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1. Imie¢ i Nazwisko: Katarzyna Szymanska

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

2009

2003 — 2005
2001 - 2003
1998 — 2003

Uzyskanie stopnia doktora nauk technicznych, w zakresie dyscypliny
inzynieria chemiczna, na podstawie pracy ,,Otrzymywanie efektywnych
biokatalizatorow enzymatycznych opartych na mezostrukturalnych
krzemionkowych  piankach komoérkowych i ich  procesowe
wykorzystanie” - rozprawa zostata wyr6zniona

Promotor: prof. dr hab. inz. Andrzej Jarzebski, Wydziat Chemiczny
Politechnika Slaska w Gliwicach

Studia Podyplomowe, Wydzial Matematyczno-Fizyczny Politechniki
Slaskiej ,,Nauczanie matematyki w szkotach”
Temat pracy: ,,Rachunek zbioréw, rachunek zdan i rachunek zdarzen”

Promotor: dr inz. Halina Jadro

Fakultatywne Studium Pedagogiczne przy Politechnice Slaskiej

Politechnika Slaska Wydziat Chemiczny

Kierunek — Inzynieria Chemiczna i Procesowa

Specjalnos¢ - Inzynieria Chemiczna i Procesowa

Temat pracy: ,,Synteza 1 badania strukturalne nanoporowatych
materiatéw tlenkowych nowej generacji”

Promotor: prof. dr hab. inz. Andrzej Jarzebski
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3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

2009- nadal
2008 — 2009

Staze:

2016

2015

2013

2011

2006

2003

2002

2001

adiunkt — Politechnika Slaska, Wydziat Chemiczny
asystent — Politechnika Slaska, Wydziat Chemiczny

MSSI, University of Limerick — staz naukowy (1 miesigc)

Instytut Biochemii, TU Bergakademie Freiberg — staz naukowy

(1 tydzien)

Instytut Biochemii, TU Bergakademie Freiberg — staz naukowy
(1 tydzien)

MSSI, University of Limerick — staz naukowy (3 miesigce)

Wydzial Chemiczny Politechniki Wroctawskiej — staz naukowy

(3 miesigce)

Instytut Inzynierii Chemicznej PAN Gliwice — praca na umowg

zlecenie (3 miesigce)
Paroc Trzemeszno sp. z 0.0. Trzemeszno — ob6z naukowy (3 tygodnie)

Instytut Inzynierii Chemicznej PAN Gliwice - praktyka studencka
(3 tygodnie)
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4. Wskazanie osiagniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz

4a) Tytul osiagniecia naukowego

Katalizatory i wielokanalowe mikroraektory enzymatyczne oparte na no$nikach
krzemionkowych, szczegdlnie monolitach o hierarchicznej strukturze poréw — otrzymywanie,

wla$ciwosci, stosowanie

4b) Wykaz prac (publikacji) wchodzacych w sklad osiagniecia naukowego:

[H1] M. Oeclschldgel, A. Riedel, A. Zniszczol, K. Szymanska, A. B. Jarzgbski,
M. Schlémann, D. Tischler, Immobilization of an integral membrane protein for
biotechnological phenylacetaldehyde production, Journal of Biotechnology 174 (2014) 7-13.
[H2] K. Szymanska, M. Pietrowska, J. Kocurek, K. Maresz, A. Koreniuk, J. Mrowiec-
Biaton, P. Widtak, E. Magner, A. B. Jarzgbski, Low back-pressure hierarchically structured
multichannel microfluidic bioreactors for rapid protein digestion — Proof of concept,
Chemical Engineering Journal 287 (2016) 148-154.

[H3] K. Szymanska, K. Odrozek, A. Zniszczol, G. Torrelo, V. Resch, U. Hanefeld,
A. B. Jarzgbski, MsAcT in siliceous monolithic microreactorenables quantitative ester
synthesis in water, Catalysis Science & Technology 6 (2016) 4882-4888.

[H4] A. Drozdz, A. Chrobok, S. Baj, K. Szymanska, J. Mrowiec-Biaton, A. B. Jarzgbski,
The chemo-enzymatic Baeyer—Villiger oxidation of cyclic ketones with an efficient silica-
supported lipase as a biocatalyst, Applied Catalysis A: General 467 (2013) 163-170.

[H5] J. Bryjak, K. Szymanska, A.B. Jarzebski, Laccase immobilisation on mesostructured
silicas, Chemical and Process Engineering 33(4) (2012) 611-620.

[H6] K. Szymanska, W. Pudlo, J. Mrowiec-Bialon, A. Czardybon, J. Kocurek,
A. B Jarzegbski, Immobilization of invertase on silica monoliths with hierarchical pore
structure to obtain continuous flow enzymatic microreactors of high performance,
Microporous and Mesoporous Materials 170 (2013) 75-82.
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[H7] K. Zielinska, K. Szymanska, A. B. Jarzebski, R. Mazurkiewicz, Batch and in-flow
kinetic  resolution  of  racemic  1-(N-acylamino)alkylphosphonic ~ and  1-(N-
acylamino)alkylphosphinic acids and their esters using immobilized penicillin G acylase,
Tetrahedron: Asymmetry 28 (2017) 146-152.

[H8] K. Szymanska, K. Odrozek, A. Zniszczol, W. Pudlo, A. B. Jarzebski, A novel
hierarchically structured siliceous packing to boost the performance of rotating bed
enzymatic reactors, Chemical Engineering Journal 315 (2017) 18-24.

4c) Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikow wraz z oméwieniem

ich ewentualnego wykorzystania

.  WPROWADZENIE

W 1998 r. rozpoczelam pigcioletnie studia magisterskie na Wydziale Chemicznym
Politechniki Slaskiej na kierunku Inzynieria Chemiczna i Procesowa. W 2003 r. obronitam
z wyrbznieniem prac¢ magisterska, zatytulowang ,Synteza i badania strukturalne
nanoporowatych materiatow tlenkowych nowej generacji”, wykonang pod kierunkiem
prof. dr hab. inz. Andrzeja Jarzebskiego i uzyskatam tytul zawodowy magistra inzyniera.
W ramach studiow, oprocz obowigzkowych praktyk studenckich, uczestniczytam w obozie
naukowym organizowanym przez Paroc Trzemeszno sp. z 0.0., gdzie odpowiadatam
za analiz¢ pobranych prébek i cze$ciowa interpretacje otrzymanych wynikow. W 2003 r.
przez okres trzech miesigcy pracowalam w ramach umowy zlecenia w Instytucie Inzynierii
Chemicznej PAN, uczestniczac w realizacji projektu badawczego KBN. Przygotowujac si¢
do podjecia pracy dydaktycznej na uczelni, ukonczylam dwuletnie Fakultatywne Studium
Pedagogiczne na Politechnice Slaskiej (2003 r.) oraz poéttoraroczne studia podyplomowe
na Wydziale Matematyczno-Fizycznym Politechniki Slaskiej (2005 r.).

W grudniu 2003 r. rozpoczg¢tam studia doktoranckie w Katedrze Inzynierii Chemicznej
i Procesowej Wydziatu Chemicznego Politechniki Slaskiej. Rownoczesnie, pod kierunkiem
prof. Jarzebskiego, prowadzitam badania naukowe, ktorych zwienczeniem byta rozprawa
doktorska pt. ,,Otrzymywanie efektywnych biokatalizatoréw enzymatycznych opartych
na mezostrukturalnych  krzemionkowych piankach komorkowych 1 ich procesowe

wykorzystanie”, obroniona z wyrdznieniem, w styczniu 2009 r. W okresie studiow
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doktoranckich odbytam trzymiesieczny staz naukowy na Wydziale Chemicznym Politechniki
Wroctawskiej, w grupie prof. Jolanty Bryjak, uznanej specjalistki w zakresie unieruchamiania
enzymoéw. W trakcie pobytu poglebitam swojg wiedzg z zakresu technik immobilizacji
i charakterystyki  preparatow enzymatycznych. Wspodlpraca zaowocowata wieloma
publikacjami [1-3], a uzyskane wyniki czesciowo przedstawitam w rozprawie doktorskiej.
Badania przeprowadzone przeze mnie w tym okresie miaty na celu wykazanie zalet i duzego
potencjatu aplikacyjnego mezoporowatych krzemionek, zwlaszcza mezoporowatych pianek
komoérkowych (MCF) i sit molekularnych typu SBA-15, jako nosnikéw do immobilizacji
enzymow (inwertaza, glukoamylaza, trypsyna). Materiatem referencyjnym stosowanym
w badaniach byty komercyjne zele krzemionkowe. Przeprowadzone eksperymenty wykazaty,
ze wielko$¢ 1 objetosc/ilos¢ porow, a w konsekwencji takze powierzchnia wtasciwa materiatu,
decyduja o aktywnosci otrzymanego biokatalizatora. Katalizatory oparte na matrycach typu
MCF i SBA-15, charakteryzujacych si¢ porami o $rednicach 23 - 26 nm (MCF) i 6 - 8 nm
(SBA-15) oraz powierzchnia wlasciwa powyzej 500 m?/g, cechowala znacznie wigksza
aktywnos¢ niz Kkatalizatory, w ktorych nos$nikami enzymow byly komercyjne zele
krzemionkowe, posiadajace pory o $rednicach ponizej 5 nm i porownywalng powierzchnig
wilasciwa. Stwierdzono ponadto istotny wplyw wielkosci ziaren nosnika na obserwowana
szybkos¢ reakcji. Ziarna wigkszosci typowych zeli krzemionkowych mieszcza si¢ W zakresie
wielkosci 0,1 — 0,5 mm, podczas gdy wielko§¢ ziaren syntetyzowanych nos$nikéw
krzemionkowych nie przekracza 50 um. Zmniejszenie wielkosci czastek nosnikow skutkuje
zwigkszeniem dostepnej powierzchni 1 skroceniem drogi dyfuzji wewnetrznej,
co w konsekwencji poprawia dostepnos¢ 0sadzonego enzymu dla czasteczek substratu
I pozytywnie wplywa na aktywno$¢ biokatalizatorow. Potaczenie wszystkich tych cech,
tj. matej wielkosci ziarna, duzej powierzchni wiasciwej oraz duzej $rednicy poréw sprawito,
ze mezoporowate nosniki krzemionkowe typu MCF i SBA-15 okazaly si¢ bardzo
atrakcyjnymi no$nikami do immobilizacji enzymow [1-3].

Przeprowadzone badania wykazaly takze znaczacy wplyw charakteru chemicznego
powierzchni no$nika. No$niki syntetyzowane z dodatkiem niewielkiej ilosci NH4F wykazaty
si¢ wigksza efektywnoscia w kowalencyjnym wigzaniu inwertazy, co prowadzito
do otrzymania katalizatorow o wigkszej aktywnosci Kkatalitycznej od ich odpowiednikéw,
otrzymanych z wykorzystaniem nosnikow, 0 podobnej strukturze porowatej,
ale syntetyzowanych bez udzialu NH4F. Roznice w aktywnosci wynikaty prawdopodobnie

z obecnosci grup Si-F na powierzchni nosnika; hipoteza ta jest jednak bardzo trudna
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do udowodnienia. Badania biokatalizatoréw przeprowadzone z wykorzystaniem nos$nikoéw
typu MCF wykazaty, ze ich aktywno$¢ warunkowana jest przede wszystkim obecnos$cig grup
funkcyjnych, ich rodzajem i ggstoscig. Stwierdzono, ze nos$niki zmodyfikowane grupami
aminowymi, aktywowanymi aldehydem glutarowym, wigzaty wigcej bialka, a otrzymane
katalizatory charakteryzowata lepsza aktywnos¢ wiasciwa, niz ich odpowiedniki, w ktorych
proteiny zwigzane byly z powierzchnig no$nika bezposrednio za pomoca grup epoksydowych.
Wprowadzenie tacznika (aldehydu glutarowego) chronito biatko przed bezposrednim
kontaktem z powierzchnig nosnika, a zwigkszajac jego swobod¢ ruchu stworzyto warunki
dla wyzszej aktywno$ci. Chemiczne zwigzanie z matryca kazdego z badanych enzymow
zwickszalo dodatkowo ich odpornos¢ na negatywny wpltyw podwyzszonej temperatury.
Wykazano, ze opracowane biokatalizatory moga by¢ uzywane wielokrotnie, co tworzy
warunki dla ich praktycznego stosowania.

Opisane wyzej badania poswigcone byty zasadniczo kowalencyjnej immobilizacji enzymow,
prowadzacej do otrzymania efektywnych biokatalizatorow [4]. Ich pordéwnanie
z odpowiednikami, uzyskanymi popularng metoda adsorpcji fizycznej, z nastepczym
sieciowaniem, umozliwito krytyczne zweryfikowanie do§¢ powszechnego pogladu
0 ,.trudnych warunkach” kowalencyjnej metody immobilizacji enzymow, skutkujacych
niekorzystnym obnizeniem aktywnosci [5]. Wykazano, ze inwertaza wigzana kowalencyjnie
charakteryzuje si¢ znacznie lepszg aktywno$cig niz po fizycznym zaadsorbowaniu
na powierzchni matrycy. Zademonstrowano takze, ze poprzez odpowiedni dobor warunkow
procesu chemicznego wigzania enzymow z podlozem oraz dobor struktury porowatej no$nika
mozna skutecznie wyeliminowa¢ spadek aktywnos$ci, a niekiedy nawet uzyskaé efekt
jej zwigkszenia (tzw. hyperaktywno$ci).

W trakcie studiow doktoranckich bytam gtéwnym wykonawca w grancie promotorskim
(N208 007) pt. ,,Otrzymywanie efektywnych biokatalizatorow enzymatycznych opartych
na mezostrukturalnych  krzemionkowych piankach komorkowych 1 ich procesowe
wykorzystanie” oraz wykonawcg w grancie (3 TO9C 038 28) pt. ,,Immobilizacja lakazy
I tyrozynazy - dobor metod immobilizacji do zastosowan procesowych”. Ponadto dwukrotnie
bytam aktywnym uczestnikiem warsztatow organizowanych przez sie¢ doskonatosci
INSIDE-PORES [6, 7] w ramach 6 Programu Ramowego Unii Europejskiej oraz szkoty
katalizy EFCATS [8]. Efektem prowadzonych badan bylo 6 publikacji z listy JCR o tgcznym
IF 10,13 [1-3, 9-11], a przedstawiona rozprawa doktorska zostata wyrdézniona i uhonorowana

nagroda im. Jana Binkiewicza.
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Po ukonczeniu studiow doktoranckich kontynuowatam prace naukowo-dydaktyczng
na Wydziale Chemicznym Politechniki Slaskiej, najpierw na stanowisku asystenta,
a od wrzesnia 2009 r. na stanowisku adiunkta. W tym czasie nawigzalam nowe kontakty
naukowe w kraju (dr hab. M. Szaleniec - Instytut Katalizy i Fizykochemii Powierzchni PAN,
Krakéw; dr hab. Monika Pietrowska - Instytut Onkologii, Gliwice; dr inz. Karolina Labus —
Politechnika Wroctawska) i poza jego granicami (prof. Edmond Magner, dr Urszula
Salaj-Kosla - MSSI University of Limerick; prof. UIf Hanefeld - Technische Universiteit
Delft; dr Dirk Tischler - TU Bergakademie Freiberg). Wspotpraca ta skutkowata odbyciem
kilku krotkich zagranicznych stazy naukowych (tacznie ok. 4,5 miesigca) oraz zaproszeniem
do aplikacji w dwodch grantach europejskich: FP7-NMP (Nanobiotic Delivered Therapy
Against Infectious Diseases) i ERA-NET-IB (Enzymatic sugar coupling), z ktorych pierwszy
przeszedt do drugiego etapu oceny, a drugi otrzymal finansowanie. Efektem wspolpracy
sg publikacje naukowe w czasopismach z listy JCR [H1-H3, 12-15].

Moje prace i osiaggnigcia badawcze zostaly zauwazone i zyskaly uznanie - otrzymalam
stypendium Ministra dla Mtodych Naukowcow (2011 - 2013) oraz zespotowa Nagrode

Rektora III stopnia za osiggnig¢cia naukowe (2014 r.).

TEMATYKA OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

II. ENZYMATYCZNE BIOKATALIZATORY | MIKROREAKTORY -
MOZLIWOSCI I ZNACZENIE

Zgodnie z raportem BCC (Business Communications Company) $wiatowy rynek enzymow
w2010 r. szacowany byl na 3,3 miliarda USD (,billions of USD” w oryginale)
I przewidywano jego wzrost do 4,4 miliarda USD w 2015 r. [16]. Tak wielkie zainteresowanie
enzymami wynika gléwnie z ich selektywnosci, ktora pozwala na prace nawet ze zlozonymi
czasteczkami/substratami bez konieczno$ci zabezpieczania grup funkcyjnych. Zmniejsza
to ilos¢ etapow syntezy, co redukuje zapotrzebowanie na dodatkowe chemikalia i skraca jej
czas. Ponadto reakcje enzymatyczne prowadzone s3 w tagodnych warunkach
(pH, temperatura), w zakresie ci$nien atmosferycznych, najczesciej z wykorzystaniem
wodnych rozpuszczalnikow [17-19]. Z tego wzgledu procesy z wykorzystaniem enzymow
bardzo czgsto okreslane sg terminem ,,white biotechnology”, podkreslajac w ten sposob

ich pozytywny wplyw na srodowisko [16]. Enzymy sa z powodzeniem wykorzystywane
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w takich gateziach przemystu, jak synteza farmaceutykow i tzw. fine chemicals, stosowane
W przemysle spozywczym, Kosmetycznym, papierniczym, skorzanym, produkcji biopaliw,
analizie chemicznej i biologicznej [20-24]. Szacuje si¢, ze szczegdlnie w przemysle
spozywczym, produkcji fine chemicals i farmaceutykoéw - stosowanie enzymoéw bedzie miato
coraz wicksze znaczenie [18]. Zatem przejScie od traktowania enzymow jak czasteczek
0 wlasciwosciach katalitycznych do mozliwosci ich rzeczywistego zastosowania w przemysle
jest wyjsciem naprzeciw potrzebom naszej cywilizacji. Stosowanie stosunkowo drogich
katalizatorow, jakimi sg enzymy, wymaga mozliwo$ci ich wielokrotnego wykorzystania,
stabilnosci i pelnej funkcjonalnosci w warunkach reakcji [19, 25]. Jedng z mozliwosci
sprostania tym wymaganiom jest immobilizacja enzymdéw. Stosowanie unieruchomionych
enzymOw pozwala na znaczne uproszczenie konstrukcji samego reaktora i kontrolg procesu,
np. jego zatrzymanie, poprzez oddzielenie katalizatora od mieszaniny reakcyjnej. Dodatkowo
immobilizacja zwigksza stabilno$¢ enzymu poprzez wielopunktowe oddzialywanie
z powierzchnia nos$nika, generuje korzystne mikrosrodowisko, a takze chroni przed
oddzialywaniami migdzyczasteczkowymi [25-28]. Z tych wzglgdow immobilizacja enzymu
jest zazwyczaj wymagana w zastosowaniach przemystowych [27, 28]. Pierwsze doniesienia
literaturowe dotyczace unieruchomionych enzymoéw pochodza z 1916 r. [29], a poczatki
ich komercyjnego wykorzystania datuja si¢ na lata szes¢dziesigte XX wieku [30].
Powszechnie uwaza si¢, ze nie ma uniwersalnych technik immobilizacji pozwalajacych
na otrzymanie aktywnego i stabilnego preparatu. Projektujac metod¢ unieruchamiania, nalezy
rozpatrzy¢ wiele czynnikoéw, w tym [25, 28, 31]:
o oddziatywania: enzym — substrat/produkt, enzym — no$nik, substrat/produkt — nosnik;
J odpornos¢ nosnika na warunki reakcji (rozpuszczalnik, temperatura, pH, itp.);
o stosowany typ reaktora: reaktor zbiornikowy z mieszaniem, reaktor membranowy,
reaktor ze ztozem upakowanym, reaktor barbotazowy.
Biorac powyzsze pod rozwagg, atrakcyjnymi no$nikami enzymow wydaja si¢ by¢ porowate
materialty krzemionkowe: sg nietoksyczne, posiadaja duzg odpornos$¢ termiczng
i mechaniczng, s3 odporne na biodegradacj¢, nie ulegajg zmianie pod wpltywem
rozpuszczalnikow  organicznych. Opanowano takze proste metody modyfikacji
ich powierzchni ré6znymi grupami funkcyjnymi [32, 33]. Zainteresowanie budza klasyczne
zele krzemionkowe, a w ostatniej dekadzie szczegdlnie mezoporowate materiaty
0 uporzagdkowanej strukturze, otrzymywane metodg zol-zelowg =z wykorzystaniem

tzw. szablonéw (ang. templates), ktérych pierwsza generacj¢ opracowano w latach
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dziewigcdziesigtych XX wieku. Do grona tych ostatnich zaliczamy mezoporowate pianki
komorkowe (MCF) oraz mezoporowate sita typu SBA-15. Z punktu widzenia rozwigzan
przemystowych oprocz charakteru chemicznego powierzchni nosnika bardzo wazne sa jego
granulacja oraz struktura poréw. Wplywaja one na wielkos¢ powierzchni dostepnej
dlaenzymu i wewnetrzne opory dyfuzyjnego transportu masy do/od jego centrum
aktywnego [25]. Wigkszo§¢  nosnikow  wykorzystywanych ~ do  immobilizacji
to proszki/granulaty, zwykle stosowane w reaktorach mieszalnikowych. Ich wada jest jednak
stopniowe rozdrabnianie w trakcie procesu, co negatywnie zmienia ich wtasciwosci i utrudnia
separacje. Ponadto, ze wzgledu na konieczno$¢ zapewnienia intensywnego transportu masy
W zawiesinie, ilo$¢ heterogenicznego katalizatora jest ograniczona, co wprost przektada sie
na wydajno$¢ procesu. Dodatkowo w rozwigzaniach zbiornikowych pojawiaja si¢ problemy
przenoszenia skali, zwigzane z wymiang ciepta i masy oraz mieszaniem. Rozwiazaniem, ktore
pozwala zredukowa¢ te niedogodno$ci, sa reaktory przeptywowe 0 matej objetosci
(mikroreaktory) [34-36]. Problemy =zwigzane z przenoszeniem skali w przypadku
zastosowania mikroreaktoro6w sa rozwigzywane poprzez zwielokrotnienie (ang. numbering
up) pojedynczego reaktora. Eliminuje to potrzebe przeprojektowywania oraz budowy
instalacji pilotazowej. W stosowanych mikroreaktorach wielko§¢ Srednic kanatow wynosi
zazwyczaj 0,1 — 0,5 mm, co powoduje znaczne skrocenie czasu mieszania oraz intensyfikuje
wymian¢ ciepta i masy. Z powodu matej objgtosci reaktora i rozmiaréw $rednic kanatow
znacznemu zwigkszeniu ulega stosunek powierzchni aktywnej reaktora do objetosci
mieszaniny reakcyjnej, co przektada si¢ na wzrost objetosciowej wydajnosci i obniza koszty
inwestycyjne. Ponadto niewielka obj¢to$¢ reakcyjna  sprzyja redukcji  ryzyka
eksploatacyjnego, szczegolnie w przypadku reakcji egzotermicznych lub z uzyciem substancji
niebezpiecznych [34-39]. Obecnie istnieje kilka rozwigzan szczegétowych mikroreaktorow:

o mikroreaktory typu ,,lab-on-the-chip” - najcze$ciej jest to wydragzona w plytce sie¢
kanatow o $rednicach wielko$ci mikrometrycznej, reaktory te sa gldéwnie przeznaczone
do prowadzenia reakcji homogenicznych 1 znajduja zastosowanie w analityce
chemicznej i medycznej [40, 41];

o mikroreaktory kapilarne — jest to pojedyncza kapilara lub ich pgk, zwykle z bardzo
cienkg powloka o wlasciwosciach katalitycznych naniesiong na wewnetrzng

powierzchnig $cianek [42];
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J mikroreaktory ze zlozem upakowanym — w tych rozwigzaniach drobnoziarniste ztoze
katalizatora wypetnia wnetrze kapilary/rurki, wadg tego rozwigzania sg stosunkowo
duze opory przeptywu [43];

o reaktory strukturalne, rdzen reaktora tworzy porowaty materiat/monolit o przelotowych
porach/kanatach polaczonych ze sobg - Kkatalizator jest wowczas unieruchomiony
albo na zewnetrznej powierzchni szkieletu monolitu lub (optymalnie) w jego porach,
jesli posiada on dwu/tr6j-modalng strukture porowatg [H2, H3].

Zasadniczo nosniki monolityczne dzielimy na organiczne/polimerowe

i nieorganiczne/krzemionkowe [44-51]. Te pierwsze cechuja si¢ dobrg biokompatybilnoscia,

pH stabilno$cig, tatwoscia wprowadzania réznorodnych grup funkcyjnych, jednakze

ich ograniczona odporno$¢ na rozpuszczalniki organiczne moze prowadzi¢ do niekorzystnych
zmian w porowatej strukturze, a tym samym zmniejsza¢ ich stabilnos¢ mechaniczng

I zmienia¢ charakterystyke [52]. Problem stabilnosci nieorganicznej struktury krzemionkowej

jest praktycznie niezauwazalny (vide supra), a materiaty krzemionkowe otrzymywane metodg

zol-zelowa oferuja dodatkowo bardzo dobrg przepuszczalnos¢, zarowno dla rozpuszczalnikéw
organicznych jak i nieorganicznych [47-50]. Ponadto przy zmianie stosunkoéw
poszczegdlnych reagentow i warunkOw prowadzenia procesu mozliwa jest precyzyjna
kontrola, w dos$¢ szerokim zakresie, parametrow struktury, tj. wielkosci makro/mezoporéw,
powierzchni wiasciwej, objetosci catkowitej porow [H2]. Powyzsze zalety sprawiaja,
ze obecnie porowate monolity krzemionkowe wydaja si¢ bardzo dobrymi no$nikami

enzymow.

IIl. CEL I ZAKRES BADAN OBEJMUJACYCH DYSERTACIJE
HABILITACYJNA — OSIAGNIECIE NAUKOWE

Inspiracjg do podjecia badan, realizowanych w ramach rozprawy habilitacyjnej, byty liczne
doniesienia literaturowe o zaletach, wynikajacych ze stosowania reaktorow przeptywowych
0 mikrometrycznej objgtosci przestrzeni wolnej, czesto okreslanych w jezyku angielskim
terminem ,,microfluidic reactors” [34-39]. Prace te skupiajg si¢ gtownie na reaktorach typu:
lab-on-the-chip [40, 41], ze ztozem upakowanym [43] czy mikrokapilarach [42]. Badan
dotyczacych mikroreaktorow ze zlozem strukturalnym jest bardzo niewiele. Jednak
ich potencjal aplikacyjny w syntezie zwiazkow z grupy fine chemicals wydaje si¢ szczegdlnie

duzy, z uwagi na mozliwo$¢ realizacji syntezy produktu w skali nawet multikilogramowe;j,
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uznanej za komercyjng dla tej klasy zwigzkow. Z tego wzgledu mikroreaktory, staly sie

obiektem moich zainteresowan.

Celem moich badan naukowych, opisanych w pracach zgloszonych do postgpowania

habilitacyjnego [H1-H8], bylo opracowanie nowego rozwigzania mikroreaktora

enzymatycznego opartego na monolitach krzemionkowych o hierarchicznej strukturze porow,

tacznie z wszystkimi posrednimi zagadnieniami procesowo-technicznymi, zaktadajac

ze powinny go cechowa¢ wlasciwosci lepsze/korzystniejsze od znanych rozwigzan

mikroreaktorow (bio)katalitycznych. Postanowitam takze opracowa¢ strukturalnie podobne,

ale wymiarowo mniejsze monolity, do stosowania jako wysoko efektywne wypetnienie

(bio)katalityczne reaktora rotacyjnego typu SpinChem®, bedacego aktualnie przedmiotem

duzego zainteresowania.

Aby mozliwe bylo wykorzystanie monolitow krzemionkowych, jako nos$nikdw enzymoéw,

niezbedna jest funkcjonalizacja ich powierzchni, tj. wprowadzenie na nig grup funkcyjnych,

odpowiedzialnych za wigzanie enzymow, pamigtajac, ze o sprawnosci reaktora decydowaé

bedzie ilo§¢ 1 dostepnos¢ centréw aktywnych katalitycznie, a wiec kwestie zwigzane

ze strukturg monolitéw 1 zjawiskami zewngtrznego 1 wewnetrznego transportu

masy/reagentOw. Majac na uwadze powyzsze zagadnienia, podjetam badania naukowe

W naste¢pujacych kierunkach:

J funkcjonalizacji porowatych no$nikow krzemionkowych i przylaczenia enzymow
[H1-H5];

. okreslenia struktury monolitow, zapewniajacej efektywna prace reaktora [H2];

o badanie dziatania i okreslenie wtasciwosci przeptywowych enzymatycznych
mikroreaktorow wielokanatowych o hierarchicznej strukturze [H2, H3, H6, H7];

o intensyfikacja pracy reaktora z wirujacym zlozem typu SpinChem® - opracowanie

efektywnego ztoza o hierarchicznej strukturze porow [H8].

IV. MODYFIKACJA POWIERZCHNI NOSNIKOW

Efektywne wprowadzenie grup funkcyjnych na powierzchni¢ no$nikow krzemionkowych jest
niezb¢dne dla nadania im wiasciwo$ci katalitycznych [H1-H4, 31, 33, 53]. Powszechnie
znane sg dwie procedury wprowadzania grup funkcyjnych. Pierwsza z nich to procedura
posyntezowa, zwana tez dwustopniows, druga za$ - jednostopniowa (kokondensacja) [54-58].

W procedurze posyntezowej modyfikacja materialu polega na bezposrednim przytaczaniu
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wytypowanego organosilanu do grup silanolowych zlokalizowanych na powierzchni
krzemionki, w obecnoSci zazwyczaj niepolarnego rozpuszczalnika [59]. Metoda
jednostopniowa polega na wspodtkondensacji  prekursora krzemionki (zazwyczaj
tetraalkoksysilanu) z organosilanem, zgodnie z mechanizmem metody zol-zelowej [56, 57].
W moich badaniach skupitam si¢ na metodzie dwustopniowej glownie ze wzgledu na fakt,
ze wszelkie dodatki wptywaja na proces hydrolizy i kondensacji, a w konsekwencji na stopien
uporzadkowania struktury no$nika [50, 57]. Dodatkowo metoda jednostopniowa wymaga
usunigcia organicznego szablonu, co moze by¢ problematyczne [55-57].

Celem moich prac bylo okreslenie wplywu rodzaju grup funkcyjnych obecnych
na powierzchni nos$nika na: (i) sposéb wiazania enzymu [H2-H4], (ii) trwalo$¢ wiazania
[H2], (iii) aktywnos¢ przylaczonego enzymu [H1, H4, H5].

Najczesciej do efektywnej 1 trwalej immobilizacji enzymow wykorzystuje sie¢ nosniki
Z grupami epoksydowymi i aminowymi, gtownie ze wzgledu na proste i tagodne warunki
prowadzenia procesu unieruchamiania, szczegélnie wazne dla zachowania pierwotnej
struktury enzymu [60, 61]. Z uwagi na wielo$¢ czynnikow wplywajacych na proces
immobilizacji bardzo trudne jest okreslenie a priori, ktéra z wymienionych grup funkcyjnych
jest lepsza. Panuje poglad, ze kazdorazowo dla wskazanego enzymu koniecznym jest
okreslenie tych parametrow indywidualnie, co znalazlo rowniez potwierdzenie w moich
badaniach [H1, 1-3, 53, 62, 63].

Immobilizujac lakaz¢ na sfunkcjonalizowanych zelach krzemionkowych stwierdzitam,
ze znacznie lepszymi matrycami okazaly si¢ by¢ zele, zmodyfikowane grupami
aminowymi [53]. Zauwazytam istotny wptyw ilo$ci i rodzaju grup aminowych na aktywno$¢
otrzymanych katalizatorow. Stosowatam dwa prekursory tych grup:
3-aminopropyltrietoksysilan i 2-aminoetyl-3-aminopropylmetyldimetoksysilan; w przypadku
pierwszego z prekursorOw mamy do czynienia z pierwszorzegdowa grupa aminowa,
a w drugim obserwujemy podwdjna, pierwszo- i drugorzedowg grupe aminowg. Stwierdzitam
znacznie lepsza aktywno$¢ biokatalizatorow opartych na no$nikach z pojedyncza,
pierwszorzedowa grupa aminowg w poroéwnaniu do tych z podwojng grupa aminowa. Grupy
aminowe wymagaja W dalszym etapie aktywacji  aldehydem  glutarowym
I najprawdopodobniej dochodzi wowczas do czgsciowego usieciowania podwojnych grup
aminowych, ktore stracity zdolno$¢ wigzania enzymu. Wykazatam, Ze niezaleznie od rodzaju
prekursora grup aminowych, wzrost ilosci grup funkcyjnych na powierzchni nosnika

z 0,5 mmol/g nosnika do 1 mmol/g nosnika skutkowat spadkiem aktywnos$ci katalizatora.
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Dla doktadniejszego okreslenia optymalnej ilosci grup aminowych zsyntetyzowatam nosniki
z roznymi ilosciami grup funkcyjnych na powierzchni (0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,5;
2,0 mmol/g nos$nika) uzyskujac najlepsze wyniki dla biokatalizatora wykorzystujacego
nosnik o stopniu funkcjonalizacji 0,75 mmol/g no$nika.

Inne zalezno$ci zaobserwowatam w przypadku immobilizacji izomerazy styrenowej (SOI),
bedacej przedmiotem badan zespotu z TU Freiberg [H1]. Katalizatory oparte
na krzemionkach z grupami epoksydowymi wykazywaty 3-, 4- krotnie wyzsza aktywno$¢
w porownaniu  do nosnikéw  sfunkcjonalizowanych grupami aminowymi. Ponadto
mezoporowate  krzemionki typu SBA-15, wykorzystywane w tych badaniach,
zsyntetyzowalam stosujac dwie procedury: z oraz bez dodatku NH4F. Dodatek fluorku amonu
podczas syntezy nos$nika nie wptywa na wielkos¢ obecnych w jego strukturze poréw.
W przeciwienstwie do wynikow uzyskanych w innej pracy [H5], gdzie zaobserwowatam jego
pozytywny wptyw na aktywnos$¢ otrzymanego biokatalizatora, w przypadku SOI, katalizatory
bazujace na SBA-15, syntetyzowane z wykorzystaniem NHF, cechowata mniejsza
aktywnos$¢ niz ich odpowiedniki otrzymywane bez jego udziatu, przy czym nie miat
znaczenia rodzaj wprowadzonej posyntezowo grupy funkcyjnej. Badania wptywu dodatku
NHsF przeprowadzitam rowniez w pracy [H5]. Zsyntetyzowalam cztery nosniki: dwa
0 wielkosciach porow 25 - 27 nm i dwa o porach 6 - 8 nm, przy czym w kazdej parze jeden
nosnik otrzymywany byt z wykorzystaniem NH4F, a drugi bez. Wszystkie nosniki zostaty
sfunkcjonalizowane grupami aminowymi, a nast¢pnie przytaczono do nich lakaze. W tym
przypadku badania wykazaty, Zze wielko$¢ poré6w ma mniejsze znaczenie niz charakter
chemiczny powierzchni. Nosnik o mniejszych porach, modyfikowany NH4F, zwigzal mniej
biatka w trakcie kowalencyjnego unieruchamiania, niz nosnik o wigkszych porach,
ale syntetyzowany bez dodatkow, a pomimoO tego ten pierwszy biokatalizator cechowat
si¢ wigksza aktywno$¢. Badania te wykazaty, ze w przypadku immobilizacji lakazy dodatek
NH;F w trakcie syntezy nos$nika, inaczej niz w przypadku unieruchamiania izomerazy
styrenowej, mial bardzo pozytywny wplyw na aktywno$¢ heterogenicznego katalizatora.
W pracy [H5] poréwnano dwie metody immobilizacji: wigzanie kowalencyjne i adsorpcje
fizyczng. Stwierdzono, Ze katalizatory uzyskane na drodze chemicznego wigzania enzymu
wykazywaty znacznie wigkszg aktywno$¢ od tych uzyskanych na drodze prostej adsorpcji.
Biorac pod uwage liczne doniesienia o ,,trudnych” warunkach immobilizacji kowalencyjnej
enzyméw [4, 5], jest to wynik do$¢ niespodziewany, jednakze juz wczesniej przeze mnie

obserwowany [10, 11]. Podsumowujac osobiste doswiadczenia zwigzane z opracowywaniem
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biokatalizatorow opartych na nosnikach funkcjonalizowanych grupami aminowymi
I epoksydowymi, moge stwierdzi¢, ze no$niki sfunkcjonalizowane grupami aminowymi
czesciej prowadzity do otrzymania biokatalizatorow o wyzszej aktywnosci [1, 2].

Obecnos¢ grup hydroksylowych (silanolowych) na powierzchni no$nikow krzemionkowych,
nadaje im wlasciwosci hydrofilowe, jednakze mozliwa jest czg¢$ciowa hydrofobizacja
powierzchni krzemionek, co wykazatam w pracy [H4]. Hydrofobizacj¢ powierzchni
osiggnetam poprzez wprowadzenie grup metylowych, oktylowych i hekasdecylowych,
posiadajacych odpowiednio: jeden, osiem i szesnascie wegli w tancuchu. Badania kata
zwilzalno$ci wykazaly wyrazny wzrost hydrofobowos$ci nosnika wraz ze wzrostem dtugosci
tancucha grupy funkcyjnej, wprowadzonej na powierzchni¢. Bioragc pod uwage strukture
stosowanego enzymu - lipazy, a w szczegdlnosci obecno$¢ hydrofobowego ,,wieczka”
przykrywajacego jej centrum aktywne, spodziewano si¢ zmiany potozenia/uchylenia
,wieczka” pod wplywem oddziatywan =z hydrofobowym nos$nikiem/substratem,
a w konsekwencji wzrostu aktywnosci ze wzrostem hydrofobowosci powierzchni [64, 65].
Wzrost hydrofobowosci powierzchni nosnika przetozyt si¢ wprawdzie na ilo$¢ zwigzanej
lipazy, jednakze nie wywart wplywu na aktywnos¢ wlasciwg o0sadzonego enzymu.
Najprawdopodobniej wynikato to z przetadowania nosnika i agregacji czasteczek enzymu,
co utrudnito dostep do jego centrum aktywnego. Tym niemniej nawet ten ,,przetadowany”
katalizator, oparty na nos$niku zmodyfikowanym grupa heksadecylowa, okazat si¢ znacznie
bardziej aktywnym od znanego, komercyjnie dostgpnego preparatu tej samej lipazy
(Novozymu 435) w chemo-enzymatycznej reakcji Baeyera-Villigera. Otrzymane
biokatalizatory wykazaty si¢ bardzo dobra stabilnoscia w kolejnych cyklach reakcyjnych,
co jednoznacznie wskazuje na ich duzy potencjat [H4].

Istotny wptyw chemicznego charakteru powierzchni no$nika na aktywno$¢ immobilizowanej
lipazy zaobserwowalam rowniez, prowadzgc badania z wykorzystaniem nanorurek
weglowych [66, 67].

Wprowadzanie grup funkcyjnych na powierzchni¢ nosnikow proszkowych, o ziarnach
nie wickszych od dziesietnych czgsci milimetra, jest stosunkowo proste, poniewaz istnieje
mozliwo§¢ zastosowania mieszania. Trudno$ci natury technicznej pojawiaja si¢ przy
funkcjonalizacji nosnikow monolitycznych, stosowanych w ciaglych reaktorach
przeptywowych, gdyz wirujace mieszadto moze zniszczy¢ strukturg monolitu. Czes$¢ badaczy
rozwigzala ten problem stosujgc funkcjonalizacj¢ w przeptywie [48, 50], jednak nie zawsze

takie rozwigzanie jest mozliwe, z uwagi na wieloetapowa funkcjonalizacje i ograniczona
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rozpuszczalno$¢ niektorych reagentow. Z tego wzgledu w swoich badaniach stosuj¢
rozwigzanie, opracowane przez zespot w ktorym pracuje [68]. Polega ono na umieszczeniu
monolitu na perforowanej przegrodzie oddzielajacej mieszadto od monolitu. Ten sposob
umozliwia intensywng penetracje struktury monolitu przez reagenty bez obawy o0 jego
mechaniczne uszkodzenie. Opracowana technika wprowadzania grup funkcyjnych sprawdzita
si¢ w praktyce laboratoryjnej i zostata wykorzystana w pracach [H2, H3, H6-H8].

Z oczywistych wzgledow, rodzaj wprowadzanych na powierzchni¢ no$nika monolitycznego
grup funkcyjnych warunkuje stosowane metody immobilizacji. Temat ten podjetam w pracy
[H2], w ktorej matryc¢ krzemionkowg funkcjonalizowatam grupami aminowymi
i nitrylowymi. O ile aktywacja aldehydem glutarowym grup aminowych pozwala
na kowalencyjne zwigzanie enzymu [1-3], to grupy nitrylowe ulatwiaja jego efektywna
adsorpcje¢ [69]. Korzystajac z odpowiednich organosilanow sfunkcjonalizowatam monolity,
a nastepnie stosujac metode ,,przeptywowa” przytaczylam do ich powierzchni trypsyne.
Celem bylo uzyskanie efektywnych przeptywowych mikroreaktoréw enzymatycznych
do ,cigcia biatek”, ktore moglyby by¢ wykorzystane zarowno do otrzymywania
bioaktywnych peptydow [70, 71] jak i sekwencjonowania i rozpoznawania biatek
chorobowych [72]. Przeprowadzone badania wykazaty, Zze grupy aminowe pozwolily
na zwigzanie dwukrotnie mniejszej ilosci enzymu w poréwnaniu do ilosci 0sadzonej
na monolitach z grupami nitrylowymi [H2]. Rezultat ten bezposrednio przetozyt sig
na aktywno$¢ mikroreaktoréw. Wyzsze konwersje substratu otrzymywatam stosujac trypsyne
osadzong adsorpcyjnie na monolicie sfunkcjonalizowanym grupami nitrylowymi.
Obserwowatam niewielki spadek konwersji wraz ze wzrostem natezenia przeptywu substratu
przez monolit. Kowalencyjne zwigzanie trypsyny determinowato wigksze spadki aktywnosci
wraz ze wzrostem natgzenia przeptywu. Parametrem kluczowym dla zastosowan
przemystowych, jest stabilno$¢ proponowanych rozwigzan. W tym celu kolejne testy
przeprowadzitam po tygodniu, stwierdzajagc wyrazny spadek aktywnoS$ci trypsyny
zaadsorbowanej na monolicie z grupami nitrylowymi. Trypsyna kowalencyjne zwigzana
poprzez grupy aminowe nie wykazala zadnych zmian w aktywnosci zarowno po tygodniu
przechowywania, jak i w trakcie dwunastogodzinnego procesu. Przeprowadzone
eksperymenty pozwalaja wnioskowaé, ze oddzialywania/sity adsorpcyjne pomiedzy
czasteczka biatka a powierzchnig sfunkcjonalizowanego nosnika s3 znacznie stabsze od sit
$cinajacych, generowanych podczas przeplywu reagentow przez monolit/reaktor. Skutkuje

to wymywaniem enzymu z nosnika, a ostatecznie utrata aktywno$ci reaktora.
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Przeprowadzone eksperymenty wyraznie dokumentuja wplyw sil wigzania enzymu
na stabilno$¢, a tym samym na mozliwosci aplikacyjne otrzymanego mikroreaktora.

Biorac pod rozwage powyzsze informacje postanowitam poréwnaé efektywnos¢ trwalego
kowalencyjnego wigzania enzymu z inng, uznawang za stabilng, technikg immobilizacji —
wigzaniem z udziatem metali przejsciowych [H3]. Ta nowa technika unieruchomienia bialek,
pozwala na ukierunkowane (specyficzne) osadzenie enzymu wzgledem nosnika [73]. Polega
ona na wytworzeniu specyficznego wigzania (chelatacja) pomiedzy resztami histydynowymi
biatka/enzymu a metalami przejSciowymi (np. nikiel, kobalt). Dla realizacji procesu
konieczne sa dwa elementy: (i) wprowadzenie do struktury enzymu, metodami inzynierii
genetycznej, od 3 do 9 reszt histydynowych, oraz (ii) wprowadzenie na powierzchni¢ no$nika
atoméw metali przejsciowych [43, 74, 75]. Wspolczesna inzynieria genetyczna pozwala
na wprowadzanie znacznikéw histydynowych w miejscach tancucha polipeptydowego
oddalonych od miejsca aktywnego enzymu. Takie usytuowanie reszt histydynowych
umozliwia zorientowanie enzymu wzgledem nos$nika w taki sposob, aby miejsce aktywne
byto w pelni dostgpne dla substratow. Tradycyjna immobilizacja kowalencyjana zaliczana jest
do niespecyficznych metod unieruchamiania enzymu, tzn. nie jest mozliwe usytuowanie
biatka wykluczajace ograniczanie dostepu do jego centrum aktywnego. Wprowadzanie
na powierzchnie krzemionki metali przejSciowych jest najczeSciej procedurg wieloetapows,
a wykorzystywane reagenty mogg mie¢ ograniczong rozpuszczalnos¢ [H3, 75, 76].
Zastosowanie rozwigzania objetego wnioskiem patentowym [68] umozliwia umieszczenie
stabo rozpuszczajacych si¢ reagentow pod przegroda oddzielajaca funkcjonalizowane
monolity od mieszadta magnetycznego. W trakcie procesu sg one stopniowo uwalniane 1 wraz
z rozpuszczalnikiem dyfunduja do wnetrza monolitow gdzie ulegaja zwigzaniu
z powierzchnig krzemionki. Po wprowadzeniu niklu i kobaltu, nosniki zmienity kolor
Z biatlego odpowiednio na zo6tty i niebiesko-szary. Dodatkowo obecno$¢ metali zostata
potwierdzona metodg spektrometrii mas ICP, a jednolita barwa przekroju poprzecznego
monolitow wskazata na ich rownomierne roztozenie. Wedtug dostepnej mi wiedzy zespot
nasz jest pierwszym, ktory wskazat skuteczny sposob rownomiernego wprowadzania niklu
i kobaltu do wnetrza struktury monolitu, a tym samym efektywng metode jego
funkcjonalizacji [H3]. Wczesniej omowiong metode wprowadzania komplekséw metali
stosowano w odniesieniu do kolumn kapilarnych lub kolumn ze ztozem usypanym [43,

76-79].
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Potrzeba dopracowania metodyki enzymatycznej aktywacji monolitow krzemionkowych
sklonita mnie do przeprowadzenia analizy porownawczej efektywno$ci przytaczania
enzymoOw poprzez grupy aminowe, z aktywacja aldehydem glutarowym, oraz opisang wyzej
nowa metodg specyficznego wigzania enzymu. Zmodyfikowany genetycznie enzym -
acylotransferaz¢ katalizujagcg transestryfikacje glikolu neopentylowego, otrzymaliSmy
od prof. U. Hanefelda (TU Delft). Przeprowadzone badania wykazaly, ze monolity
zmodyfikowane grupami aminowymi lub niklem i kobaltem, zwigzaty podobne ilosci biatka
i wykazywaly niemal identyczng aktywno$¢ w badanym procesie estryfikacji [H3].
Na podkreslenie zasluguje fakt, ze nasze doniesienie bylo pierwszym, znanym nam
bezposrednim poréwnaniem skutecznosci tych dwoch waznych metod immobilizacji
enzyméw. Szukajac przyczyn braku rdéznicy wynikow przeanalizowatam strukture
enzymu [80, 81]. Stwierdzitam, ze aminokwasy otaczajace centrum aktywne majg charakter
hydrofobowy, podczas gdy wprowadzone domeny histydynowe otoczone sg przez
aminokwasy o charakterze hydrofilowym. W $wietle tego uprawniona wydaje si¢ hipoteza,
ze ze wzglgdu na hydrofilowy charakter powierzchni krzemionki, najprawdopodobnigj
te same regiony biatka zostaly zaangazowane w wigzanie enzymu z no$nikiem w obu
metodach, stad bardzo podobny wynik. Warto przypomnie¢, ze hydrofobowo$¢ centrum
aktywnego powoduje taka orientacj¢ enzymu wzgledem hydrofilowego nos$nika, ktora
umozliwia swobodny dostgp Substratow. Stad, z =zatozenia niespecyficzne wigzanie
kowalencyjne moze w sprzyjajacych warunkach skutkowaé¢ rezultatami podobnymi
do wysoce specyficznego, ale tez skomplikowanego wigzania enzymu z udzialem metali
przejsciowych. Poczynione obserwacje, eksponujg Kkapitalne znaczenie wstgpnej analizy

struktury enzymu przed podj¢ciem decyzji odnosnie wyboru metody immobilizacji.

V. WIELOKANALOWE MIKROREAKTORY ENZYMATYCZNE
O HIERARCHICZNEJ STRUKTURZE POROW

Pierwsze doniesienia dotyczace inzynierii mikroreaktoréw datowane sa na 1986 r.,
aich pierwsze praktyczne zastosowanie miato miejsce w Karlsruhe w 1989 r. Jednakze
dopiero po 1995 r. mozemy méwic o wigkszym nimi zainteresowaniu [82]. Zalety stosowania
oraz podstawowe typy mikroreaktorow zostaly juz powyzej przedstawione. Rozwazajgc
stosowanie mikroreaktor6w z punktu widzenia prowadzenia proceséOw ciaglych, nalezy

zauwazy¢, ze przeptyw w prostych kanalach o matej Srednicy (np. kapilarach) jest
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przeplywem laminarnym praktycznie w catym zakresie stosowanych warunkoéw. Z tego
wzgledu mieszanie i transport reagentow do centrow katalitycznych osadzonych
na powierzchni jest spowolnione [82, 83]. Celem intensyfikacji mieszania proponowano
wprowadzanie przegrod [84], stosowanie ultradzwigkow [85] lub wprowadzanie fragmentow
porowatych struktur [86, 87]. Z tych wzgledow, monolity krzemionkowe z bardzo licznymi,
wzajemnie polaczonymi kanalami o kretej strukturze i $rednicami o mikrometrycznej
wielkosci, wydaja si¢ by¢ bardzo ciekawym rozwigzaniem. Kretos¢ struktury kanatow
powoduje gwaltowne zmiany Kierunku przeptywu cieczy, sprzyjajace powstaniu zawirowan,
intensyfikacji mieszania oraz kontaktow ciecz-Sciana mikrokanatu, a mata ich $rednica
dodatkowo intensyfikuje wymiane masy i ciepta, jednak kosztem zwickszenia spadkéw
ci$nienia.

Glownym celem moich prac w zakresie inzynierii mikroreaktorow bylo: (i) wykazanie
mozliwosci i korzy$ci stosowania monolitow krzemionkowych o hierarchicznej
strukturze porow, jako mikroreaktorow strukturalnych, (ii) wytypowanie konkretnej
struktury monolitu krzemionkowego, korzystnej z punktu widzenia wlasciwosci
mikroreaktorow przeplywowych, (iii) ocena efektywnosci prowadzonych w nich
proceséw enzymatycznych, (iv) oraz ocena stabilnosci ich pracy.

Ide¢ pracy monolitycznych mikroreaktorow strukturalnych przedstawitam na Rysunku 1.

g
)y

== A

PRODUCT

Rys. 1. Obraz (SEM) struktury monolitow i ich wyglad, budowa i wyglad mikroreaktora

oraz schemat jego dzialania.
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Monolity krzemionkowe syntetyzowatam wykorzystujac metod¢ zol-zelowa, potaczong
Z separacja fazowa (wytwarzanie makroporéw) i szablonowaniem (wytwarzanie mezoporow).
Po obrobce hydrotermalnej i kalcynacji otrzymane monolity byly otaczane polimerowa
zywicg tworzgcg plaszcz wielokanatlowego mikroreaktora.

Struktura porowata otrzymywanych monolitow zalezy od warunkéw syntezy i stosunku
poszczegodlnych reagentow, co omowilam szczegélowo w pracy [H2]. Zmieniajac stosunek
ilosci prekursora krzemu, zwigzku powierzchniowo czynnego, polimeru i kwasu uzyskac
mozna struktury, w ktorych wielko$¢ makroporow wahata si¢ w zakresie od 2 — 40 pm,
calkowita objetoé¢ dostgpnych porow od 2,5 do 4 cm®/g, a powierzchnia wlasciwa
od 300 do 650 m?/g. Duza warto$¢ catkowitej objetosci poréw skutkuje porowato$cia
z zakresu 80-90 %, charakterystyczng dla aerozeli. Z punktu widzenia zastosowan
procesowych szczegdlnie interesujagcymi wydawatly sie by¢ monolity cechujace si¢ kanatami
przelotowymi (makroporami), o $rednicach w zakresie 20 - 40 um (a wigc najwigkszymi
w materiatach tej klasy), oraz duzymi mezoporami (ok. 20 nm) umiejscowionymi
w krzemionkowym szkielecie. Taka struktura porowata umozliwiata uzyskanie relatywnie
niskich oporéw przeptywu, przy zwickszonej liniowej predkosci przeptywu cieczy,
oraz utatwiong dostgpnos¢ centrow aktywnych, dzigki duzym mezoporom, we wnetrzu
cienkich mostkow/zeber szkieletu, dodatkowo skracajacych droge dyfuzji. Co wigcej,
monolity te cechuje znaczna powierzchnia whasciwa, ok. 300 m?/g, a wymiernym dowodem
otwartosci ich struktury jest bardzo wysoka catkowita objetoscia poréw rowna 4 cm®/g.
Wykazatam, ze przeptyw wzdluzny cieczy przez monolit moze by¢ opisany réwnaniem
Darcy-Weisbacha, a wspotczynnik permeacji (K) jest proporcjonalny do $rednicy
makroporow (K~d?); dla przedmiotowych monolitow wynosit ok. 2:10% m? Wartosé
spadkow cisnienia wywotanych oporami przeptywu warunkuje nie tylko rodzaj stosowanego
urzadzenia przettaczajacego, ale niejednokrotnie moze wplywac takze na bezpieczenstwo.
Sposrdéd syntetyzowanych materiatow o czterech réznych wielkosciach makroporow, tylko te,
ktorych wielkosci makroporow wynosity ok. 20 - 40 um pozwalatly na stosowanie natezen
przeptywu w zakresie 200 - 700 cm®cm?min przy gradientach cinienia z zakresu
15- 65 kPa/cm. Zmniejszenie $rednicy makroporow do 10-12 upum powodowalo
porownywalne jednostkowe spadki cisnienia, jednakze przy znacznie mniejszych nat¢zeniach
przeptywu (50 - 200 cm®cm?min). Niskie wartosci spadkow ciénienia pozwalaja
na stosowanie nieskomplikowanych, a w konsekwencji tanich pomp dozujacych, a z drugiej

strony umozliwiajg pracg przy zwigkszonych liniowych predkosciach przeptywu
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(intensyfikacja wnikania masy), oraz natezeniach przeptywu reagentow liczonych
w dziesiatkach i setkach cm®min, co otwiera mozliwo$¢ wielokilogramowych syntez.
Wielkosci te drastycznie kontrastuja z tymi, cechujacymi typowe reaktory mikrofluidalne,
w ktorych stosowane natezenia przeptywu sa rzadu dziesiatek lub setek, ale pm®/min [88, 89].
Warunki syntezy monolitow oraz obecnos¢ szablonu (zwigzku powierzchniowo czynnego)
wplywaja na wielko$¢ 1 objetos¢ mezoporow, a w konsekwencji na wielko$¢ i dostgpnosé
powierzchni wiasciwej, a wigc parametry kluczowe dla efektywnej immobilizacji enzymow
i skutecznego wyrazenia ich potencjalu Kkatalitycznego [1-3, 11]. Obecnos¢ zwigzku
powierzchniowo czynnego w trakcie syntezy oraz posyntezowa obrobka hydrotermalna
monolitow pozwalaty na 2-3-krotnie zwigkszenie wielkosci mezoporow, ktorych $rednia
$rednica przekroczy¢é mogla nawet 20 nm [H2], a wigc wielko$¢ cechujgca najbardziej
,otwarte” mezoporowate krzemionki rodziny MCF, znane ze stosowania jako efektywne
nosniki katalizatorow i enzymow [1].

W wyniku przeprowadzonych procesow otrzymano monolityczny nosnik o rozbudowane;j,
tatwo dostgpnej powierzchni 1 parametrach struktury (mezo)porowatej nie ustepujacych
najlepszym, znanym no$nikom enzyméw z rodziny MCF czy SBA-15, a jednoczes$nie
umozliwiajacy ciagly przeptyw reagentéw, przy niskich stratach cisnienia, przez strukturalnie
upakowang faze stalg/katalityczna.

Jak wspomniatam, jedng z podstawowych zalet mikroreaktorow, wptywajacych na ich
efektywnos¢, jest duza wartos$¢ stosunku powierzchni do objetosci reaktora. Syntetyzowane
hierarchiczne monolity charakteryzuja si¢ stosunkiem powierzchni do objetosci
ok. 5-7-10" m¥m?, tj. co najmniej dwa rzady wickszym niz w stosowanych rozwiazaniach
mikroreaktorow 1 OK. trzy/cztery rzedy wigkszym niz w intensywnych reaktorach
przemystowych (1000 m%m®) [90]. Nie powinno wigc dziwi¢, ze monolity te umozliwily
170-krotne zwigkszenie wartosci maksymalnej szybkosci reakcji w mikroreaktorze,
W poréwnaniu do maksymalnej szybkosci reakcji wyznaczonej w reaktorze zbiornikowym
(po uwzglednieniu ilosci unieruchomionej inwertazy) [H6].

Syntetyzowane monolity krzemionkowe wykorzystywatam jak rdzenie mikroreaktorow
strukturalnych, w ktérych wnetrzu immobilizowatam takie enzymy jak: inwertazg [H6],
trypsyne [H2], acylotransferaze [H3], acylazg penicylinowa G [H7] czy dehydrogenaze [13].
Konwersja substratu w znacznej mierze zalezy od aktywnosci wlasciwej unieruchomionego
enzymu, jednakze duze nagromadzenie inwertazy w matej objetosci przeplywowego reaktora

pozwolito mi uzyska¢ 90 % konwersje sacharozy w czasie krotszym niz 4 sekundy [H6].

21|Strona



Nieco dluzsze czasy procesu odnotowalam w trakcie enzymatycznej proteolizy
z wykorzystaniem immobilizowanej trypsyny [H2]. Badatam proces hydrolizy mioglobiny
i cytochromu c, biatek o réznych masach czasteczkowych i réznych warto$ciach punktu
izoelektrycznego. Uzyskatam bardzo wysokie stopnie pokrycia sekwencji (70 % cytochrom c;
90 % mioglobina) w czasie zaledwie 24 min, podczas gdy, z wykorzystaniem enzymu
natywnego, procesy te trwaja 12 - 24 h [91]. Dodatkowo uzyskane hydrolizaty nie zawieraty
Zanieczyszczen z autolizy enzymu, a mikroreaktor wykazywal bardzo dobrg stabilno$¢.
Dotychczas przeptywowe mikroreaktory z osadzong trypsyng stosowane byly zasadniczo
do identyfikacji biatek chorobowych, co wynikato z ich matej wydajnosci. Wydaje sie,
ze zastosowanie zaproponowanych mikroreaktorow, o przepustowosci siegajacej nawet
700 cm®/cm?min, oraz wypracowanej przez nasz zespot umiejetnosci fabrykacji monolitow
o przekroju poprzecznym ok. 2,5 cm? otwiera droge do ciaglego procesu otrzymywania
bioaktywnych peptydow [92]. Obecnie peptydy takie otrzymuje si¢ glownie na drodze
zmudnej 1 kosztownej syntezy, lub z wykorzystaniem natywnych form enzymoéw, poddajac
hydrolizie biatka pochodzenia zwierzecego i roslinnego [93].

Bardzo ciekawe rezultaty uzyskatam wykorzystujac acylotranferaze, osadzona we wnetrzu
mikroreaktora, do estryfikacji glikolu neopentylowego [H3]. Ze wzglgdu na obecnosé,
w strukturze substratu, dwoch rownorzednych grup hydroksylowych, mozliwe byto
otrzymanie mono- i diestru. Przeprowadzone badania wykazaly praktycznie calkowite
przereagowanie substratu przy srednim hydraulicznym czasie przebywania ponizej 45 sekund,
przy czy gtownym produktem byl monoester (95%). Wydluzajac czas kontaktu, zwigkszeniu
ulegal stosunek otrzymanego diestru do monoestru. Wlasciwosci te moga by¢ bardzo
przydatne przy planowaniu selektywnej produkcji. Co ciekawe przy stosowaniu natywnej
formy enzymu i typowego reaktora zbiornikowego, nie udato si¢ uzyska¢ wysokiej konwersji
substratu nawet po 4 h, ani tez dobrej selektywnosci ze wzglgdu na otrzymywane
produkty [80]. Niemniej istotna jest bardzo dobra stabilno$¢ mikroreaktora pracujgcego
w systemie ciektym dwufazowym; nie stwierdzono utraty aktywnos$ci podczas 100 h pracy.
Spadek aktywnosci zaobserwowalam stosujac uktad jednofazowy (organiczny), jednakze
zwigzany on byl z oddzialywaniem typu rozpuszczalnik—enzym, a nie samym dziataniem
reaktora; po przeplukaniu mikroreaktora buforem enzym wracal do pierwotnej
aktywnosci [H3].

Interesujgce wyniki otrzymatam immobilizujac acylaze penicylinowa G we wnetrzu

mikroreaktora, przy czym celem badan bylo opracowanie ciagltej metody Kinetycznego
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rozdzialu enancjomeréw kwasow aminofosfonowych i aminofosfinowych [H7]. Zwiazki
te ciesza si¢ duzym zainteresowaniem ze wzgledu na ich aktywnos$¢ biologiczng. Znajduja
zastosowanie jako antybiotyki, leki antywirusowe, antypasozytnicze, stosuje si¢ je w terapii
antynowotworowej i rolnictwie (pestycydy, herbicydy, fungicydy, czynniki regulujgce wzrost
ro$lin) [94-96]. Otrzymane wyniki poréwnano z przeprowadzonymi wczesniej badaniami
natywnej formy enzymu [97], stwierdzajac brak wptywu unieruchamiania enzymu na jego
selektywno$¢ wzgledem przebadanych pochodnych kwaséw. Co najwazniejsze, otrzymano
identyczny, bardzo wysoki nadmiar enancjomeryczny (99 %) przy 47 % konwersji substratu;
dla takich wartos$ci enancjoselektywnos¢ (E) przekraczata 100, co kwalifikuje opracowany
ciggly proces do zastosowan praktycznych. (Uwaga: powszechnie przyjmuje sie,
ze praktyczne zastosowanie mogg mie¢ uktady, dla ktorych enencjoselektywno$¢ przekracza
20). Mozliwo$¢ ciaglego prowadzenia procesu i tatwos¢ separacji sprawiaja, ze opracowane
rozwigzanie jest bardzo wygodnym wariantem prowadzenia procesu rozdzialu kinetycznego
tej klasy enancjomerow.

Za wzgledow praktycznych, w badaniach stosowatam monolity krzemionkowe uzyskiwane
w formie pretow/walcoOw o $rednicy od 4 do 6 mm (Rys. 1). Przy takiej $rednicy przekroju
poprzecznego za przeptyw wzdluz monolitu odpowiada kilkanascie tysiecy kanalow-
makroporéw, co jest liczba imponujaca. Jednakze z punktu widzenia rzeczywistych
zastosowan W produkcji fine chemicals pozadanym wydaje si¢ jej zwigkszenie. Nie
zmieniajac struktury porowatej no$nikoéw, mozna to osiggna¢ poprzez zwigkszenie Srednicy
monolitow. Trzykrotne zwigkszenie $rednicy mikroreaktora (do ok. 18 mm) spowodowatoby
zwigkszenie ilosci wzdluznych kanatéw do ponad 120 ty$ i byloby juz bardzo atrakcyjne.
Niestety proste zwigkszenie $rednicy monolitu, ponad 10 mm, okazalo si¢ niemozliwe
ze wzgledu na staba wytrzymato$¢ i1 pekanie struktury. Dlatego, do znanej metody
otrzymywania [H2, H6], wprowadzitam dodatkowy etap, uzyskujac monolity o $rednicy
18 mm, zachowujac jednoczes$nie jego strukture i porowato$¢é. Rozwigzanie to juz wkrotce
objete zostanie wnioskiem patentowym. Zainteresowanie takimi monolitami wykazata

holenderska firma ChiralVision, z ktorg wspotpracujemy w ramach projektu ERA-NET-IB2.
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VI. ZLOZE O HIERARCHICZNEJ STRUKTURZE JAKO EFEKTYWNE
WYPELNIENIE REAKTORA ROTACYJNEGO TYPU SPINCHEM.

Nosniki krzemionkowe wykorzystywane do immobilizacji enzymow mozna podzieli¢ na:
(i) nosniki  proszkowe (MCF, SBA-15 itp.), (ii) =ziarniste (zele krzemionkowe)
i (iif) monolityczne (rdzenie mikroreaktoréw). Dwa pierwsze sposrod wymienionych typow
matryc wykorzystuje si¢ gltownie w reaktorach zbiornikowych (okresowych i ciaglych)
z mieszaniem mechanicznym, co bardzo czesto prowadzi do uszkodzenia/rozdrobnienia
no$nika/biokatalizatora, wymycia enzymu z no$nika i utraty aktywnos$ci, oraz problemow
Z separacja. Rozwigzaniem moze by¢ zastosowanie reaktora rotacyjnego typu SpinChem®
(opatentowanego przez szwedzka firm¢ Nordic ChemQuest [98]) pozwalajacego
na jednoczesne mieszanie 1 efektywng perkolacje cieczy przez zloze heterogenicznego
katalizatora umieszczonego w cylindrycznym koszu zamontowanym na koncu walu
mieszadta (Rys. 2) [99, 100]. Reaktor ten mozna postrzega¢ jako forme znanego juz reaktora
koszykowego [101, 102]. Zastosowanie tego typu reaktora nie tylko pozwala na efektywne
prowadzenie procesu, ale catkowicie niweluje problem mechanicznego uszkodzenia nos$nika
i ulatwia separacj¢ katalizatora. Ograniczeniem reaktora rotacyjnego SpinChem jest wielko$¢
ziaren stosowanego katalizatora, ktorych srednica musi by¢ wigksza niz 0,1 - 0,2 mm [99,
100]. W zwiazku z tym niemozliwe jest zastosowanie proszkowych nosnikow
krzemionkowych, np. typu SBA-15 lub MCF, w ktorych wielko$¢ ziaren waha si¢ od 30
do 70 um. Drugg grupg¢ nosnikéw stanowig zele krzemionkowe, charakteryzujace si¢ duzg
powierzchnig wihasciwa (300 - 500 m2/g) ale nieduzymi mezoporami o $rednicach < 8§ nm,
ktorych rozmiar znacznie utrudnia ich efektywne wykorzystanie. Wsrod tej grupy materiatow
mozna jednak znalez¢ takie, ktorych wielko$¢ =ziarna pozwala na zastosowanie
ich w reaktorze rotacyjnym [1]. Trzecia grupa nosnikow krzemionkowych to obszernie
opisane wyzej monolity o otwartej, hierarchicznej strukturze porow.

Celem przedstawionych badan bylo: (i) opracowanie stozkowych ziaren katalizatora
o0 roznych wielkosciach i dwoch rodzajach porowatej struktury, (ii) wykorzystanie
otrzymanych ziaren, jako nosnikow enzymow, oraz sprawdzenie ich efektywnosci

i stabilnosci w reaktorze rotacyjnym typu SpinChem.
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Rys. 2. Schemat reaktora rotacyjnego typu SpinChem® wraz z ziarnami katalizatora.

Przedmiotem moich badan [H8] byly monolity o dwoch wielkosciach makroporow: MH1
ktore posiadaty makropory w zakresie 20 - 40 um i MH2 o makroporach mieszczacych si¢
w przedziale 8 - 10 pm. Otrzymywano je na drodze wylewania odpowiedniego zolu
do stozkowych form o objetosci 30 mm?® lub 50 mm® i doprowadzaniu do zzelowania.
Ze wzgledu na roznicg skurczu zeli o r6znej strukturze otrzymatam ziarna o czterech r6znych
wielkosciach. W celach poréwnawczych, jako no$niki enzymow zastosowatam popularny zel
krzemionkowy Kieselgel 60, 0 wielko$¢ ziaren 0,2 - 0,5 mm, ktorego parametry tekstury
(powierzchnia wlasciwa) sg zblizone do parametrow monolitycznych ziaren (MH1 i MH2).
Zasadniczg roznica cechujacag mate monolityczne nosniki byla wielko$¢ ziaren (od 2
do 5 mm) oraz wielko$¢ duzych makroporow (8 - 10 pm oraz 20 - 40 pm). Kieselgel 60
posiada tylko mezopory o $rednicach ok. 6 - 8 nm.

Po funkcjonalizacji powierzchni nosnikdw grupami aminowymi, przytaczono do nich
kowalencyjnie inwertaz¢ (modelowy enzym). Funkcjonalizacja spowodowata zmniejszenie
powierzchni wlasciwej i objetosci porow, ale wszystkie nosniki zwigzaty podobna ilo$¢
biatka, co wynikato z ich bardzo podobnej tekstury. Aktywnos$¢ biokatalizatoréw 0znaczano
w reakcji hydrolizy sacharozy, stosujac predkosci obrotowe kosza reaktora w zakresie
100- 750 rpm. Stwierdzono, ze konwersja substratu w nieznacznej mierze zalezy
od wielko$ci ziaren, natomiast bardzo silnie od struktury samego ziarna, co wskazuje
na dominujacy wplyw na aktywnos¢ wewnetrznej penetracji i dyfuzji reagentow
od powierzchni zewngtrznej do centrow aktywnych. Ziarna o otwartej strukturze MH1
pozwalaty na uzyskanie 100 % konwersji substratu po 75 min reakcji. W tym samym czasie,
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i identycznych warunkach, dla monolitow MH2 wiclko$¢ konwersji siegata do 30 %,
a dla komercyjnych zeli krzemionkowych zaledwie 20 %. W ramach prowadzonych prac
badano rowniez wplyw szybkosci obrotéw mieszadta, decydujacej o intensywnos$ci
przeptywu reagentow przez ztoze, a poprzez to bezposrednio wptywajacej na intensywnos¢
whnikania masy do powierzchni ziaren katalizatora. Dla struktury MH2, charakteryzujacej si¢
obecno$cia mniejszych mezoporow 1 makroporéw zwickszenie obrotdow mieszadla
nie zwickszato konwersji substratu. Uzyskane wyniki wskazuja, ze nawet znaczace
zwiekszenie intensywnosci przeptywu reagentow przez ztoze czastek MH2 nie pozwalato
na swobodng penetracje ich mniej otwartej struktury wewnetrznej. W przypadku ziaren MH1
wzrost obrotow, tj. intensywnosci przeptywu przez ztoze, powodowat niemal proporcjonalny
wzrost konwersji substratu; przyktadowo konwersja sacharozy wzrosta z 50 % do 90 % przy
wzro§cie obrotow mieszadla w zakresie 100 — 500 rpm, wskazujac, ze ograniczenie
aktywnoS$ci katalitycznej przez zewngtrzny transport masy zostato efektywnie usuniete,
atakze, ze reagenty mogly swobodnie penetrowaé¢ do wnetrz strukturalnych czastek
no$nikéw. Dalsze zwickszanie obrotow mieszadla (do 750 rpm) powodowato juz tylko
nieznaczny wzrost stopnia przereagowania substratu, wskazujacy na wewngtrzne ograniczenie
dyfuzyjne kinetyki reakcji. Co niemniej wazne, otrzymane biokatalizatory wykazalty bardzo
dobrg stabilnos¢ w dziesigciu kolejnych cyklach reakcyjnych [H8].

Ze wzgledu na latwo$¢ regeneracji nos$nikow krzemionkowych, ziarna MH1 poddano
dziataniu wysokiej temperatury, usuwajac w ten sposob osadzony enzym oraz wprowadzone
grupy funkcyjne. Zregenerowany nosnik poddano ponownemu procesowi funkcjonalizacji
I ponownej immobilizacji inwertazy, a nastgpnie sprawdzono jego aktywno$¢ w procesie
hydrolizy sacharozy. Nie stwierdzono znaczacych roéznic w ilosci zaimmobilizowanego biatka
i uzyskanej aktywnosci. Dowodzi to mozliwosci ponownego wykorzystania nosnika

po dezaktywacji samego enzymu.

VII. ELEMENTY NOWOSCI, WKEAD DO DYSCYPLINY I PODSUMOWANIE
OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

Przedstawiony cykl publikacji [H1-H8] prezentuje spojny zbior wynikow badan naukowych,
zwienczonych  metodologicznymi ~ wskazaniami,  charakterystykami  wlasciwosci
oraz praktycznymi procedurami dotyczacymi: przygotowania nosnikdéw, immobilizacji

enzymow 1 opracowania rozwigzan procesowych. Jako catos¢, sktadaja si¢ one na nowe
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rozwigzanie wysoko efektywnego wielokanatlowego mikroreaktora przeptywowego,

a dodatkowo proponuja takze nowe strukturalne wypelnienie, intensyfikujace dziatanie

reaktora rotacyjnego typu SpinChem. Otrzymane wyniki, opisane w bloku publikacji,

pozwalaja na sformowanie nast¢pujgcych uwag:

1.

Opracowana metoda wprowadzania grup funkcyjnych/komplekséow  metali
na powierzchni¢ porowatych krzemionek w formie proszkéw i monolitow umozliwia
specyficzne wigzanie enzymu. Rozwigzanie odnoszace si¢ do techniki funkcjonalizacji
monolitow objete zostato wnioskiem patentowym [H1-H8].

W wigkszo$ci analizowanych przypadkow wyzsza aktywno$¢ cechowatla
biokatalizatory z enzymami przylaczonymi kowalencyjnie przez grupy aminowe,
jednakze trudno okres$li¢ a priori rodzaj grupy funkcyjnej odpowiedniej dla danego
enzymu [H1-H3, H5-H8]. Stwierdzenie to potwierdza wczesniejsze obserwacje innych
autorow.

Obecnos¢ grup Si-F w nosniku krzemionkowym moze znaczgco wptynaé na aktywnosé
biokatalizatorow otrzymanych metoda kowalencyjnego wigzania enzymu. Wptyw ten
moze by¢ jednak albo pozytywny lub negatywny w zaleznosci od immobilizowanego
enzymu [H1, H5].

Badania wykazaly istotny wptyw hydrofobizacji krzemionki na ilo$¢ 1 aktywno$¢
osadzonej lipazy. Zasadniczo, wzrost hydrofobowosci no$nika pozwala na zwigzanie
wigkszej ilosci enzymu, jednakze po przekroczeniu okre$lone; wielkosci jego
aktywnos¢ katalityczna maleje [H4].

Badania wplywu metody immobilizacji na aktywno$¢ 1 stabilnos¢ otrzymanych
biokatalizatorow wykazaly, ze metoda chemicznego wigzania enzymoéw pozwala
nauzyskanie stabilnych katalizatorow, pozwalajacych na wielogodzinng pracg
w systemie cigglym. Przeprowadzone badania wykazaty, ze przy odpowiednim dobrze
warunkow niespecyficznego wigzania kowalencyjnego, uzyskane biokatalizatory
wykazujg aktywno$¢ podobng do katalizatoréw preparowanych metodg wysoko
specyficznej immobilizacji, np. wigzaniem za pomocg metali przejsciowych [H2, H3,
H6, H7].

Monolity krzemionkowe o kretej, dwu- lub troj-modalnej hierarchicznej strukturze
pordéw, posiadaja wyjatkowy potencjal, jako wielokanalowe mikroreaktory
enzymatyczne. Wykazatam, ze przeplyw przez strukture¢ monolitu moze by¢ opisany

réwnaniem Darcy-Weisbacha, a wspotczynnik permeacji (K) jest proporcjonalny
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10.

do $rednicy makroporoéw (K~d2). Syntetyzowane monolity charakteryzuja si¢
niewielkimi oporami przeptywu, pozwalajacymi na stosowanie prostych i tanich
urzadzen wymuszajacych przeptyw, a takze nat¢zen przeptywu ciektych reagentow
siegajacych 700 cm*cm? min, co otwiera droge do ich  stosowania
w wielokilogramowych zadaniach technologicznych [H2].

Wykazatam, ze zwigkszenie stosunku tatwo dostepnej powierzchni aktywnej
do objetosci mieszaniny reakcyjnej, w potaczeniu z obecnoscig olbrzymiej ilosci
kanalow o $rednicach z zakresu 20-40 um, pozwala na bardzo znaczne zwickszenie
szybkosci reakcji w opracowanych mikroreaktorach w poréwnaniu do reaktora
mieszalnikowego pracujacego z katalizatorem zawiesinowym [H3, H6].

W konsekwencji pkt. 7, opracowane ciggle, monolityczne mikroreaktory strukturalne
umozliwiajg osiggnigcie bardzo wysokich konwersji substratu w znaczaco krotszym
czasie (od kilku sekund do kilkunastu/kilkudziesigciu minut) niz ma to miejsce
w typowych aparatach. Wykazatam takze, ze reakcje moga by¢ prowadzone zar6wno
w uktadzie ciektym jedno- jak i dwufazowym (organiczno-nieorganicznym) [H2, H3,
H6, H7].

Stosowanie opracowanych przeplywowych mikroreaktorow, w zlozonych uktadach
reakcji, moze znaczaco wplywaé na selektywnos¢ okreslonych produktow;
w konkretnych przypadkach moze to mie¢ istotne znaczenie praktyczne [H3].
Opracowalam efektywne strukturalne wypelnienie dla reaktora rotacyjnego typu
SpinChem, cechujace si¢ wysoka warto$cig wspotczynnika permeacji 1 otwartoscia
struktury, umozliwiajacg bardzo znaczng intensyfikacje przebiegu reakcji w reaktorach
tego typu. Wykazatam, ze zloze moze Ilatwo regenerowa¢ 1 wykorzysta¢

ponownie [H8].

VIII. PLANY NA PRZYSZLOSC

Przedmiotem moich zainteresowan, ktore chcialabym rozwija¢ w przysztosci sa monolity

krzemionkowe 1 ich zastosowanie jako wielokanatowych mikroreaktoréw przeptywowych.

W 2016 1. zespot rozpoczal realizacje trzyletniego projektu, ktorego celem nie jest juz tylko

otrzymanie efektywnego reaktora z unieruchomionym pojedynczym enzymem, ale nasladujac

przyrode, utworzenie systemu wieloenzymatycznego (kaskada trzech enzymoéw). Uklady

kaskadowe wydaja si¢ mie¢ duze znaczenie szczegdlnie dla otrzymywania produktow o duzej
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wartosci dodanej. Chciatabym rowniez wykorzysta¢ monolity krzemionkowe jako twarde

szablony do otrzymywania monolitow weglowych 0 podobnej, hierarchicznej strukturze

poréw. Materialy weglowe o dobrych wlasciwosciach przewodnictwa elektrycznego maja

ogromne znaczenie w elektrochemii: biosensory, kataliza elektrochemiczna. Wydaje sie

takze, ze ich znaczenie bgdzie rosto. M0jg ambicjg 1 spelnieniem zawodowych marzen bytoby

otrzymanie przeptywowych mikroreaktoréw elektrochemicznych, a pdzniej moze nawet

utworzenie kaskady reakcyjnej gdzie poszczegdlne etapy moga by¢ katalizowane

enzymatycznie badz elektrochemicznie.

IX. ZAKONCZENIE

Realizacja powyzszych badan byta mozliwa dzieki odpowiednim $rodkom finansowym:

2008 — 2010

2010 - 2014

2014 - 2017

2014 - 2017

2016-2018

,Development of nanostructured microreactor-based reaction technologies
for the continuous in situ production of food and drug intermediates
from renewable resources” PNRF —109-Al —1/07.

,Biotransformacje uzyteczne w przemysle farmaceutycznym i kosmetycznym”
POI1G.01.03.01-00-158/09-00.

,Podstawy procesowe ciagglego trojfazowego mikroreaktora enzymatycznego
ze ztozem o hierarchicznej strukturze” UMO-2013/09/B/ST8/02420.
,Podstawy procesowe szybkiej proteolizy z wykorzystaniem mikroreaktoréw
0 hierarchicznej strukturze” UMO-2013/09/D/ST8/04002.

,Nowatorskie  biokatalityczno-procesowe  rozwigzania dla  nowych
zrownowazonych procesow — biokatalizatory np. enzymy, mikroorganizmy
I uktady bezkomoérkowe” ERA-NET-IB/NO-P/11/2016.
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