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A review, with 18 refs., of use of chosen metal-organic frameworks
(MOF) as enzyme carriers. The application of the MOF built of Cu, Zn,
Zr and Co was presented. The effect of the immobilization process on
the biocatalyst activity and the use of the enzyme-carrier systems were
discussed. Particular attention was paid to the application of enzyme-
MOF systems in the synthesis of org. compds. (6-aminopenicillanic acid,
thiazole derivs.), fragrances (neryl acetate), hydrolysis (starch) and bio-
transformation (D-tagatose) of sugars and decompn. of harmful sub-
stances (phenol).

Keywords: metal-organic framework, immobilization, enzyme stabil-
ity, biocatalysis

Przeglad literaturowy dotyczacy zastosowania wybranych szkieletéw
metaloorganicznych (MOF) jako nosnikéw enzymow. Szkielety me-
taloorganiczne to struktury porowate zbudowane z atomoéw metali,
ktore potaczone sg organicznymi tacznikami (ligandami). Struktury
te charakteryzuja sie znaczna powierzchnig wtasciwa, co czyni je od-
powiednimi adsorbentami. Przedstawiono zastosowanie wybranych
struktur metaloorganicznych zbudowanych gtéwnie zatomoéw miedzi,
cynku, cyrkonu czy kobaltu. Omoéwiono wptyw procesu immobilizacji
na aktywnos$¢ biokatalizatora, jego stabilno$¢ termiczng oraz zastoso-
wanie uktadu enzym-nosnik. Szczegdlng uwage poswiecono tematyce
zastosowania uktadow enzym-MOF w syntezie zwiazkow organicznych
(kwas 6-aminopenicylanowy, pochodne tiazolu), substancji zapacho-
wych (octan nerylu), hydrolizie (skrobia) i biotransformacji (D-tagatoza)
cukrow oraz rozktadzie substancji szkodliwych (fenol).

Stowa kluczowe: szkielety metaloorganiczne, unieruchamianie, sta-
bilno$¢ enzymodw, biokataliza

Struktury metaloorganiczne MOF (metal-organic frame-
work) to substancje porowate zbudowane z jonow metali
(np. Co*, Zn*, Cu*', Fe’") oraz organicznych czynnikow
kompleksujacych (ligandow) petiacych jednoczesnie
funkcje elementow strukturalnych, ktore tacza ze sobg
atomy metali. Role ligandéw odgrywaja zwiazki organiczne
najczesciej o charakterze kwasow lub zasad, charaktery-
zujace si¢ niekiedy zlozona i symetryczna budowa. Jako
ligandy O-koordynujace stosuje si¢ kwasy wielokarboksy-
lowe (np. kwas benzeno-1,3,5-trikarboksylowy, pochodne
kwasu tereftalowego, kwasy porfirynowe), za$ jako ligandy
N-koordynujace stosuje si¢ substancje o charakterze zasad

organicznych (glownie pochodne imidazolu)V. Szkielety
metaloorganiczne mogg zawiera¢ w swojej strukturze
zaro6wno mikro-, jak i mezopory, przeto cechuje je znaczna
powierzchnia wiasciwa'-?. Nazewnictwo struktur metaloor-
ganicznych, podobnie jak w przypadku materiatow mezo-
porowatych?, odzwierciedla budowe chemiczng lub nawig-
zuje do miejsca jej otrzymania. Najczesciej opisywanymi
w piSmiennictwie substancjami MOF sg struktury typu ZIF
(zeolite imidazolate framework), MIL (materials of Institute
Lavoisier) oraz UiO (Oslo University)?. Szkielety metalo-
organiczne z uwagi na rozwinigta powierzchni¢ wtasciwa
znajduja zastosowanie przede wszystkim w procesach
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katalizy heterogenicznej”, usuwaniu zanieczyszczen srodo-
wiska® oraz jako no$niki substancji leczniczych®. W przed-
miotowej pracy przedstawiono zastosowanie wybranych
struktur MOF w procesie unieruchamiania enzymow oraz
wplyw tego procesu na aktywnos¢ biokatalizatorow.

Shu i wspotpr.” opisali zastosowanie struktury MOF
zawierajgcej jony wapnia, a otrzymanej w reakcji octanu
wapnia z kwasem imidazolo-4,5-dikarboksylowym jako
czynnikiem strukturotwérczym w celu unieruchomie-
nia m.in. esterazy pochodzacej z watroby wieprzowej.
Aktywno$¢ enzymatyczng uktadu no$nik-enzym badano
podczas modelowej reakcji hydrolizy octanu p-nitrofenylu
do p-nitrofenolu. Proces immobilizacji enzymu oraz synte-
z¢ porowatego nosnika prowadzono jednoczesnie (proces
jednoetapowy) w srodowisku wodnym. Otrzymany materiat
zawierat pory o $rednicy 4,5-6,8 nm oraz odznaczat si¢ nie-
wielka powierzchnig wiasciwa (BET) wynoszaca 14,5 m?/g.
Mimo ze aktywno$¢ unieruchomionej esterazy stanowita
jedynie 20,1% poczatkowej aktywnosci enzymu (wolna
esteraza), uktad enzym-nosnik wykazywatl znaczna stabil-
nos¢, co przejawiato si¢ zachowaniem niemal 100% aktyw-
nosci po 3 cyklach uzycia, zas po 24 h inkubacji w buforze
o pH 7,4 uwolnito si¢ ponizej 2% enzymu. Dla porownania,
struktury ZIF tracity w podobnych warunkach ekspery-
mentalnych znacznie wiekszg cze$¢ zwigzanego enzymu’”.
Z kolei Hu i wspotpr.®) zastosowali szkielety metaloorga-
niczne zwierajace jony cyrkonu w procesie immobilizacji
penicylinazy G. Enzym ten katalizuje hydroliz¢ penicyliny
G do kwasu 6-aminopenicylanowego (6-APA) bedacego
podstawowym prekursorem potsyntetycznych antybioty-
kéw p-laktamowych (m.in. amoksycyliny i ampicyliny).
Autorzy pracy zbadali 6 struktur Zr-MOF: UiO-66 (nosnik
modelowy), UiO-66-NH,, UiO-66-COOH, MIP-202,
MOF-801 i MOF-808, opartych na klastrze cyrkonowym
o skfadzie Zr O,(OH),. Immobilizacj¢ prowadzono poprzez
dynamiczng wymiang ligandow i tworzenie wigzan koordy-
nacyjnych pomigdzy biatkiem enzymatycznym a klastrami
cyrkonowymi. Proces immobilizacji penicylinazy powo-
dowal spadek o 61-85% (w zaleznosci od typu nosnika)
poczatkowej aktywnos$ci enzymu, lecz znaczaco popra-
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wit jej stabilno$¢ termiczng. Inkubacja wolnego enzymu
w temp. 60°C spowodowala spadek jego aktywnosci do
21%, natomiast jego zwiazanie na modelowym nosniku
(Ui0-66) pozwolito zachowa¢ 76% poczatkowej aktywno-
$ci biokatalizatora. Uklad enzym-no$nik zachowatl rowniez
ponad 80% pierwotnej aktywnos$ci enzymatycznej po 7
dniach przechowywania w temp. 37°C oraz ponad 99%
aktywnosci po 50 cyklach pracy, co wskazuje na jego poten-
cjalne zastosowanie w przemystowej produkcji 6-APA®.
Hydroliza skrobi do cukrow redukujacych z uzyciem
immobilizowanej a-amylazy izolowanej z Bacillus subtilis
byta przedmiotem pracy®. Autorzy otrzymali strukture MOF
w $srodowisku N,N-dimetyloformamidu podczas reakcji
azotanu(V) miedzi(Il) z kwasem benzeno-1,4-dikarboksy-
lowym jako organicznym ligandem. Biokatalizator zostat
kowalencyjnie zwigzany z adsorbentem w reakcji z udziatem
1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimidu (EDC)
oraz N-hydroksysukcynimidu (NHS). Proces immobilizacji
przyczynit si¢ do zmiany optimum termicznego enzymu
(z 50°C w przypadku wolnego enzymu do 60°C dla unieru-
chomionego biokatalizatora). Zastosowany no$nik pozwolit
takze na zachowanie stabilno$ci enzymu w nieco wyzszych
temperaturach. W temp. 80°C a@-amylaza w postaci wolnej
i unieruchomionej zachowata odpowiednio 39 oraz 71%
swojej aktywnosci. Podczas przeprowadzonych badan uzy-
tecznosci uktadu nosnik-enzym wykazano, ze zachowuje
on 81% aktywnosci po 10 cyklach reakcji hydrolizy, za$
przechowywanie w warunkach chtodniczych (4°C) przez
8 tygodni spowodowalo zmniejszenie aktywnosci enzyma-
tycznej jedynie do 78% jej poczatkowej wartosci®. Z kolei
w pracy'® zbadano wplyw zawartos$ci grup aminowych
w strukturze MOF na aktywno$¢ katalityczng lipazy izo-
lowanej z Thermomyces lanuginosus. Stosowany enzym
znajduje zastosowanie w procesach otrzymywania biodiesla
oraz w syntezie organicznej. Pierwszy adsorbent MOF-5
otrzymany zostat w reakcji kwasu tereftalowego z azo-
tanem(V) cynku w $rodowisku N,N-dimetyloformamidu.
Adsorbent ten pozbawiony byt zawarto$ci grup aminowych.
Kolejny nosnik o posredniej zawartosci grup aminowych
(MMI) otrzymano wobec jondow Zn?" w tym samym $ro-
dowisku z uzyciem mieszaniny kwasu tereftalowego oraz
kwasu 2-aminotereftalowego jako ,,donora” grup amino-
wych. Natomiast nosnik IRMOF-3 (isoreticular metal-orga-
nic framework-3) otrzymano w podobnych warunkach, lecz
z uzyciem wyltacznie kwasu 2-aminotereftalowego jako
czynnika kompleksujacego i strukturotworczego. W przed-
miotowej pracy uktad nosnik-biokatalizator zastosowany
zostal w procesie otrzymywania pochodnych tiazoli jako
produktéw posrednich majacych znaczenie podczas pro-
dukcji substancji czynnych (leki). W modelowej reakcji
wykorzystano jako substraty 4-metoksybenzaldehyd, bro-
mek 4-bromofenacylu oraz tiosemikarbazyd. Zastosowany
uktad enzym-no$nik pozwalat na otrzymanie pochodnej tia-
zolu [(E)-4-(4-bromofenylo)-2-(2-(4-metoksybenzylideno)-
hydrazynylo)tiazol]| z wydajnoscig 51-98% (w zaleznos$ci
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Table. Use of metal-organic frameworks as the carriers in enzyme immobilization

Tabela. Przyktady zastosowania szkieletéow metaloorganicznych w procesie unieruchamiania enzyméw

Nosnik

Prekursory MOF

Unieruchomiony enzym;

Uwagi, zastosowanie Literatura

katalizowana reakcja

Cu(NO,),, kwas

lipaza B izolowana z Candida

jednoczesna synteza nosnika i immobilizacja enzymu
z udzialem ultradzwigkow; wydajnos¢ reakeji otrzymy-

imidazol kacja nerolu

Cu-BTC benzeno-1,3,5-trikar- | antarctica; synteza pochod- wania pochodnych 1,3,4,5-tetarpodstawionych pirazo- 13
boksylowy nych pirazolu lu z wydajno$cia 50-75%; wysoka stabilno$¢ podczas
przechowywania
o izomeraza L-arabinozy: eqkapsulacja enzymu podczgs syntezy qgénika ($rodo-
Co-MOF CoCl,, 2-metyloimi- e D-tagato’zy wisko wodne); wydajnos¢ izomeryzacji D-galaktozy 14
dazol 2 D-oalaktoz do D-tagatozy ok. 50%; wysoka aktywno$¢ enzymu
& Y w temp. 50°C (pH = 6)
wspoladsorpcja  anhydrazy  weglanowej  oraz
Zn(NO,),. kwas dehydrogenaza mréwezano- dehydrogenazy ‘ mréwczanqwej podqzas wzrostu
Zn-MOF-74 2,5-dihydroksytere- wa i anhydraza weglanowa; krysztalow MO: ,“zastosowam’e W proc?swkelektroenzy- 15
fralowy redukeja CO. do mrowezanu matygzng .redu cji CO, do mrowezanu; 5- rotn}/ wazrost
2 wydajnosci reakeji uktadu enzym-nosnik w porownaniu
z wolnym enzymem
Tiprizn fzelloras 2 P struktura MOF o budowie typu rdzen/otoczka; otrzy-
Zn(NO.,),, 2-metylo- . mywanie octanu nerylu jako sktadnika kompozycji za-
ZIF-8/ZIF-67 e nas fluorescens; transestryfi- 16

pachowych; 80-proc. wydajnos¢ reakceji po 10 cyklach
uzycia uktadu enzym-no$nik

Cu(CH,C00),, kwas

Fe,O,/PDA/MOF .
34 p-aminobenzoesowy

ikaryzydu I

narynginaza, otrzymywanie

struktura MOF naniesiona na nanoczastki Fe,O, pokryte
polidopaming (PDA) otrzymanag z chlorowodorku 3-hy-
droksytyraminy jako prekursora; kowalencyjne wia- 17
zanie enzymu z uzyciem EDC i NHS; otrzymywanie
ikaryzydu I (glikozyd flawonolowy) z ikaryny

Co(NO,),, Ni(NO,),,

IHHESI012 kwas tereftalowy

ureaza, rozktad mocznika

struktura MOF stanowita sktadnik elektrody kompozy-
towej; elektrode otrzymano poprzez elektroosadzanie
weglika tytanu i MOF na elektrodzie wykonanej z wegla
szklistego oraz ostatecznie adsorpcj¢ enzymu; elektroda
kompozytowa stuzyta do pomiaru stezenia mocznika
metoda pulsowej woltamperometrii r6znicowe;j

18

od $rodowiska reakcji oraz ilo$ci uzytego biokatalizatora),
podczas gdy wolny enzym pozwolil na osiggniecie 43%
wydajnosci tego produktu'®.

Aktywno$¢ hydrolityczna immobilizowanej lipazy
izolowanej z Rhizopus oryzae byta przedmiotem badan
Donga i wspotpr.'). Badacze zastosowali adsorbent UiO-66
otrzymany w reakcji chlorku cyrkonu(IV) i kwasu terefta-
lowego w srodowisku N,N-dimetyloformamidu. Strukture
metaloorganiczng poddano modyfikacji metodg impre-
gnacji wobec etanolowego roztworu L-proliny. Nastepnie
enzym unieruchomiono metoda wiagzania kowalencyjnego,
stosujac aldehyd glutarowy. Aktywnos$¢ enzymatyczng
modyfikowanego biokatalizatora zbadano w modelowej
reakcji hydrolizy maslanu p-nitrofenylu do p-nitrofenolu.
Wykazano, ze enzym unieruchomiony na no$niku UiO-66
modyfikowanym proling odznaczat si¢ aktywnoscia 1,73
razy wigksza anizeli wolny enzym. Uktad enzym-no$nik
charakteryzowat si¢ rowniez wiekszym powinowactwem
enzymu do substratu oraz lepsza stabilno$cia termiczna.
Autorzy wskazali mozliwo$¢ zastosowania tego biokatali-
zatora podczas syntezy sktadnikow biodiesla, w reakcjach
hydrolizy i estryfikacji thuszczow oraz produkcji sktadni-
kow zywnosci funkcjonalnej'V.

Interesujagcym kierunkiem rozwoju nosnikow enzymow
sa kompozyty wykorzystujace produkty pochodzenia natu-
ralnego. Chen i wspotpr.!? otrzymali materiat HP-MIL-
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-100(Fe) (hierarchical porous) zdeponowany w porach
drewna balsa (ogorzatka wetnista). Poczatkowo drewno
poddano procesowi delignifikacji, stosujac roztwor pod-
chlorynu sodu, co zwigkszyto jego porowatos¢ z 40,54
do 81,65%, a nastepnie modyfikowano roztworem kwasu
cytrynowego w celu wprowadzenia grup karboksylowych.
Nastepnie drewno impregnowano roztworem azotanu(V)
miedzi(II) w srodowisku mieszaniny sktadajacej si¢ z wody,
N,N-dimetyloformamidu oraz etanolu, po czym poddano
dziataniu kwasu benzeno-1,3,5-trikarboksylowego, dopro-
wadzajac do formowania si¢ w porach drewna materiatu
mikroporowatego HKUST-1. Utworzony kompozyt pod-
dano nastepnie dziataniu chlorku zelaza(I1l), doprowadza-
jac do wymiany jondéw Cu?* w strukturze HKUST-1 na
jony Fe**, w wyniku czego ostatecznie otrzymano szkielet
metaloorganiczny MIL-100(Fe). Tak przygotowany kom-
pozyt wykorzystano w celu immobilizacji peroksydazy
chrzanowej, katalizujacej degradacj¢ fenolu w obecnosci
H,0,. Unieruchamianie enzymu prowadzono w 2 etapach.
W pierwszym prowadzono adsorpcje fizyczng enzymu
w porach kompozytu MOF/drewno, a nastgpnie wigzano
go chemicznie za pomocg EDC oraz NHS w celu stworzenia
wigzania amidowego mi¢dzy grupami karboksylowymi
nosnika i aminowymi biokatalizatora. Pojemnos¢ otrzyma-
nego nos$nika wobec enzymu wyniosta 71,09 mg/g. Uktad
no$nik-enzym charakteryzowat si¢ wysoka wydajnoscia
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rozktadu fenolu roéwng 99,71 1 96,09% dla poczatkowego
stezenia zwigzku odpowiednio 20 mg/L oraz 120 mg/L'?, co
czyni go uzytecznym w usuwaniu tej szkodliwej substancji.

Pozostale przyktady zastosowania szkieletéw metaloor-
ganicznych jako nos$nikow enzymow, a takze prekursory
uzyte do ich syntezy zestawiono w tabeli.

Podsumowanie

Szkielety metaloorganiczne ze wzgledu na porowatg
strukture, rozwinigtg powierzchnie wtasciwg oraz mozli-
wo$¢ regulowania parametrow powierzchniowych poprzez
dobdr jonow metali oraz czynnikow koordynujacych (struk-
turotwoérczych) stanowig interesujaca grupe adsorbentdw
wykorzystywanych w celu immobilizacji enzymow. Dobor
odpowiedniej struktury MOF do adsorbowanego enzymu
pozwala zachowa¢ jego odpowiednig aktywnos¢ katali-
tyczng, zwigkszy¢ powinowactwo do substratu i poprawié
stabilno$¢ termiczng. Mozliwe jest takze kilkakrotne uzy-
cie uktadu enzym-nosnik w celu przeprowadzenia reakeji,
zwlaszcza w przypadku biokatalizatorow zwigzanych
chemicznie z adsorbentem. Uktady enzym-MOF znajdu-
ja zastosowanie w procesach otrzymywania kluczowych
produktéw posrednich niezbednych podczas otrzymywa-
nia lekow, w procesach rozktadu substancji stanowigcych
zanieczyszczenie srodowiska, modelowych uktadach w celu
»przyswajania” CO,, przeprowadzania reakcji biotransfor-
macji w celu otrzymania ,,drogich” produktow, jak rowniez
w celach bioanalitycznych.
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