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1.Wprowadzenie

ainteresowanie technologiami wykorzystujacymi ptyny w stanie nadkiyty-
Zcznym wynika z atrakcyjnych mozliwosci jakie niesie ta technika, takich
jak: uzycie nietoksycznych, niepalnych i nie zagrazajacych srodowisku natu-
ralnemu rozpuszczalnikdéw (zwykle sprezonego CO2), a takze tatwos¢ zmiany
potencjatu rozpuszczalnosci, niemozliwa w klasycznych uktadach cieczowych.
Plyn w stanie nadkrytycznym, tj. o temperaturze i ciSnieniu powyzej punktu
krytycznego (304°K i 7,38 MPa dla CO2), cechuje gestos¢ porownywalna z ge-
stoscig rozpuszczalnikébw organicznych, wysoka scisliwos¢ oraz bardzo niska
wartos¢ wspotczynnika lepkosci i wysoka wartos¢ wspotczynnika dyfuzji. Na
rysunku 1 przedstawiono wykres fazowy w uktadzie p,T dla CO2 z naniesio-
nymi liniami stalej gestosci w zakresie 100-1200 kg m'*. Znaczne zageszcze-
nie linii stalej gestosci w sagsiedztwie punktu krytycznego powoduje, ze sto-
sunkowo niewielkie zmiany temperatury czy cisnienia skutkujg duzymi
zmianami gestosci dwutlenku wegla, a zatem jego zdolnosci rozpuszczania.
Z kolei niska lepkos¢ i wysoka dyfuzyjnos¢ zwiekszajgc znaczaco szybkoscé
procesu transportu masy, wptywaja korzystnie na kinetyke procesu.

Enzymy zachowujg aktywnos¢ katalityczng i stabilnos¢ w srodowisku nie-
wodnym, a zatem moga by¢ stosowane jako katalizatory reakcji przebiegaja-
cych w rozpuszczalnikach organicznych i innych mediach niekonwencjonal-
nych. Jednym z takich mediéw, bedacych interesujgcag alternatywa dla rozpu-
szczalnikéw organicznych sa ptyny nadkrytyczne, szczegodlnie dwutlenek wegla.

Podstawowe zalety plyngce z przeprowadzania reakcji enzymatycznych
w nadkrytycznym CO2 to:

e uzycie nietoksycznego, obojetnego dla srodowiska i taniego rozpusz-

czalnika.
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Rys. 1. Wykres fazowy w uktadzie p,T dla dwutlenku wegla K — punkt krytyczny).

niska temperatura proeesu (308-333°K),

nierozpuszezalnos¢ biatek w rozpuszczalniku, ktéra umozliwia ich se-
paracje z mieszaniny reakcyjnej,

znaczne zmiany rozpuszczalnosci przy niewielkich zmianach T lub p
utatwiajg separacje produktow ponizej wezia syntezy,

mozliwosé frakcjonowania i oczyszczania produktéw reakcji bezposred-
nio z mieszaniny reakcyjnej bez koniecznosci zmiany rozpuszczalnika,
mozliwos¢ mikronizacji produktu reakcji w wyniku gwaltownego roz-
prezania roztworu nadkrytycznego przez dysze, jako alternatywa dla
rozdrabniania mechanicznego (1),
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e brak pozostatosci rozpuszczalnika w koncowym produkcie.

Pewnym mankamentem procesu z udzialem plynéw nadkiytycznych jest
koniecznos$¢ pracy reaktora pod wysokim cisnieniem, co wigze sie z refat}Av-
nie wysokimi kosztami aparatury.

2. Biokataliza w nadkrytycznym CO:2

Biokataliza w nadkiytycznym CO2 bierze swoje poczatki od pionierskich
prac zespotow badawczych z Uniwersytetu Kalifornijskiego w Berkeley oraz
MIT z pierwszej potowy lat osiemdziesigtych, ktére wykazaty aktywnosc¢ i sta-
bilnos¢ enzymdéw w sSrodowisku nadkiytycznego CO2 (2,3). Opublikowane
dotad prace nie pozwalajg na przedstawienie ogolnej zaleznosci miedzy sta-
bilnoscig enzymu a cisnieniem nadkrytycznego CO2. Oksydaza cholesterolo-
wa Gloecysticum chrysocreas byla stabilnie aktywna w dwutlenku wegla o cis-
nieniu 10 MPa i temperaturze 308°K przez co najmniej 50 godzin (4). Kasche
i wsp. (5) stwierdzili, ze dekompresja CO2 prowadzi do denaturacji a-chy-
motrypsyny, trypsyny i amidazy penicilanowej Jednym ze sposobdéw unik-
niecia inaktywacji biatek enzymatycznych bylo bardzo wolne rozprezanie me-
dium reakcyjnego. Utrata aktywnosci enzymow byta wyzsza, gdy proces pro-
wadzono w nawilzonym CO2. Taniguchi i wsp. (6) zauwazyli, ze biokatalizator
lipazowy zawierajgcy 50% wag. wody tracit 60% swej poczatkowej aktywnosci
po kontakcie z nadkrytycznym dwutlenkiem wegla, natomiast nie zaobser-
wowano tego efektu w przypadku enzymu zawierajacego 5-7% wag. wody.
Utrate aktywnosci wigzano ze zmianami pH w warstwie wody otaczajgcej
enzym, w nastepstwie rozpuszczania w niej CO2. Zagrobelny i Bright w pracy
(7) poswieconej trypsynie dowodzi, ze negatywny wplyw na konformacje bia-
tek wywiera proces sprezania CO2, a nie jego dekompresji. W przypadku
lipazy Mucor miehei obnizenie aktywnosci o 10% przy cisnieniu 13-18 MPa
i temperaturze 313°K (8) nastepowalo dopiero po szesciu dniach. Wzrost
temperatury do 333°K przyczyniat sie do spadku aktywnosci o dalsze 10%.
Podobny efekt zaobserwowano dla lipazy Candida cylindracea (9). Mozna
zatem stwierdzi¢, ze kontakt z nadkrytycznym CO2 nie wywiera zasadniczo
negatywnego wplywu na stabilnos¢ badanych enzymoéw. Zalecane jest za-
chowanie ostroznosci na etapie sprezania i dekompresiji, szczegdlnie przy
znacznym nasyceniu enzymow woda. Wtedy bowiem obsei*wuje sie niekorzy-
stne zmiany strukturalne biatek, czy wrecz ich denaturacje.

Przyktady kilku modelowych reakcji en*matycznych przeprowadzonych
w nadkrytycznym CO2 przedstawiono w tabeli 1. Sa to gtdwnie reakcje estiy-
fikacji i transestiyfikaciji, katalizowane przez lipazy, te enzymy bowiem oraz
inne esterazy, sa najliczniej reprezentowane w badaniach z udziatem ptynéw
nadkiytycznych, ze wzgledu na ich mozliwosci zastosowan (produkcja estrow,
modyfikacja kwasow ttuszczowych, itd.). Poza tym posiadajg one relatywnie
prosta budowe, sa dobrze poznane, nie wymagaja stosowania kofaktoréow.
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Tabela 1
Przyktady modelowych reakcji enzymatycznych w nadkrytycznym co.

Typ reakciji Substraty Enzym
estryfikacja kwas oleinowy + etanol lipaza (8,10,11)
estryfikacja kwas mirystynowy + etanol lipaza (12,13)
transestryfikacja trioleinian glicerylu + kwas stearynowy lipaza (14)
alkoholiza octan etylu + alkohol amylowy/nonylowy lipaza (15)
alkoholiza ester chloroetylowy N-acetylo-I-fenyloalaniny - etanol subtylizyna (16)
utlenianie cholesterol oksydaza

cholesterolowa
(4,17)
hydroliza fosforan p-nitrofenylu fosfataza (2)

W biokatalizie w nadkrytycznym CO2 stosuje sie typowe rozwigzania bio-
reaktorow takie jak: reaktor okresowy (autoklaw bez mieszadta, autoklaw
z mieszadtem, kolumna), potokresowy (ztoze biokatalizatora z cigglym prze-
plywem CO2) oraz reaktor przeptywowy. Typowe objetosci reaktoréw w in-
stalacjach doswiadczalnych to 1-500 ml; sg doniesienia o instalacjach pilo-
towych z reaktorem o objetosci kilku litrow (15). W przewazajacej wiekszosci
badan stosowano enzymy unieruchomione na réznego typu nosnikach. Spo-
Sroéd réznych typow reaktoréw, najlepszym rozwigzaniem, jak sie wydaje,
jest kolumna ze zitozem biokatalizatora. W tego typu reaktorze nie zachodzi
bowiem potrzeba stosowania dos¢ ziozonego technicznie rozwigzania jakim
jest mieszanie mechaniczne w zbiorniku wysokocisnieniowym. Regulacja mie-
szania realizowana jest w kolumnie poprzez zmiane natezenia przeptywu nad-
krytycznego CO2. Ponadto obnizenie aktywnosci w wyniku dekompresji moz-
na zminimalizowac utrzymujac state cisnienie na kolumnie miedzy kolejnymi
Szarzami.

Wiekszos¢ dostepnych danych literaturowych wskazuje na wzrost szyb-
kosci reakcji przy zamianie srodowiska reakcji z wodnego czy organicznego
na nadkrytyczny CO2. Szybkos¢ utleniania cholesterolu przez oksydaze cho-
lesterolowa w nadkrytycznym CO2 przy cisnieniu 10 MPa byta 75 razy wie-
ksza niz w roztworze wodnym z dodatkiem buforéw (17). W reakcji alkoholizy
N-acetylo-I-fenyloalaniny w nadkrytycznym CO2, przy udziale subtylizyny zaob-
serwowano czterokrotny wzrost szybkosci reakcji w poréwnaniu do reakcji
przebiegajacej w alkoholu amylowym (16). Podobny efekt przy zamianie sro-
dowiska reakcji z heksanu na dwutlenek wegla stwierdzono dla reakcji troj-
oleinianu gliceiylu z kwasem stearynowym katalizowanej przez lipaze (18).
Charakterystyke kilku wybranych reakcji enzymatycznych przedstawiono w ta-
beli 2. Przytoczone parametry reakcji sg relatywnie wysokie jak dla procesow
biotechnologicznych.
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Rys. 2. Wplyw cisnienia nadkrytycznego CO2 na szybko$¢ reakcji utleniania cholesterolu
przez oksydaze cholesterolowg (17).

Tabela 2
ChARAKTERYSTKI wybranych reakcji enzymatycznych w NADKRYTYCZNYM COo

Szybkos¢ reakcji Wydajnos¢
2 M/Kg lipazy/h (alkoholiza: octan etylu + 60-80% (utlenianie cholesterolu) (4)
alkohol amylowy) (15)

50 M/kg lipazy/h (transestryfikacja: 65% (konwersja fosforanu nitrofenylu do
trioleinian glicerolu + kwas stearynowy) (18) nitrofenolu) (2)

11 M/kg lipazy/h (estryfikacja: kwas 75% (transestryfikacja: trioleinian gliceiylu +
oleinowy + alkohol etylowy) (8) kwas stearynowy) (18)

95% (estryfikacja: kwas oleinowy + alkohol
etylowy) (11)

Jednym z waznych czynnikéw wplywajacych na przebieg reakcji enz}ma-
tycznych w mediach nadkrytycznych jest cisnienie. Randolph i wsp. (17)
stwierdzili pozytywny wplyw cisnienia w zakresie 8-10 MPa na szybkos¢
reakcji utleniania cholesterolu (rys. 2); wyttumaczyli to wzrostem rozpusz-
czalnosci substratu (cholesterolu) ze wzrostem cisnienia CO2 Z kolei inni
badacze (19) zaobserwowali negatywny wplyw cisnienia CO2, szczegdlnie
w poblizu punktu krytycznego, na szybkos¢ reakciji transestryfikacji triacylo-
gliceroli, katalizowanej przez lipaze Rhizopus arrhizius (rys. 3). Zjawisko to
utozsamiali oni z niekorzystnym dla przebiegu reakcji wspoétczynnikiem po-
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Rys. 3. Wplyw cisnienia na szybkos$¢ reakcji transestryfikacji triacylogliceroli w nadkrytycz-
nym CO2 (19).

dzialu reagentoéw miedzy faze nadkrytyezng a biokatalizator. Wptyw eisnienia,
jak widag, jest niejednoznaezny i zré6znieowany w zaleznosci od typu reakciji,
reagentow itd.

Zawartos¢ wody w uktadzie reakcyjnym ma znaczacy wplyw na przebieg
reakcji w mediach niekonwencjonalnych z uwagi na jej niezbednos¢ dla
utrzymania aktywnej konformacji enzymoéw. Tytutem przykladu mozna przy-
toczy¢ wyniki pionierskiej pracy Randolpha i wsp. (17), w ktérej autorzy
stwierdzili gwaltowny spadek aktywnosci oksydazy cholesterolowej podczas
przeptywu suchego dwutlenku wegta nad wilgotnym ziozem biokatatizatora.
Enzym odzyskiwal poczatkowag aktywnos¢ po wstrzyknieciu do uktadu wody
(rys. 4). Na podstawie szeregu prac mozna stwierdzi¢, ze optymalna zawar-
tos¢ wody w matrycy wynosi 4-10% wag. (8,10). Dwutlenek wegta powinien
rowniez zawiera¢ wode w stezeniu od 0,1% wag. do poziomu nasycenia, tj.
ok. 0,3% wag. Istotny jest ponadto wspoétczynnik podzialu wody miedzy ma-
tryce zawierajaca enzymy a nadkrytyczny CO2. Wyniki szczegbétowych badan
tego zagadnienia przedstawiono w pracach (10,15).

Kolejnym czynnikiem wplywajgcym na przebieg reakcji enzymatycznych
jest dodatek modyfikatorow do dwutlenku wegla. Moga one powodowac¢ ko-
rzystny wzrost rozpuszczalnosci substratdbw w rozpuszczalniku. Randolph
i wsp. (4) przedstawili wyniki szczegétowych badan tego zagadnienia w re-
akcji utleniania cholesterolu. Dodanie do CO2 niewielkiej ilosci niektérych
rozpuszczalnikébw organicznych (np. metanolu) powodowalo znaczacy wzrost
rozpuszczalnosci cholesterolu. Obserwowany wzrost szybkosci reakcji po do-
daniu niektérych modyfikatorow, autorzy cytowanych badan przypisali jed-
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Rys. 4. Wplyw dodatku wody na szybko$¢ reakcji utleniania cholesterolu w nadkrytycznym
coO2 (17).

nakze innym czynnikom niz wzrost rozpuszczalnosci substratu. Przyktadowo,
dodatek np. tert-butanolu, zwiekszajgcy nieznacznie rozpuszezalnos¢ chole-
sterolu, przyspieszat kilkakrotnie szybkos¢ reakeji. Okazalo sie, ze dodatek
pewnyeh zwigzkéw organieznych powoduje wzrost stezenia agregatéw cho-
lesterolu, ktéryeh obeenos¢ polepsza proees wymiany masy, a w konsekwen-
eji kinetyke reakeji.

Jednym z bardziej interesujacyeh rozwigzan proeesowych jest uzyskiwanie
optyeznie czystyeh izomerdw (20-22). Rantakyla i Aaltonen (20) przeprowa-
dzili enacjoselektywng estryfikaeje ibuprofenu w nadkrytycznym CO2 kata-
lizowang przez lipaze Mucor miehei. Ibuprofen, niesteroidowy sSrodek prze-
ciwzapalny, stosowany jest w postaci mieszaniny raeemicznej, przy ezym
jedynie enaejomer S wykazuje aktywnosc¢ biologiezng. Proces prowadzony
w CO2 pozwolit na uzyskanie 70% nadmiaru estru ibuprofenu w formie S,
prty 15-20% konwersji. Z kolei w procesie estryfikacji glicydu, katalizowa-
nego przez lipaze z trzustki wieprzowej, uzyskano 83% nadmiar enacjomeru
w formie S przy 25-30% konwersji (21). Poréwnanie parametrow reakcji enzy-
matycznych w nadkrytycznym CO2 i rozpuszczalnikach organicznych wska-
zuje, ze uzyskane wydajnosei sg podobne. Istotng zaletg zastosowania me-
diéw nadkrytyeznyeh jest mozliwos¢ zintegrowania procesow reakcji i sepa-
racji oraz uzyskanie koncowego produktu nie zanieezyszczonego slado™Mymi
iloseiami rozpuszczalnika (11,23,24).
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3. Podsumowanie

Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze reakcje enzymatyczne mozna z po-
wodzeniem prowadzi¢ w mediach niekonwencjonalnych, w tym w dwutlenku
wegla w stanie nadkrytycznym. Technika ta wychodzi naprzeciw dominujg-
cym tendencjom ograniczenia stosowania czesto toksycznych rozpuszczalni-
kéw organicznych i zastgpieniu ich efektywnymi, nieszkodliwymi zamienni-
kami, obojetnymi dla srodowiska naturalnego. Badania z zakresu biokatalizy,
prowadzone jak dotgd w skali laboratoryjnej, dostarczajg interesujgcych wy-
nikdw. Przemystowa realizacja proceséw biokatalizy w sSrodowisku pltynow
nadkrytycznych, jak sie wydaje, jest jeszcze dos¢ odlegta. Zasadnicze ogra-
niczenia tezg po stronie ekonomii, a nie techniki, technologie te sg bowiem
dos¢ drogie, gtoéwnie ze wzgltedu na znaczny koszt aparatury. Reatlna szansa
na ich przemystowe zastosowanie istnieje tylko w odniesieniu do produktéw
drogich, ktérych uzyskanie tradycyjnymi metodami jest bardzo utrudnione
lub wrecz niemozliwe.
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Enzymatic reactions in supercritical CO2

Summary

Applications of supercritical fluid technology in enzymatic biocatalysis is reviewed. The n-
fluence of the pressure, moisture level and entrainers on the performance of enzymatic reactiors

in supercritical CO2 are discussed.

Key words:
supercritical CO2, enzymes, biocatalysis.

Adres do korespondencjv
Janusz J. Malinowski, Instytut Inzynierii Chemicznej PAN, ul. Baitycka 5,

44-100 Gliwice, e-mail: j.mal@iich.gliwice.pl


mailto:j.mal@iich.gliwice.pl

