o unikalnej strukturze jedno-
wymiarowej, duzej powierzchni kontaktu i mozliwosci

tworzenia oddzialywan typu m-n oraz van der Waalsa, co
sprawia, ze sg obiecujacym rozwigzaniem w projektowaniu
nowoczesnych i stabilnych uktadéw biokatalitycznych do
zastosowan przemystowych'> . W doniesieniach lite-
raturowych mozna znalez¢ liczne przyklady zastosowan
lipaz immobilizowanych na nanorurkach weglowych.
Nanobiokatalizator sktadajacy si¢ z lipazy B z Candida
antarctica (CALB) unieruchomionej na wielo$ciennych
nanorurkach weglowych (MWCNTs) zostal zastosowany
w syntezie estrow kwasow dikarboksylowych. Opracowany
biokatalizator wykazat wysoka aktywno$¢ katalityczng
w reakcji kwasu bursztynowego z n-butanolem, uzyskujac
95% wydajnosci procesu w cykloheksanie w 45°C po 3 h
z mozliwoscig jego 6-krotnego zawrotu'¥. W innym przy-
ktadzie CALB unieruchomiony fizycznie na MWCNTs
zostal wykorzystany w chemo-enzymatycznym utlenianiu
Baeyera i Villigera 2-metylocykloheksanonu w systemie
ciggltym. Otrzymano 6-metylo-&-kaprolakton z wydajnoscia
87,5% 1 selektywnoscia > 99% po 5 min prowadzenia pro-
cesu w octanie etylu w 40°C. Podang wydajnos$¢ produkcji
obserwowano przez co najmniej 8 h prowadzenia procesu,
co wskazuje na wysoka stabilno$¢ uktadu biokatalitycz-
nego™. Lipaza z Candida rugosa fizycznie immobilizo-
wana na MWCNTs, ktore sfunkcjonalizowano grupami
karboksylowymi, zostata wykorzystana w enzymatycznej
syntezie oleinianu metylu. Biokatalizator umozliwit otrzy-
manie estru z wydajnoscia 84,2%, a reakcj¢ prowadzono
w izooktanie w 50°C'®.

Celem badan opisanych w artykule bylo opracowanie
aktywnego i stabilnego heterogenicznego biokatalizatora
opartego na lipazie B z Candida antarctica oraz wielo-
Sciennych nanorurkach weglowych, przeznaczonego do
chemo-enzymatycznej produkcji e-kaprolaktonu w syste-
mie okresowym.

Czesc doswiadczalna

Materiaty

Stosowano: lipaze B z Candida antarctica (5000 LU/g,
Sigma-Aldrich), wielo$cienne nanorurki weglowe (Nanocyl
NC7000TM, Nanocyl), wieloscienne nanorurki weglowe
syntezowane na Politechnice Slaskiej, wielo§cienne nano-

Drinz. Magdalena SITKO (ORCID: 0000-0002-4823-2009) w roku
2013 ukonczyta studia na Wydziale Chemicznym Politechniki
Slaskiej w Gliwicach. W 2018 r. uzyskata stopien doktora nauk
technicznych na tym samym wydziale. Obecnie jest zatrudnio-
na na stanowisku starszego specjalisty ds. badan i rozwoju
w Synthos SA. Specjalno$¢ - technologia chemiczna organicz-
na, technologia polimerdéw.

Drinz. Anna SZELWICKA (ORCID: 0000-0001-8324-856X) w roku
2016 ukonczyta studia magisterskie na kierunku technologia
chemiczna organiczna na Politechnice Slaskiej w Gliwicach,
a nastepnie na tej samej uczelni rozpoczeta studia dokto-
ranckie, kierujac zainteresowania naukowe na opracowanie
nowych heterogenicznych uktadéw katalitycznych opartych
na nosnikach na bazie materiatéw weglowych, cieczach jono-
wych i enzymach, wprowadzajac opracowane uktady kata-
lityczne do wybranych proceséw organicznych, takich jak
utlenianie Baeyerai Villigera, estryfikacja kwasu akrylowego,
kwasu lewulinowego oraz kwaséw dikarboksylowych z wybra-
nymi alkoholami. W latach 2022-2024 byta zatrudniona jako
pracownik naukowy na Technical University of Darmstadt,
prowadzac we wspdtpracy z firmag Merck projekt dotyczacy degradacji niehydrolizowalnych
polimerdw, takich jak PE czy PP, z wykorzystaniem modyfikowanych genetycznie enzy-
mow. Obecnie jest zatrudniona jako specjalista R&D w Centrum Badawczo-Rozwojowym
Orlen SA.
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Fig. 1. Chemo-enzymatic Baeyer-Villiger oxidation of cyclohexanone to e-caprolactone
Rys. 1. Chemo-enzymatyczne utlenianie Baeyera i Villigera cykloheksanonu do ¢-kaprolaktonu

rurki weglowe (czystos¢ przemystowa, CheapTubes), grafit
(POCH SA), wegiel aktywny (POCH SA), cykloheksanon
(Grupa Azoty Zaktady Azotowe ,,Putawy” SA), kwas okta-
nowy (> 98%, Sigma-Aldrich), 30-proc. wodny roztwor
nadtlenku wodoru (POCH SA), toluen (cz.d.a., Chempur),
dekan (> 99%, Sigma-Aldrich), bufor fosforanowy
pH 7,0 w 20°C (Sigma-Aldrich).

Metodyka badan

Wstepnie proces immobilizacji prowadzono przy zasto-
sowaniu nadmiaru enzymu (6 mL roztworu lipazy na 0,1 g
nosnika), w celu zapewnienia maksymalnego pokry-
cia powierzchni analizowanych materialow weglowych.
Niezwigzany enzym usuwano poprzez filtracje oraz wielokrotne
przemywanie osadu. Po optymalizacji procesu immobilizacji
enzymu do kolby okraglodennej wprowadzono odwazong mase
nos$nika, dodano 0,2 mL wodnego roztworu lipazy 1 0,4 mL wody
w przeliczeniu na kazde wprowadzone 0,1 g nosnika. Zawiesing
mieszano za pomocg termostatowanej wytrzasarki przez 3 h
w temp. 20°C z predkoscig 180 rpm. Po tym czasie zawiesing
przesaczono prozniowo, a materiat przemyto woda w ilosci 3 mL
na 0,1 guzytego nosnika. Nastepnie biokatalizator suszono przez
2 doby w temp. 5°C (lodowka), w eksykatorze (pod proznia),
nad bezwodnym pentatlenkiem difosforu.

W kolbie okragtodennej o po-
jemnosci 25 mL umieszczono kolej-
no biokatalizator (0,02 g), kwas
oktanowy (0,5 mL), toluen (0,5 mL)
i cykloheksanon (0,25 mmol). Kolbe
zaopatrzono w septe, umieszczono
w wytrzasarce elektrycznej w temp.
25°C lub 45°C i wkroplono 30-proc.
wodny roztwoér nadtlenku wodoru
(0,5 mmol), po czym rozpocze¢to mie-
szanie z predkoscig 250 rpm. Postep
reakcji $ledzono metoda chromato-
grafii gazowe;j.

Wszystkie reakcje prowadzono wg
ogolnej procedury chemo-enzyma-
tycznego utleniania cykloheksanonu
opisanej powyzej, wychodzac z 20
mmol cykloheksanonu. Nastgpnie
biokatalizator poddawano sgczeniu,
przemywano toluenem i suszono. W kazdym kolejnym
cyklu reakcyjnym modyfikowano w razie koniecznosci
ilo$ci uzytych substratow (ze wzgledu na czgsciowe straty
biokatalizatora podczas sgczenia), tak aby zachowac odpo-
wiednie stosunki reagentow.

Metody analityczne

Przebieg reakcji sledzono, pobierajac z uktadu reak-
cyjnego probki (10 pL) w ustalonych odstepach czasu,
rozcienczajac je chlorkiem metylenu (1,5 mL) i analizujac
metoda chromatografii gazowej ze wzorcem wewnetrznym
(dekan). Do analiz stosowano chromatograf gazowy Clarus
500 firmy Perkin Elmer zaopatrzony w kolumne SPBTM-5
(30 m x 0,2 mm x 0,2 pm) oraz detektor FID. Parametry
analizy: temperatura dozownika 250°C, temperatura detek-
tora 250°C, dzielnik przeptywu 100:1, objetos$¢ nastrzyku
1 uL, gaz nosny — hel, staly przeptyw 30 cm/s, powietrze
450 mL/min, wodér 45 mL/min.

Pomiary TG-DTA wykonano, stosujac termowage Mettler
Toledo TGA/SDTA-851ew systemie termoanalitycznym
STARe. Pomiary wykonywano dla masy probki ok. 20 mg
w platynowym naczynku pomiarowym o pojemnosci
70 uL, w zakresie temp. 25-800°C, przy szybkosci ogrzewania
20°C/min, w dynamicznej (100 mL/min) atmosferze azotu.

Inz. Mateusz PILSZEK (ORCID: 0009-0000-2350-7443) jest
studentem Il semestru studiow magisterskich na kierunku
technologia chemiczna o specjalnosci technologia chemicz-
na organiczna na Wydziale Chemicznym Politechniki Slaskiej
w Gliwicach. Aktywnie angazuje sie w zycie akademickie jako
prezes Studenckiego Kota Naukowego Chemikéw, cztonek
Rady Samorzadu Wydziatu Chemicznego oraz delegat do Rady
Kot Naukowych Politechniki Slaskiej. Specjalno$é - projekto-
wanie hybryd metaloorganicznych o potencjalnym zastoso-
waniu katalitycznym.
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Mgr inz. Magdalena MORAWIEC-WITCZAK w roku 2001 ukon-
czyta studia na Wydziale Inzynierii Chemicznej i Procesowej
Politechniki kodzkiej. Posiada ponad 20-letnie doswiadczenie
w przemysle chemicznym przy realizacji projektéw badawczo-
-rozwojowych. Obecnie zajmuje stanowisko starszego specja-
listy technologa ds. rozwoju biznesu w Grupie Azoty Zaktady
Azotowe ,Putawy” SA.
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Wyniki badan i ich oméwienie
Reakcja modelowa

Testy aktywnosci katalitycznej opracowanych biomate-
riatéw weglowych badano w procesie o duzym znaczeniu
przemystowym, syntezie e-kaprolaktonu poprzez chemo-
-enzymatyczne utlenianie Baeyera i Villigera cykloheksa-
nonu. W literaturze zostaty opisane 2 gtowne podejscia che-
mo-enzymatycznego utleniania Baeyera i Villigera, ktore
roéznig si¢ sposobem generowania nadkwasu w uktadzie
reakcyjnym. W pierwszym z nich lipaza katalizuje reakcje
perhydrolizy kwasu karboksylowego (np. kwasu oktano-
wego) z nadtlenkiem wodoru, co prowadzi do powstania
odpowiedniego nadkwasu. Powstaty w ten sposob utleniacz
umozliwia transformacje¢ ketonu do laktonu. Drugie pode;j-
$cie opiera si¢ na perhydrolizie estru, najczesciej octanu
etylu, w obecnosci nadtlenku wodoru, co prowadzi do
powstania nadkwasu octowego. W tym wariancie lipaza
petni funkcje katalizatora umozliwiajacego tagodna i selek-
tywng generacje¢ utleniacza in Situ. Zaletg tego rozwigzania
jest fakt, ze octan etylu moze odgrywaé¢ podwdjna rolg,
zardwno rozpuszczalnika reakcji, jak i prekursora nadkwa-
su, co upraszcza uktad reakcyjny oraz ogranicza liczbe
stosowanych reagentow®. Na rys. 1 przedstawiono reak-
cj¢ modelowa chemo-enzymatycznego utleniania Baeyera
1 Villigera cykloheksanonu do e-kaprolaktonu z zastosowa-
niem kwasu karboksylowego jako prekursora nadkwasu.

Immobilizacja adsorpcyjna CALB
na materiatach weglowych

Opracowano uktady biokatalityczne oparte na lipazie
B z Candida antarctica (CALB) unieruchomionej na
wybranych materiatach weglowych: syntezowanych wie-
losciennych nanorurkach weglowych (MWCNTs), komer-
cyjnie dostepnych wielosciennych nanorurkach weglowych
(MWCNTs-Nanocyl), komercyjnie dostepnych wielo-
sciennych nanorurkach weglowych jako$ci przemystowej
(MWCNTs-1G), graficie oraz weglu aktywnym z wyko-
rzystaniem prostej metody adsorpcji fizycznej. Metoda ta
opiera si¢ na oddziatywaniach niekowalencyjnych, takich
jak wigzania wodorowe oraz sity van der Waalsa pomiedzy
enzymem a powierzchnig no$nika. Zastosowanie immo-
bilizacji fizycznej uzasadniono faktem, ze immobilizacja
chemiczna, polegajaca na tworzeniu wigzan kowalencyj-

Table 1. Immobilized CALB content on selected carbon materials along with
their surface characteristics

Tabela 1. Zawartos¢ immobilizowanego CALB na wybranych materiatach
weglowych wraz z charakterystyka ich powierzchni

Powierzchnia Objetos¢ | Zawartos¢ CALB
Nosnik witasciwa BET, poréw, na nosniku,
m?/g cm’/g % mas.

MWCTs 34 0,11 6,0

LI OIS 177 1,38 19.8
-Nanocyl

MWCNTs- brak

-1G 233 danych 80
Mgl 1158 0,42 16,9
aktywny

Grafit 3 0,01 2,0

nych migdzy enzymem a nosnikiem, czgsto prowadzi do
obnizenia aktywnosci katalitycznej enzymu®”. Dodatkowo
przeprowadzenie procesow modyfikacji nosnika niezbed-
nych do chemicznego zwigzania biatka z materialem wiaze
sie z wyzszymi kosztami otrzymywania biokatalizatoréw.

Wstepnie proces immobilizacji prowadzono przy zasto-
sowaniu nadmiaru enzymu (6 mL roztworu lipazy na 0,1 g
no$nika), w celu zapewnienia maksymalnego pokrycia
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Fig. 2. Effect of the type of carrier on CALB activity in the model reaction;
reaction conditions: cyclohexanone (0.25mmol), 30%aq. H,0,(2eq.,0.5mmol),
octanoic acid 0.5 mL, toluene 0.5 mL, biocatalyst 20 mg, temp. 25°C, shaker
250 rpm, conversion determined by GC

Rys. 2. Wptyw rodzaju no$nika na aktywnos$¢ CALB w reakcji modelowej; wa-
runki reakgji: cykloheksanon (0,25 mmol), 30% aq. H,0, (2 eq., 0,5 mmol),
kwas oktanowy 0,5 mL, toluen 0,5 mL, biokatalizator 20 mg, temp. 25°C,
wytrzasarka 250 rpm, konwersje oznaczono za pomoca GC

Dr inz. Krzysztof DZIUBA (ORCID: 0000-0002-7817-3601)
w roku 2004 ukoniczyt studia z zakresu inzynierii chemicznej
na Politechnice £6dzkiej, a w 2008 r. uzyskat stopier doktora
na tej samej uczelni. Od 2003 r. jest zwigzany z Grupg Azoty
Zaktadami Azotowymi ,,Putawy” SA. Obecnie petni funkcje
gtéwnego technologa w Pionie Produkcji. Odpowiada za nad-
z6r technologiczny instalacji chemicznych, techniczne aspekty
zarzadzania emisjami, uczestniczy w pracach badawczo-roz-
wojowych oraz w procesach przygotowania inwestycji. Jest
wspoétautorem kilkunastu publikacji i kilku patentéw.
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Prof. dr hab. inz. Anna CHROBOK (ORCID: 0000-0001-7176-
7100) w roku 1996 ukoniczyta studia na Wydziale Chemicznym
Politechniki Slaskiej w Gliwicach. W 2001 r. uzyskata stopien
doktora nauk technicznych, aw 2011 r. stopier doktora habi-
litowanego na tym samym wydziale. W 2018 r. otrzymata tytut
profesora nauk technicznych. Obecnie pracuje w Katedrze
Technologii Chemicznej Organicznej i Petrochemii na Wydziale
Chemicznym, a takze petni funkcje dyrektora Kolegium
Studiéw Politechniki Slaskiej. Specjalnos¢ - inzynieria che-
miczna.

* Adres do korespondencji:

Katedra Technologii Chemicznej Organicznej i Petrochemii, Wydziat Chemiczny,
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Table 2. Optimization of CALB physical immobilization on MWCNTs-IG and
catalytic activity results of the obtained biocatalysts

Tabela 2. Optymalizacja immobilizacji fizycznej CALB na MWCNTSs-IG oraz
wyniki aktywnosci katalitycznej otrzymanych biokatalizatoréw

Sposob immobilizacji CALB na 0,1 g

Konwersja cyklohek-

MWCNTs-IG sanonu po 5 h, %

6 mL CALB + 3 mL bufor fosforanowy 86
2 mL CALB + 3 mL bufor fosforanowy 86
0,5 mL CALB + 3 mL bufor fosforanowy 84
0,4 mL CALB + 3 mL bufor fosforanowy 80
0,2 mL CALB + 3 mL bufor fosforanowy 42
0,2 mL CALB + 1,5 mL bufor fosforanowy 58
0,2 mL CALB + 0,4 mL bufor fosforanowy 76
0,2 mL CALB + 0,4 mL woda 78

Warunki reakji: cykloheksanon (0,25 mmol), 30% aq. H,0, (2 eq., 0,5 mmol), kwas okta-
nowy 0,5 mL, toluen 0,5 mL, CALB-MWCNTs-I1G 20 mg, temp. 45°C, wytrzasarka 250 rpm,
konwersje oznaczono za pomoca GC

powierzchni analizowanych materiatow weglowych.
Niezwigzany enzym usuwano poprzez filtracj¢ oraz wie-
lokrotne przemywanie osadu. Ilos$ci osadzonego biatka na
wybranych materiatach weglowych oznaczono na podstawie
analiz termograwimetrycznych i przedstawiono w tabeli 1
wraz z charakterystyka ich powierzchni. Na rys. 2 przed-
stawiono wyniki aktywno$ci katalitycznej opracowanych
materialow w procesie chemo-enzymatycznego utleniania
Baeyera i Villigera cykloheksanonu do ¢-kaprolaktonu.
Na podstawie wynikéw przedstawionych w tabeli 1 mozna
wywnioskowaé, ze dobrze rozwinigta powierzchnia wtasci-
wa nosnika miala znaczacy wplyw na ilos¢ adsorbowanego
CALB. Dla no$nikow o matej powierzchni wlasciwej, takich
jak MWCNTs oraz grafit, oznaczono odpowiednio 6% mas.

Konwersja cykloheksanonu, %

Nr cyklu

Fig. 3. Catalytic activity of the developed biocatalyst during its recycling; re-
action conditions: cyclohexanone (10 mmol), 30% aq. H,0, (2 eq., 20 mmol),
octanoic acid 20 mL, toluene 20 mL, biocatalyst 0.8 g, temp. 45°C, shaker 250
rpm, 5 h, conversion determined by GC

Rys. 3. Aktywnos$¢ katalityczna opracowanego biokatalizatora podczas jego
zawrotu; warunki reakcji: cykloheksanon (10 mmol), 30% aq. H,0, (2 eq.,
20 mmol), kwas oktanowy 20 mL, toluen 20 mL, biokatalizator 0,8 g, temp.
45°C, wytrzasarka 250 rpm, 5 h, konwersje oznaczono za pomocg GC
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oraz 2% mas. enzymu, natomiast dla wegla aktywnego oraz
MWCNTs-Nanocyl te warto$ci wynosity 16,9% mas. i1 19,8%
mas. Warto zauwazy¢, ze pomimo mniejszej powierzchni
wiasciwej materiat MWCNTs-Nanocyl (177 m?/g) byt w sta-
nie unieruchomi¢ wicksza ilo$¢ biatka niz wegiel aktywny
(1158 m*g), co mialo zwigzek z jego wigksza objetoscia
porow (0,42 cm¥/g). Dla MWCNTs-IG oznaczono 8% mas.
enzymu na powierzchni, co jest wynikiem zblizonym do
MWCNTs syntezowanych w laboratorium. Testy aktywnosci
katalitycznej (rys. 2) wykazaty, ze wszystkie opracowane
biokatalizatory umozliwity przeksztatcenie cykloheksano-
nu do e-kaprolaktonu. Najwyzsza aktywnoscig w badanej
reakcji modelowej charakteryzowat si¢ biokatalizator
oparty na MWCNTs oraz graficie, gdzie po 35 h trwania
procesu w temp. 25°C zaobserwowano prawie catkowita
konwersje cykloheksanonu ze 100-proc. selektywnoscia.
Obiecujacg aktywnos$¢ wykazal réwniez biokatalizator
oparty na MWCNTs-IG, dla ktérego po 35 h trwania reakcji
oznaczono 65% przereagowania substratu. Dla biokataliza-
torow skladajacych si¢ z wegla aktywnego oraz MWCNTs-
Nanocyl, dla ktérych oznaczono najwicksza ilos¢ biatka na
powierzchni, nie zaobserwowano wigkszej aktywnosci kata-
litycznej. Swiadczy to o tym, ze wzrost upakowania enzymu
na powierzchni no$nika moze powodowac zbytnie sttocze-
nie enzymu na powierzchni, co prowadzi do ograniczenia
dostepnosci kwasu karboksylowego do centréw aktywnych
biatka. Biorac pod uwage koszty produkcji nosnika, jego
komercyjng dostgpnos¢, mozliwos¢ zawrotu oraz aktywnosc¢
katalityczng w reakcji modelowej, do dalszej optymalizacji
wybrano MWCNTs-IG.

W celu obnizenia kosztéw syntezy biokatalizatora,
ktora jest gtownie determinowana ceng natywnego CALB
przeprowadzono optymalizacje immobilizacji enzymu na
powierzchni MWCNTs-IG. W tym celu zmieszano roztwor
CALB (0,2-6 mL) oraz bufor fosforanowy (0,4-3 mL)
lub wode (0,4 mL). Przeprowadzone eksperymenty opty-
malizacji immobilizacji fizycznej CALB na MWCNTs-IG
wraz z otrzymanymi wynikami aktywnosci katalitycznej
w reakcji modelowej zestawiono w tabeli 2. Aktywnos$¢
katalityczng otrzymanych biokatalizatorow badano w wyz-
szej temp. 45°C w celu skrocenia czasu trwania procesu.

Na podstawie otrzymanych wynikéw mozna wywnio-
skowa¢, ze skutecznie udato si¢ zmniejszy¢ ilos¢ wyko-
rzystywanego natywnego roztworu CALB w procesie
immobilizacji bez negatywnego wplywu na aktywnos$¢
katalityczng ukladu. Mozna zaobserwowac, ze zmniejszenie
ilosci roztworu CALB z 6 mL do 0,4 mL przy 3 mL buforu
fosforanowego nie miato znaczacego wptywu na konwersje
cykloheksanonu (86-80%), natomiast zmniejszenie ilosci
do 0,2 mL drastycznie obnizyto przereagowanie substratu
do 42%. Zmniejszenie ilosci dodawanego buforu fosfo-
ranowego z 3 mL do 1,5 mL przy ilosci 0,2 mL roztworu
CALB powodowato wzrost konwersji ketonu do 58%,
a zmniejszenie ilosci buforu fosforanowego do minimalnej
ilo$ci 0,4 mL, ktora umozliwiata mieszanie si¢ sktadnikow,
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spowodowato uzyskanie 76% przereagowania cyklohek-
sanonu. W celu jeszcze wigkszego zmniejszenia kosztow
syntezy biokatalizatora, zamiast buforu fosforanowego
wykorzystano wodg¢ destylowang jako medium reakcyjne,
co nie wptynelo negatywnie na aktywno$¢ katalityczna
enzymu (78% konwersji cykloheksanonu).

W kolejnym kroku zbadano mozliwos¢ zawrotu
opracowanego biokatalizatora opartego na CALB oraz
MWCNTs-1G. W tym celu zwigkszono skalg prowadzenia
procesu chemo-enzymatycznego utleniania cykloheksanonu
z 0,25 mmol do 20 mmol. Na podstawie otrzymanych
wynikow przedstawionych na rys. 3 mozna stwierdzié,
ze jest mozliwy zawrdt opracowanego biokatalizatora do
kolejnego cyklu. Obnizenie aktywnosci katalitycznej z 83%
do 46% zaobserwowano w 5. cyklu reakcyjnym.

Podsumowanie

Przeprowadzone badania miaty na celu opracowanie
aktywnego i stabilnego uktadu biokatalitycznego opartego
na CALB, immobilizowanego fizycznie na wielo$ciennych
nanorurkach weglowych o jako$ci przemystowe;j, przezna-
czonego dla chemo-enzymatycznej syntezy e-kaprolaktonu.
Uzyskane wyniki potwierdzily, ze opracowany biokata-
lizator stanowi efektywne i innowacyjne rozwigzanie,
ktore umozliwia osiggniecie konwersji cykloheksanonu
na poziomie 83% po 5 h trwania procesu utleniania Baeyera
i Villigera. Optymalizacja procedury immobilizacji pozwo-
lita na znaczace obnizenie kosztow wytwarzania biokata-
lizatora oraz uzyskanie materiatu o wysokiej stabilnosci
w badanym procesie. Biokatalizator pozostat aktywny przez
4 cykle reakcyjne, zachowujac konwersje cykloheksanonu
na poziomie ok. 80% (5 h). Zastosowane podejscie biokata-
litycznego utleniania cykloheksanonu wpisuje si¢ w zatoze-
nia zielonej chemii i odpowiedzialnego rozwoju gospodarki
w obiegu zamknietym. Opracowany biokatalizator stanowi
przyktad synergicznego potaczenia biotechnologii i nano-
materiatow, otwierajac nowe perspektywy dla zrownowa-
zonej syntezy organicznej w przemysle chemicznym.
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