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Zastosowanie lipazy B Candida antarctica w chemo-enzymatycznej reakcji Baeyera-Villigera

CEL CWICZENIA

Celem c¢wiczenia jest zapoznanie sie z reakcjami enzymatycznymi na przyktadzie
chemo-enzymatycznej reakcji Baeyera-Villigera. W reakcji tej lipaza B Candida antarctica
katalizuje proces generacji ”“in situ” utleniacza, ktéory nastepnie utlenia ketony do
odpowiednich laktondw. Laktony odznaczajg sie szerokim spektrum aktywnosci biologicznej,
charakteryzuja sie one rdéwniez wtasciwosciami sensorycznymi zapachowymi jak
i smakowymi. Wykorzystywane sg w przemysle do produkcji biodegradowalnych polimeréw,
herbicyddéw oraz srodkéw powierzchniowo czynnych. Aktualnie prowadzone sg badania nad
podwyzszeniem stabilnosci enzymow w srodowisku reakcyjnym. Jednym z takich czynnikéw,
chetnie wykorzystywanych w biokatalizie sg ciecze jonowe (IL). Realizowana w ramach
¢wiczenia innowacyjna metoda pozwala na stabilizacje enzymu oraz wzrost jego aktywnosci,
a takze mozliwos¢ wielokrotnego uzycia biokatalizatora.

PODSTAWY TEORETYCZNE

Lipazy (EC. 3.1.) s3 jednymi z najbardziej wszechstronnych enzymoéw nalezgcych do klasy
hydrolaz, podklasa esterazy. Lipazy sq szeroko rozpowszechnione w przyrodzie. Wystepuja
gtéwnie w nasionach i organach wegetatywnych wielu roslin oraz w niektérych
mikroorganizmach a takze w organizmach ludzi i zwierzat (trzustka, watroba, $ciana zotadka
i jelit). Znajdujg szerokie zastosowanie w przemysle farmaceutycznym, mleczarskim, srodkéw
czyszczacych, kosmetycznym, oleochemicznym i innych. Sg to enzymy rozpuszczalne
w wodzie oraz termostabilne dlatego tez posiadajag ogromny potencjat przemystowy.
Optymalne pH dziatania dla lipaz roslinnych miesci sie w granicach od 4,5 do 5,0, natomiast
dla lipaz pochodzenia zwierzecego od 7,0 do 8,0. Ogromny wptyw na efektywnosci dziatania
ma temperatura, ktéra powinna miescié¢ sie w granicach od 35°C do 37°C.

Lipazy pochodzenia mikrobiologicznego syntezowane przez rézne szczepy drozdzy,
plesni czy bakterii (Candida rugosa, Candida antarctica, Aspergillus niger, Bacillus
piocyaneum) wykorzystywane sg w przemysle spozywczym do otrzymywania komercyjnie
waznych, niskoczgsteczkowych estréw o okreslonych walorach smakowo-zapachowych
obecnych w napojach, sokach, nektarach, budyniach, dzemach i ciastkach.

Lipazy odznaczajg sie niezwykle duzg aktywnoscig w zakresie budowy i modyfikacji
polimerdow wielkoczgsteczkowych, dzieki swej zdolnosSci tworzenia wigzan estrowych.
tagodne warunki tego procesu i duza selektywnos¢ katalizatora powoduje, iz reakcje tego
typu majg znaczng przewage nad tradycyjnymi polimeryzacjami przebiegajgcymi
w obecnosci katalizatoréw chemicznych i s od nich bardziej atrakcyjne pod wzgledem
ekonomicznym oraz ekologicznym. Lipazy katalizujg hydrolize (rozszczepiajg wigzanie C-O)
w tréjglicerydach, podczas gdy w syntezach poliestrow enzymy te dziatajg odwrotnie, czyli
zamiast rozszczepiac tworzg nowe wigzanie C-O. Udowodniono, ze immobilizowanie lipaz na
nosnikach hydrofobowych zwieksza ich aktywnos¢.

Najczesciej stosowana w biokatalizie lipazg jest immobilizowana lipaza B Candida
antarctica w skrécie CALB znana pod nazwg handlowg Novozyme-435 (nosnik: porowata
zywica akrylowa). Novozyme-435 to popularny preparat enzymatyczny do procesow
peroksydacji, o czym $wiadczy jego wysoka stabilno$¢ w rozpuszczalnikach organicznych oraz
zdolnos¢ do przetwarzania in situ réznych srednich tarnicuchow kwaséw karboksylowych do
odpowiednich nadtlenokwasow w tagodnych warunkach. Znalazta ona rowniez zastosowanie
w chemo-enzymatycznej reakcji utleniania Baeyera-Villigera (BV).
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Reakcja Baeyera-Villigera jest narzedziem wykorzystywanym do syntezy laktonow,
Charakteryzujg sie one szerokim spektrum aktywnosci biologicznej, przy czym najlepiej
poznane jest ich dziatanie antyfidantne, antydrobnoustrojowe oraz cytostatyczne. Petnig one
rowniez funkcje feromondéw w swiecie drobnoustrojéw, owaddéw i organizmow wyzszych.
Odznaczaja sie one takze ciekawymi wtasciwosciami sensorycznymi, zwtaszcza zapachowymi.
Przyktadem s3g Y-butyrolaktony wykorzystywane jako budulec do syntezy substancji
biologicznie czynnych, takich jak alkaloidy, antybiotyki makrocykliczne, ligniny laktonowe,
srodki przeciwnowotworowe oraz leki zwalczajgce biataczke. Jako czynniki utleniajgce
w reakcji BV najczesciej uzywa sie kwasu m-chloronadtlenobenzoesowego (mCPBA), kwasu
nadoctowego lub kwasu nadtréjfluorooctowego, ktére generujg znaczng ilos¢ odpaddw oraz
produktéw ubocznych, czesto sg drogie i wybuchowe (schemat 1). Dlatego stosuje sie
alternatywne metody wykorzystujace inne czynniki utleniajgce, takie jak H,0,,
wodoronadtlenki alkilowe czy tlen wraz z katalizatorami w postaci metali przejsciowych,
organokatalizatoréw lub biokatalizatordow.
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o
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Schemat 1. Mechanizm reakcji BV wobec nadtlenokwasu jako czynnika utleniajgcego.

Szczegolnie interesujgca metoda otrzymywania laktondw polega na zastosowaniu H,0,
oraz lipazy (Novozyme-435) jako czynnika katalizujgcego reakcje utleniania kwasu
karboksylowego obecnego w srodowisku reakcji do odpowiedniego nadtlenokwasu. Tak
wygenerowany nadtlenokwas jest wiasciwym czynnikiem utleniajagcym keton do laktonu
(schemat 2). Proces ten jest przyjazny dla srodowiska oraz minimalizuje koszty co moze miec
ogromne znaczenie dla potencjalnych zastosowan przemystowych.

/LkociH )LOH
H,0 M 0

EtOH Novozyme-435 OFEt
UHP

Schemat 2. Schemat chemo-enzymatycznego utleniania Baeyera-Villigera.
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Novozyme-435 wykorzystano w reakcji utleniania BV szerokiej gamy cyklicznych
ketonow w toluenie jako rozpuszczalniku stosujgc stechiometryczne ilosci kwasu
mirystynowego w stosunku do ketonu oraz czterokrotny nadmiar 30% nadtlenku wodoru.
Wykazano, ze nadtlenek wodoru jest toksyczny dla enzymu pomimo, ze dodawano go
porcjami. Dlatego zastgpiono go kompleksem H,0, z mocznikiem (urea hydrogen peroxide,
UHP), ktéry uzyto w dziesieciokrotnym nadmiarze dozujgc w jednej porcji. Reakcja ta byta
powolna, po 6 dniach otrzymano nieco nizszg wydajno$¢ laktondw niz w przypadku
zastosowania klasycznego utleniacza m-CPBA.

Do przeprowadzenia chemo-enzymatycznej reakcji utleniania Baeyera-Villigera
wykorzystano rowniez octan etylu w roli prekursora kwasu nadtlenooctowego oraz
rozpuszczalnika (Schemat 2). Octan etylu wybrano ze wzgledu na niskg temperature wrzenia
tego zwigzku, zdolno$¢ do rozpuszczania wielu substratow, tagodne warunki prowadzenia
reakcji oraz brak toksycznosci.

Badania nad enzymem lipazg B (CALB) wykazaty, ze proces immobilizacji tego enzymu
na powierzchni statego nosnika wptywa pozytywnie na stabilnos¢ termiczng i odpornos¢ na
dziatanie chemicznych odczynnikdw denaturujgcych oraz wptywa na podwyiszenie
aktywnosci tak powstatego biokatalizatora.

Z technologicznego punktu widzenia, unieruchomienie enzymu na nierozpuszczalnym
nosniku pozwala na tatwe oddzielenie go od mieszaniny reakcyjnej po zakoriczeniu procesu.
Dzieki temu uzyskuje sie czysty produkt a katalizator mozna wykorzysta¢ w kolejnym cyklu
reakcji (praca w systemie ciggtym).

Pierwszg technologia przemystowg, w ktorej zastosowano biokatalizator
unieruchomiony, byta mikrobiologiczna produkcja kwasu octowego. Do dzisiaj w octowniach
stosuje sie metode ociekowg, w ktérej wykorzystywane sg bakterie z rodzaju Acetobacter
zaadsorbowane na powierzchni porowatego materiatu, ktdrym sg najczesciej wiory bukowe.
Ztoza biologiczne z unieruchomiong biomasa wykorzystywane sg réowniez w technologii
oczyszczania Sciekow. Stosowana w oczyszczalniach metoda osadu czynnego bazuje na
zdolnosci mikroorganizmow do samoagregacji i wzrostu w postaci kuleczek lub kfaczkow
biomasy.

Podsumowujac, technologia unieruchamiania biokatalizatordw niesie za sobg ogromne
korzysci, a mianowicie:
* biokatalizator mozna tatwo usung¢ ze srodowiska reakcyjnego,
¢ biokatalizator moze by¢ wielokrotnie wykorzystany a recykl nie powoduje spadku
aktywnosci,
¢ immobilizacja zwieksza termostabilno$é enzymu poprzez stabilizacje trzeciorzedowej
struktury biatka,
e wydtuzenie aktywnosci i stabilnosci biokatalizatora, poniewaz nosnik moze dziataé
ochronnie w przypadku zmian pH, temperatury i skfadu podtoza,
e zwiekszenie gestosci komorek w przeliczeniu na jednostke objetosci uktadu
reakcyjnego, co prowadzi do wyzszej produktywnosci, sktécenia czasu reakcji,
* |lepsze wykorzystanie substratu, w zwigzku z czym proces przebiega z wyisza
wydajnoscig, mozliwo$¢ prowadzenia proceséw ciggtych,
* ograniczenie wystepowanie zakazen mikrobiologicznych,
e obnizenie pracochtonnosci i kosztébw procesu, poniewaz biokatalizator
wykorzystywany jest przez dtugi okres czasu.
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Do unieruchamiania lipaz moze by¢ wykorzystane kilka technologii na przyktad:
e Adsorpcja na nierozpuszczalnych nosnikach np. na czgsteczkach polimeréw. Polega na
zastosowaniu procesu adsorpcji komédrek na nosniku, wykorzystujgc oddziatywania
elektrostatyczne, jonowe, kowalencyjne lub hydrofobowe.
* Kowalencyjne zwigzanie z nosnikiem np. na powierzchni zywicy epoksydowe;.
Wytworzenie wigzan chemicznych miedzy okreslonymi centrami aktywnymi enzymu lub
sktadnikow sciany komodrkowej mikroorganizmow a odpowiednim nosnikiem. Mogg tworzy¢
sie wigzania C-C, C-N, peptydowe, estrowe lub dzieki wprowadzeniu przez biokatalizator
grup funkcyjnych (ligandéw) na powierzchnie nosnika.
* Sieciowanie zwigzkami wielofunkcyjnymi np. za pomoca aldehydu glutarowego.
Dziatanie na biokatalizatory zwigzkami chemicznymi, w wyniku czego powstaje zelowy
produkt. Aktywnos¢ preparatu zalezy od stopnia usieciowania. Jezeli stezenie czynnika
sieciujgcego jest zbyt wielkie, to aktywnos¢ spada. Mniejsze straty zachodza
z zastosowaniem biatek inertnych (albuminy, Zzelatyny). Metoda ma zastosowanie
wspomagajgce po przeprowadzeniu wtasciwej immobilizacji.
* Inkluzja (putapkowanie) — zamykanie komdrek w matrycy polimeru. Stosowane polimery
to alginiany, kappa-karagenian, chitozan, agar, pektyna, zywice epoksydowe, poliakryloamid.
¢ Nanoszenie na hydrofilowe materiaty nieorganiczne np. takiego typu jak silikazel.
W czasie procesu technologicznego immobilizowany biokatalizator stopniowo traci

swojg produktywnos$é, co spowodowane jest:

* wymywaniem enzymu ze ztoza oraz rozpuszczaniem sie lub $cieraniem matrycy,

* utratg aktywnosci na skutek zatruwania lub denaturacji enzymu,

e pogorszeniem sie warunkéw kontaktu substratu z enzymem na skutek

zanieczyszczenia i zatkania sie pordw ztoza lub mechanicznego zgniatania matrycy,
e zanieczyszczeniem mikrobiologicznym

Gwattowny rozwdj przemystu chemicznego przypadajacy na wiek XIX i XX pozostawit
w spadku znaczacg degradacje srodowiska naturalnego. Spowodowato to intensywny rozwdj
badan nad otrzymaniem uniwersalnych przyjaznych dla srodowiska naturalnego
rozpuszczalnikdw. Na przetomie XX i XXI wieku nastgpit intensywny wzrost zainteresowania
cieczami jonowymi (ILs) czyli substancjami ciektymi sktadajacymi sie wytacznie z jondw. ILs to
sole, ktére topig sie ponizej 100°C (373,15 K) posiadajg szereg interesujgcych wtasciwosci,
dzieki ktdrym znajdujg coraz to szersze zastosowania w przemysle chemicznym, a takze
winnych gateziach przemystu. W poréwnaniu do powszechnie stosowanych
rozpuszczalnikdw organicznych posiadajg one korzystne wtasciwosci fizyczne, takie jak niska
preznosc¢ par, a wiec i znikoma lotnos¢, wysoka temperatura wrzenia, ktora jest jednoczes$nie
temperaturg ich rozktadu oraz niska temperatura topnienia, dzieki czemu wystepujg w stanie
ciektym w szerokim zakresie temperatur. Inne ich cechy to wysoka stabilno$¢ termiczna oraz
zdolnos¢ rozpuszczania szerokiej gamy zwigzkédw chemicznych, niepalnos¢ oraz mozliwosc
recyklu. Poprzez dobér anionu, jak réwniez dtugosci taricucha w kationie mozna sterowac ich
hydrofilowoscig i hydrofobowoscig.
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Schemat 3. Struktura cieczy jonowych.

Dzieki swoim wtasciwosciom ILs znalazty zastosowanie rowniez jako medium w chemo-
enzymatycznej reakcji utleniania Baeyera-Villigera (Schemat 4).

S 50°C, 5 h o
\, J
o o
o OH
;\ 50% H,0,

CalLB
Schemat 4. Chemo-enzymatyczna reakcja BV w cieczach jonowych.

H,O

Reakcja w S$rodowisku cieczy jonowych z zastosowaniem Novozymu-435 biegnie
znacznie szybciej niz z zastosowaniem konwencjonalnych rozpuszczalnikow takich jak octan
etylu. W reakcji utleniania cykloheksanonu za pomocg UHP w w $rodowisku octanu etylu
otrzymano lakton z wydajnoscia 80%, natomiast w Srodowisku cieczy jonowej czas reakcji
skrdcit sie do 5h. Swiadczy to o tym iz ciecze jonowe stabilizujg oraz aktywujg biokatalizator
poprzez tworzenie wigzan wodorowych i koordynacjg substratu.

Podsumowujgc, ciecze jonowe to alternatywne medium dla reakcji enzymatycznych.
Wigze sie to przede wszystkim ze wzrostem stabilnosci oraz aktywnosci enzymow w ich
srodowisku. Struktura ILs to rozbudowana sie¢ kationéw i aniondéw powigzanych wigzaniami
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wodorowymi, w ktérg wtgczenie innych czgsteczek moze prowadzi¢ do powstania polarnych
i niepolarnych regionéw. Pozwala to na ochrone enzymu. Niezwykte uporzgdkowanie
supramolekularnych struktur ILs w fazie ciektej moze dziata¢ jak ,,forma” utrzymujaca
aktywng strukture 3-D enzymu w wodnym nanao-otoczeniu, co nie pozwala na zmiany
struktury czwartorzedowej biatka. Dodatkowo ciecze jonowe sg dobrymi rozpuszczalnikami
dla organicznych reagentow. Po zakoriczeniu biotransformacji produkty reakcji mozna
w tatwy sposéb wydzieli¢ z cieczy jonowej poprzez ekstrakcje za pomocy klasycznego
rozpuszczalnika. Enzym pozostaje “uwieziony” w cieczy jonowej i uktad taki mozna uzyc
w kolejnym cyklu reakgji.

PRZEBIEG CWICZENIA

1. Reakcja chemo-enzymatycznego utleniania Baeyera-Villigera 2-metylocykloheksanonu
wobec NOVOZYME-435 w srodowisku cieczy jonowej ([BMIM]NTf,)

Odczynniki:
e 2-metylocyklheksanon,

e kwas oktanowy

¢ imidek bis(trifluorometanosulfonylo) 1-butyl-3-metylimidazoliowy ([BMIM]NTf,)
* NOVOZYME-435

° 50% r-r HzOz

Szkto i inne materiaty oraz potrzebny sprzet laboratoryjny:
* Kolbka jednoszyjna na 25 ml

* pipeta miarowa

* gumowa septa

e cylinder miarowy

* strzykawka miarowa z igtg

e wytrzgsarka

e taznia grzewcza (45°C)

Wykonanie éwiczenia

W kolbie na 25 ml nalezy umiesci¢ 0,5 mmol ketonu, 1 ml cieczy jonowej (imidku
bis(trifluorometanosulfonylo) 1-butylo-3-metyloimidazoliowego) oraz 1 mmol kwasu
oktanowego, nastepnie wprowadzi¢ 0,1 g immobilizowanej lipazy (Novozyme-435). Wkrapla
sie 50% roztwor H,0;, (1 mmol). Kolbke nalezy zabezpieczyé gumowag septg i umiesci¢ na
wytrzgsarce z faznig grzewcza. Mieszanine reakcyjng doprowadzi¢ do temperatury 45-50° C.
W trakcie reakcji (po 1h, 2h i 3h) pobiera sie prébki do analizy za pomocg chromatografii
gazowej. Prébki o objetosci 100 pl, rozciencza sie 300 pl octanu etylu i analizuje na kolumnie
kapilarnej SUPELCOWAX ™10 (30mx0,2mmx0,2pum).
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2. Reakcja chemo-enzymatycznego utleniania Baeyera-Villigera 2-metylocykloheksanonu
wobec natywnej lipazy B Candida antarctica w sSrodowisku cieczy jonowej ([BMIM]NTf,)

Odczynniki:
e 2-metylocyklheksanon,

e kwas oktanowy

¢ imidek bis(trifluorometanosulfonylo) 1-butyl-3-metylimidazoliowy ([BMIM]NTf,)
e lipaza B Candida antarctica

° 50% r-r HzOz

Szkto i inne materiaty oraz potrzebny sprzet laboratoryjny:
* Kolbka jednoszyjna na 25 ml

* pipeta miarowa

* gumowa septa

* cylinder miarowy

* strzykawka miarowa z igtg

e wytrzasarka

e taznia grzewcza (45°C)

Wykonanie éwiczenia

W kolbie na 25 ml nalezy umiesci¢ 0,5 mmol ketonu, 1 ml cieczy jonowej (imidku
bis(trifluorometanosulfonylo) 1-butylo-3-metyloimidazoliowego) oraz 1 mmol kwasu
oktanowego, nastepnie wprowadzi¢ 0,1 g natywnej lipazy B Candida antarctica. Wkrapla sie
50% roztwor H,O; (1 mmol). Kolbke nalezy zabezpieczy¢ gumowg septg i umiesci¢ na
wytrzgsarce z taznig grzewczg. Mieszanine reakcyjng doprowadzi¢ do temperatury 45-50° C.
W trakcie reakcji (po 1h, 2h i 3h) pobiera sie prébki do analizy za pomocg chromatografii
gazowej. Prébki o objetosci 100 pl, rozciencza sie 300 pl octanu etylu i analizuje na kolumnie
kapilarnej SUPELCOWAX ™10 (30mx0,2mmx0,2pum).

3. Reakcja chemo-enzymatycznego utleniania Baeyera-Villigera 2-metylocykloheksanonu
wobec NOVOZYME-435 w srodowisku klasycznego rozpuszczalnika (toluen)

Odczynniki:
e 2-metylocyklheksanon,

e Kwas oktanowy
e Toluen

e NOVOZYME-435
° 50% r-r HzOz

Szkto i inne materiaty oraz potrzebny sprzet laboratoryjny:
¢ Kolbka jednoszyjna na 25 ml

e szkietko wagowe

e pipeta miarowa

e gumowa septa

e cylinder miarowy
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e strzykawka miarowa z igtg
* wytrzasarka

Wykonanie éwiczenia

W kolbie na 25 ml nalezy przygotowad roztwdr ketonu (0,5 mmol) w toluenie (1,5 ml).

Nastepnie do mieszaniny wkrapla sie 50% roztwoér H,O, (1 mmol) po czym miesza sie ok.
minuty oraz wprowadza 0,1 g immobilizowanej lipazy (NOVOZYME-435).
Kolbe zamyka sie szczelnie gumowg septg i umieszcza na wytrzgsarce. Reakcje nalezy
monitorowané za pomocg chromatografii gazowej. W trakcie reakcji (po 1h, 2h i 3h) pobiera
sie probki do analizy za pomocg chromatografii gazowej. Probki o objetosci 100 pl,
rozcierficza sie 300 pl toluenem i analizuje na kolumnie kapilarnej SUPELCOWAX™10
(30mx0,2mmx0,2um).

4. Reakcja chemicznego utleniania Baeyera-Villigera 2-metylocykloheksanonu za pomoca
kwasu m-chloronadtlenobenzoesowego w s$rodowisku klasycznego rozpuszczalnika
organicznego

Odczynniki:
* 70% kwas m-chloronadtlenobenzoesowy,

¢ chlorek metylenu,
e 2-metylocyklheksanon,

Szkto i inne materiaty oraz potrzebny sprzet laboratoryjny:
* tréjszyjna kolba kulista 50 ml

e termometr

e wkraplacz

e szkietko wagowe

* mieszadto magnetyczne

¢ chtodnica Lebiega

e kolbka stozkowa 25 ml

* pipeta miarowa

Wykonanie éwiczenia

W tréjszyjej kolbie okragtodennej o pojemnosci 50 ml, zaopatrzonej w wkraplacz,
chtodnice, termometr i mieszadto magnetyczne umieszcza sie 70% kwas
m-chloronadtlenobenzoesowy (2,25 mmol) oraz 10 ml chlorku metylenu. Do kolbki
stozkowej o pojemnosci 25 ml nawaza sie 2-metylocyklheksanon (1,5 mmol), rozpuszcza sie
w 5 ml chlorku metylenu i przenosi sie do wkraplacza. Zawartos¢ kolby tréjszyjnej
intensywnie miesza sie i wkrapla roztwér 2-metylocykloheksanonu. Nastepnie zawartosc
kolby miesza sie w temperaturze pokojowej. Reakcje nalezy monitorowa¢ za pomoca
chromatografii gazowej. W trakcie reakcji (po 15, 30, i 60 minutach) pobiera sie prébki do
analizy za pomocg chromatografii gazowej. Probki o objetosci 100 pl, rozciencza sie 300 ul
octanu etylu i analizuje na kolumnie kapilarnej SUPELCOWAX ™10 (30mx0,2mmx0,2um).




Zastosowanie lipazy B Candida antarctica w chemo-enzymatycznej reakcji Baeyera-Villigera

PRZYGOTOWANIE DO ZAJEC

1. Przeczytaj uwaznie instrukcje i doktadnie przeanalizuj czynnosci oraz techniki
laboratoryjne opisane w czes$ci eksperymentalne;.
2. Zapoznaj sie z zagrozeniami zwigzanymi z stosowanymi odczynnikami oraz
poszczegdlnymi czynnosciami wykonywanymi na zajeciach (karty charakterystyk)
2. Zwré¢ uwage czy znasz nastepujgce pojecia: enzym, bioreaktor, katal, unit,
frakcjonowanie, regioselektywnos¢, prawo Lamberta-Beera, absorbancja
3. Zastanow sie czy wiesz:

e Patrz instrukcje na stronie Chemii Bioorganicznej

OPRACOWANIE WYNIKOW

W celu opracowania sprawozdania nalezy:

a) przygotowac krotki wstep, w ktérym opisany zostanie cel pracy, wady i zalety stosowania
chemo-enzymatycznej reakcji utleniania Baeyera-Viligera z udziatem natywnej
i immobilizowanej lipazy, jako biokatalizatora.

b) zamiesci¢ opis przebiegu prowadzonych reakgji,

c) na podstawie danych otrzymanych z chromatografii gazowej zamies¢ obliczenia dotyczace
konwersji i wydajnosci reakcji, wykres stopnia konwersji od czasu reakg;ji.

d) przedstawi¢ podsumowanie oraz wnioski dotyczace prowadzonych badan; podac
przyktady innych zwigzkéw, ktdre réwniez mozna otrzymac¢ w procesach przemystowych
z zastosowaniem Novozyme-435.
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