Biokatalizator z grzybni grzyba nitkowatego z rodzaju Cladosporium do

zastosowania w reakcjach otrzymywania epoksydéw terpenoidowych

Przedmiotem wynalazku jest biokatalizator z grzybni grzyba nitkowatego
z rodzaju Cladosporium do zastosowania w reakcjach otrzymywania epoksydow
terpenoidowych, takich jak, epoksyd i diepoksyd limonenu, epoksyd a- i B-pinenu,
epoksyd cytronellolu, epoksyd cytronellenu, epoksyd myrcenu, epoksyd myrtenolu,
epoksyd alkoholu perylowego, epoksyd cytronellalu, epoksyd werbenolu, epoksyd
nerolidolu, epoksyd dihydrokarweolu, znajdujgcych szerokie zastosowanie do
wytwarzania zwigzkéw smakowo-zapachowych, produktéw farmaceutycznych czy
biodegradowalnych biopolimeréw.

Wynalazek rozwiazuje problem techniczny w postaci zastosowania prostego
biokatalizatora w  reakcjach  otrzymywania epoksydow  terpenoidowych
przebiegajagcych z duzg wydajnoscig i wysokimi  steZzeniami ofrzymywanych
produktéw.,

Najcenniejsze zwigzki terpenoidowe takie jak, ketony, epoksydy i diepoksydy
limonenu, pinenu, cytronellenu, linalolu, cytronellolu, werbenolu wyst¢puja
w przyrodzie w niskich stezeniach, totez w nieduzych ilodciach izolowane sg np.
z olejkéw, najczescie) z roslin, poprzez destylacje z para wodna, ale takze przez
wytlaczanie i ekstrakcje rozpuszczalnikami lub thuszezami (Schaffner W., Rosliny
lecznicze — chemizm, dzialanie, zastosowanie. 1996, Oficyna Wydawnicza Multico,
Warszawa). Procesy takie przebiegajg z duzg stratg materiatu roélinnego, czesto o
ograniczonym dostepie, co wplywa na wysokg wartos¢é rynkows takich
komponentow. Wobec powyzszego, okolo 80% zwiazkéw aromatycznych obecnych
nz rynku $§wiatowym, produkowanych jest na drodze syntezy chemicznej (Krings U.,
Berger R.G., Appl. Microbiol. Biotechnol. Nr 49, 1998). W literaturze, jak np.
Mandelli i in. Applied Catalysis A: General, 219, 2001; Mahamat Ahmat, Y.;
Madadi, S.; Charbonneau, L.; Kaliaguine, S. Epoxidation of Terpenes. Catalysts
2021, 11,; Abrantes M., Neves P., Antunes M., Gago S., Paz F. A. A., Rodrigues A.
E., Pillinger M., Gongalves 1. §., Silva C. M., Valente A. A.., 2010 czy Microwave-

assisted molybdenum-catalysed epoxidation of olefins” Journal of Molecular
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Catalysis A: Chemical, 320, opisano szereg metod chemicznego otrzymywania
epoksydow i diepoksydéw terpenowych.
Metody te przebiegajg z wykorzystaniem katalizatorow w postaci zwigzkéw
nieorganicznych, jak np. tlenki metali i peroksykwasy, zwiazkow organicznych, jak

np. dimetylodioksiran, kwas chlorobenzoesowy, czy tez metaloorganicznych, jak np.

tritlenk metylorenu. Jak wynika z szeregu publikacji, Mahamat Ahmat, Y.; Madadi,
S.; Charbonneau, L.; Kaliaguine, S. Epoxidation of Terpenes. Catalysis 2021, IR
Appl. Catal. A: Gen., 219, 2001; Appl. Catal. A: Gen. 256 2003; Catal. Today 133~
135 2008 czy tez Appl. Catal B Environ. 2020, 260, wéréd wymienionych
katalizatoréw wiele wykazuje dziatanie draznigce i zazwyczaj stosunkowo niskg
regio- i stereoselektywno$é.

Przykladowo, jak opisujg Mandelli 1 in. Applied Catalysis A: General, 219, 2001,
epoksydacja limonenu z udzialem Al;O; jako katalizatora, zachodzi z dosé niska
wydajnosciag konwersji (max. 70% po 4 godz.) i prowadzi do powstania zaréwno
monoepoksydow jak i diepoksydow.

Z kolei znany z publikacji autorstwa Ciriminna i in., ChemComm, 54, 2018, sposob
otrzymywania epoksydu limonenu, przebiega z uZzyciem sililowanego
fotokatalizatora TiO, P25 (8il-P25), czasteczkowego tlenu jako utleniacza
i promieniowania symulujgcego $wiatlo stoneczne. Chemiczne metody
otrzymywania epoksydow terpenoidowych z zastosowaniem znanych katalizatoréw,
wymagaja uzycia dodatkowych czynnikéw, jak np. promieniowania, sa czgsto
niekorzysine dla §rodowiska, ze wzgledu na zastosowanie: toksycznych ligandéw,
np. butylopirydyny w przypadku tritlenku metylorenu (J. Mol Catal. A Chem., 358);
toksycznych jonéw metali, np. kobaltu i niklu (Madadi, S.; Charbonneau, L.;
Bergeron, 1.Y.; Kaliaguine, S. Aerobic epoxidation of limonene using cobalt
substituted mesoporous SBA-16 Part |: Optimization via Response Surface
Methodology (RSM). Appl. Catal. B Environ. 2020, 260), kwas6w nieorganicznych,
peroksykwaséw i1 ich soli, np. mononadsiarczanu potasu (ACS Sustainable Chem.
Fng. 2018, 6, 4), ktére wykazujg dodatkowo dzialanie draZnigce i korozyjne.
Nierzadko uzywane sa toksyczne zwigzki jak tritlenek metylorenu. Ponadto,
produkty uzyskane na drodze syntezy chemicznej, nie s3 dobrze postrzegane przez
konsumentow, ktérzy preferujg zwigzki pochodzenia naturalnego.

Alternatywne sposoby otrzymywania naturalnych terpenowych zwigzkéw
smakowych i zapachowych opierajg si¢ na metodach biotechnologicznych,
z katalizatorami w postaci wolnych enzymdw lub komoérek zawierajacych enzymy.
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Wartoéé zwigzkéw pozyskanych tymi metodami jest pordéwnywalna z wartodcig
zwigzkoéw otrzymanych w wyniku ekstrakcji. Zaleta metod biotechnologicznych jest
takze to, ze zwiazki otrzymane przy ich uzyciu sa okreélane wedlug legislatury USA
i Unii Europejskiej, jako naturalne i bezpieczne dla konsumentow {(GRAS -
Generally Recognised As Safe).
Biotransformacje limonenu, a- i P-pinenu, cytronellolu czy linalolu do utlenio
terpenoidow, opisane w literaturze: Sales, A.; Moreira, R.C.; Pastore, G.M.; Bicés,
JL. Process Biochem. 2019, 78; van Keulen F., Correia C., da Fonseca M\M.R J.
Mol. Catal. B: Enzym. Nr 5, 1998; Agrawal R., Deepika NU, Joseph R. Biotechnol.
Bioeng. Nr 63, 1999; Vidya C.M., Agrawal R. Appl. Microbiol. Biotechnol. Nr 62,
2003; van Dyk MS, van Rensburg E, Moleleki N Biotechnol. Lett. Nr 20, 1998 oraz
dokumencie patentowym US 6344350, przebiegajace w warunkach tlenowych przy
udziale réinych gatunkéw bakterii, grzyboéw oraz drozdzy, jak np., Rhodococcus
erythropolis, Colletotrichum nymphaea;, Fusarium oxysporum; Armillariclla mellea,
Basidiomycetes sp.; Pseudomonas fluorescens NCIMB 11671; Pseudomnas putida
NCIMB 8248; Bacillus pailidus BR425; Aspergillus niger NCIM 612; Pleurotus
flabellatus;, Pseudomonas sp.; Aspergillus sp. nie daja zadawalajgcych rezuliatow
z uwagi na niewielka wydajnosé i niskie stgzenia otrzymywanych produkiéw.
Wynika to zaréwno z inaktywacji enzymdw przez terpeny, ich duzej lotnosci
i niskiej rozpuszczalnodci w wodzie, jak réwniez z niestabilnosci stosowanych
biokatalizatoréw. W klasycznej metodzie biotransformacji wykorzystujacej zywe
komérki, tworzone sa glownie alkohole, ketony i kwasy terpenoidowe, za$ epoksydy
terpenoidowe powstaja rzadko, gléwnie jako produkty uboczne (Grabarczyk, M.;
Maczka, W.; Zomierczyk, A.K.; Winska, K. Transformations of Monoterpenes with
the p-Menthane Skeleton in the Enzymatic System of Bacteria, Fungi and Insects.
Molecules 2020, 25); drobnoustroje czesto metabolizujg produkt w dalszych etapach
reakcji, prowadzac ostatecznie do jego degradacji. Ponadto, bariery dyfuzyjne
pomiedzy substratem i centrum aktywnym enzymu, wydluzaja znacznie czas
bickonwersji (nawet do kilku dni), dlatego konieczne jest intensywne mieszanie
ukladow w celu lepszej wymiany masy migdzy substratami, podlozem i biomass.
Sposréd stosowanych biokatalizatoréw, lipazy okazuja si¢ najbardziej odpowiednie
do katalizowania reakcji w rozpuszczalnikach organicznych. Jak opisali Wiemann
i in., Zeitschrift fiir Naturforschung B, 67b, 2012, epoksydacja limonenu z
wykorzystaniem zimmobilizowane] lipazy B, przebiega z uZyciem toluenu jako
rozpuszczalnika, H,0; i kwasu kaprylowego jako kosubstratéw. Podobna metoda
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stosowana jest do otrzymywania epoksydu 1,2-limonenu, opisana w publikacji
Melchiors i in., Industrial & Engineering Chemistry Research, 58(31), 2019. Reakcje
epoksydacji limonemu prowadzi si¢ za pomocag lipazy unieruchomionej na
hydrofobowych zywicach polimerowych, z intensywnym mieszaniem (500 RPM)
i okresowym zasilaniem limonenem, stosujgc toluen jako rozpuszczalnik, kwas
okianowy i H,0O;. -
Znane z publikacji J.M.R. Silva i M.G. Nascimento, Process Biochemistry 47 (2012:\)

zastosowanie lipazy B z Candida antarctica (CalB) do otrzymywania epoksyddw
cytronellolu, wymaga uzycia wodoronadtlenku mocznika jako utleniacza i kwasu
oktanowego jako donora grupy acylowej. Inna metoda epoksydacji enancjomeréw
limonenu przedstawiona w publikacji Biondi i in., Antioxidants, 10(9):1462, 2021,
polega na uryciu preparatu z maki owsianej zawierajgcego peroksygenazg
zawieszonej w buforze fosforanowym z dodatkiem wodoronadtlenku rers-butylu (t-
BuOOH), jako utleniacza.
Z opisu patentowego DE 10055092, znany jest sposéb otrzymywania utlenionych
pochodnych linalolu, epoksylinalolooksydu i epoksylinalolu wykorzystujacy
immobilizowang na zywicy akrylowej lipaze z Candida antarctica. Dla osiggniecia
zadowalajacych wydajnosci produktow, metoda ta wymaga dhugiego czasu, nawet do
7 dni. Podobnie, po dilugotrwalym czasie reakcji, uzyskuje si¢ monoepoksyd
kariofilenu z maksymalng wydajnoscig 64%, stosujac jako biokatalizatory w postaci
wolnych i immobilizowanych lipaz oraz strzgpek grzybéw oznaczonych jako
UEA_06 i UEA_53, pochodzacych z rejonéw Amazonii, jak opisali da Silva i in.
Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, 95, 2013.
Z opisu patentowego US2017/0233355 znany jest biokatalizator do epoksydacji
terpendw w postaci enzymu o akiywnosci peroksygenazowej z grzyba topoli
Agrocybe aegerita. Jego uzycie wymaga kilkuetapowego procesu wyodrebniania
i oczyszczania. Tym sposobem po 30 min. reakcji w temperaturze od 20 do 40°C,
uzyskuje si¢ mieszaning produktéw: maksymalnie 52% monoepoksydu, 33%
diepoksydu limonenu oraz alkohol terpencidowy i 15% karweolu. Wysokie st¢zenia
lotnych | malo rozpuszczalnych w drodowisku wodnym monoterpendéw, powodujg
inaktywacje biokatalizatorow enzymatycznych.

Przedstawione w stanie techniki biokaializatory do enzymatycznego
otrzymywania epoksydéw i diepoksydéw terpenoidéw wymagajg wczesniejszego
przygotowania biokatalizatora poprzez wyizolowanie z komorek drobnoustrojéw,

oczyszezenie i zimmobilizowanie bialka enzymatycznego na nosniku. Reakcje
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epoksydac)i wymagajg uzycia dodatkowych zwiazkéw chemicznych, intensywnego
mieszania wszystkich reagentéw i inaktywacji biokatalizatorow, wplywajacej na
spadek ich aktywnodci enzymatycznej, co przedklada sie na wydajno$é produkiow
epoksydacii.

Celem wynalazku bylo opracowanie prostego w przygotowaniu i stosowaniu
biokatalizatora umozliwiajgcego przeprowadzanie reakcji epoksydacji bez jeg
inaktywacji, z duza wydajnoécia produktow. “

Istota wynalazku jest biokatalizator z grzybni grzyba nitkowatego z rodzaju
Cladosporium do zastosowania w reakcjach otrzymania epoksyd6éw terpenoidowych,
z terpenoidéw albo terpendéw, zawierajgcych jedna lub kilka jednostek
izoprenowych.

Korzystnym jest jesli jako terpenoidy czy terpeny, stosuje sig limonen albo
a-pinen, albo B-pinen, albo myrcen, albo cytronellen, albo linalol, albo cytronellol,
albo myrtenol, albo karwon, albo cytronellal, albo aldehyd perylowy, albo trans-
pinokarweol, albo alkchol perylowy, albo werbenol, albo dihydrokarweol czy
nerolidol. Korzysinym jest jesli biokatalizator do zastosowania wedlug wynalazku
charakieryzuje si¢ tym, Ze stosuje si¢ go od 1,2% do 6% w stosunku wagowym do
rozpuszczalnika, jak np., octanu etylu, albo toluenu, albo mieszaniny buforu
fosforanowego z 60% acetonem, ktoéry zawiera od 0,44% do 3,8% terpenu albo
terpenocidu w stosunku wagowym do rozpuszczalnika i utleniacz, takiego jak, 30%
nadtlenek wodoru, od 0,82 do 12,24% w proporcjach wagowych do rozpuszczalnika.
Korzystnym jest réwniez je$li biokatalizator do zastosowania wedlug wynalazku
charakteryzuje si¢ tym, Ze stosuje si¢ go w warunkach temperaturowych 10 do 60°C
i w czasie od 1,5 do 9 godzin.

Biokatalizator wedlug wynalazku nie wymaga etapu oczyszczania, moze by¢
wykorzystany w kilku nastepujacych po sobie cyklach katalitycznych bez istotnego
spadku aktywnosci, charakteryzuje si¢ wysoka aktywnoscig epoksydacji latwo
dostepnych naturalnych terpendéw, przebiegajacej w niskich temperaturach, bez
mieszania i bez uzycia zwigzkéw posrednich jak np. kwaséw karboksylowych, z
zadowalajgcg wydajnoseig | wysoka jakoscig otrzymywanych produktow.

Wynalazek 1 jego korzystne skutki zastosowania w reakcjach otrzymania

epoksydéw terpenoidowych przedstawiono w nastepujacych przykladach.

Przyklad 1. Przygotowanie biokatalizatora wedlug wynalazku do uzycia w reakcjach

epoksydacyi terpenoiddw i terpenow.
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Do 50 ml plynnego podloza hodowlanego o skladzie: 1% oliwy z oliwek, 0,5%
glukozy, 0,5% weglanu wapnia, 0,1% ekstraktu drozdzowego, 0,5% (NH;):80.,
0,1% K;HPO;, 0,02% MgSO4 x 7 H,0 o pH=6,0 dodano 2 ml zawiesiny zarodnikow
grzyba z rodzaju Cladosporium o gestodei 4x10° zarodnikéw w 1 ml, po czym
prowadzono hodowle na wytrzasarce rotacyjnej przez 72 godz. w temp. 20°C. Po
przeptukaniu grzybni plynem fizjologicznym, grzybni¢ zamrozono i poddan
liofilizacji przez 24 godziny. Po suszeniu sublimacyjnym grzybnig utarto do postacl
proszku 1 w takiej postaci wykorzystywano w reakcji epoksydacji terpendw.
Wydajnos¢ ofrzymanego biokatalizatora wynosita 21,3 g na 1 litr podloza

hodowlanego.
Przyklad 2. Badanie bioaktywnos$ci biokatalizatora wedlug wynalazku.

2.1. Do kolbki zawierajacej 5 ml toluenu dodano 60 mg biokatalizatora wg
wynalazku, 22 mg limonenu i 41 mg 30% H;0, Kolbke pozostawiono
w temperaturze 10°C na 9 godz., po czym oznaczono wydajnos¢ produktow za
pomoca chromatografii gazowej. Uzyskano 75% epoksydu limonenu i 25%
diepoksydu limonenu.

2.2. Do kolbki zawierajacej 5 ml mieszaniny buforu fosforanowego z 60% acetonem
dodano 150 mg biokatalizatora wg wynalazku, 60 mg c-pinenu i 90 mg 30% H;0,.
Kolbke pozostawiono w temperaturze 20°C na 6 godz., po czym oznaczono
wydajnosé produkiéw., jak opisanc w przykladzie 2.1. Uzyskano 100% epoksydu a-

pinenu.

2.3. Do kolbki zawierajgcej 5 ml octanu etylu dodano 250 mg biokatalizatora wg
wynalazku, 120 mg B-pinenu i 215 mg 30% H,0;. Kolbk¢ pozostawiono
w temperaturze 40°C na 3 godz., po czym oznaczono wydajnos¢ produktow.
Uzyskano 76% epoksydu a-pinenu.

2.4. Do kolbki zawierajgcej 5 ml octanu etylu dodano 300 mg biokatalizatora wg
wynalazku, 190 mg linalolu i 350 mg 30% H>0,. Kolbke pozostawiono
w temperaturze 50°C na 1,5 godz., po czym oznaczono wydajnos¢ produkiéw.
Uzyskano 83% epoksylinalolooksydu.

2.5. Do kolbki zawierajgcej S ml octanu etylu dodano 230 mg biokatalizatora wg
wynalazku, 65 mg cytronellolu i 400 mg 30% H,0, Kolbke pozostawiono
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w temperaturze 60°C na 3 godz., po czym oznaczono wydajno$é produkidow.
Uzyskano 90% epoksydu cytronellolu.

2.6. Do kolbki zawierajacej 5 ml octanu etylu dodano 160 mg biokatalizatora wg
wynalazku, 130 mg myrcenu i 612 mg 30% H,0,. Kolbke pozostawiono
w temperaturze 40°C na 5 godz., po czym oznaczono wvdajno$é produktéw,
Uzyskano 98% epoksydu myrcenu.

2.6. Do kolbki zawierajacej 5 ml octanu etylu dodano 285 mg biokatalizatora wg
wynalazku, 50 mg myrcenu i 332 mg 30% H;0, Kolbke pozostawiono
w femperaturze 30°C na 2 godz., po czym oznaczono wydajnos¢ produkiow.
Uzyskano 91% epoksydu myrtenolu.

2.7. Do kolbki zawierajgcej 5 ml octanu etylu dodano 120 mg biokatalizatora wg
wynalazku, 25 mg cytronellenu i 150 mg 30% H,0,. Kolbke pozostawiono
w temperaturze 15°C na 8 godz., po czym oznaczono wydajno$¢ produktow.
Uzyskano 90% epoksydu cytronellenu.

2.8. Do kolbki zawierajgcej 5 ml octanu etylu dodano 280 mg bickatalizatora wg
wynalazku, 40 mg cytronellalu i 440 mg 30% H,0,. Kolbke pozostawiono bez
mieszania w temperaturze 45°C na 1.5 godz., po czym oznaczono wydajnosé

produktéw, Uzyskano 50% epoksydu cytronellalu.

2.9. Do kolbki zawierajacej 5 ml octanu etylu dodano 80 mg biokatalizatora wg
wynalazku, 40 mg alkoholu perylowego i 130 mg 30% H,0,. Kolbk¢ pozostawiono
bez mieszania w temperaturze 55°C na 2 godz., po czym oznaczono wydajnosé

produktéw, Uzyskano 57% epoksydu alkoholu perylowego.

2.10. Do kolbki zawierajacej 5 ml octanu etylu dodano 287 mg biokatalizatora wg
wynalazku, 58 mg werbenolu i 280 mg 30% H,0;. Kolbke pozostawiono
w temperaturze 45°C na 1,5 godz., po czym oznaczono wydajnoé¢ produktow,
Uzyskano 75% epoksydu werbenolu.

2.11. Do kolbki zawierajacej 5 ml octanu etyiu dodano 250 mg biokatalizatora wg
wynalazku, 50 mg nerolidolu i 300 mg 30% H,0,. Kolbk¢ pozostawiono bez
mieszania w temperaturze 60°C na 1,5 godz., po czym oznaczono wydajnost

produktow. Uzyskano 93% nerolidolu.
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2.12. Do kolbki zawierajgcej 5 ml octanu etylu dodano 190 mg biokatalizatora wg
wynalazku, 43 mg dihydrokarweolu 1 89 mg 30% H,0,. Kolbke pozostawiono bez
mieszania w temperaturze 35°C na 4 godz., po czym oznaczono wydajnosé

produktéw. Uzyskano 69% epoksydu dihydrokarweolu.

Wydajno$¢ poszczegoinych reakcji epoksydacji réznych substratéw z uzyciem

biokatalizatora wedhug wynalazku, przedstawiono w tabeli 1.

Przyklad 3. Poré6wnanie bioaktywnosci Kkatalizatora wedlug wynalazku
z bioaktywno$cia znanego katalizatora w reakcjach epoksydacji przykladowych

terpenoidow i terpendw,

3.1. Do kolbki zawierajacej 5 ml octanu etylu dodano 20 mg znanego biokatalizatora
w postaci lipazy z Thermomyces lanuginosu, 43 mg limonenu, 89 mg 30% H;0,i1 40
mg kwasu octowego. Kolbke pozostawiono na wytrzasarce w temperaturze 35°C na
4 godz., po czym, w znany z przykladu 2.1 sposob, oznaczono wydajnoséc
produktéw. Uzyskano 4,6% epoksydu limonenu,

3.2. Do kolbki zawierajacej 5 ml octanu etylu dodano 40 mg znanego biokatalizatora
w postaci lipazy z Thermomyces lanuginosu, 43 mg a-pinenu, 112 mg 30% H,0;1 55
mg kwasu octowego. Kolbke pozostawiono na wytrzasarce w temperaturze 55°C na
2 godz., po czym oznaczono wydajnos¢ produkidw., Uzyskano 7% epoksydu a-

pinenu.

3.3. Do kolbki zawierajacej 5 mi octanu etylu dodano 40 mg znanego biokatalizatora
w postaci lipazy z Thermomyces lanuginosu, 43 mg B-pinenu, 112 mg 30% H,0,1 55
mg kwasu octowego. Kolbke pozostawiono na wylrzasarce w temperaturze 55°C na
2 godz., po czym oznaczono wydajno$é produkidow. Uzyskano 6% epoksydu f-

pinenu.

3.4. Do kolbki zawierajgcej 5 ml octanu etylu dodano 40 mg znanego biokatalizatora
w postaci lipazy z Thermomyces lanuginosu, 43 mg myrtenolu, 112 mg 30% H,0; i
55 mg kwasu octowego. Kolbke pozostawiono na wytrzasarce w temperaturze 55°C
na 2 godz., po czym oznaczono wydajnosé¢ produktow. Uzyskano 3% epoksydu

myttenolu.

3.5. Do kolbki zawierajgcej 5 ml octanu etylu dodano 20 mg znanego biokatalizatora

w postaci lipazy z Thermomyces lanuginosu, 43 mg limonenu i 89 mg 30% H,0;,
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Kolbke pozostawiono bez mieszania w temperaturze 35°C na 4 godz., po ¢zym

oznaczono wydajnost produktéw. Uzyskano 7% epoksydu limonenu.

3.6. Do kolbki zawierajgcej 5 ml octanu etylu dodano 40 mg znanego biokatalizatora
w postaci lipazy z Thermomyces lanuginosu, 43 mg o-pinenu, 112 mg 30% H,0.
Kolbke pozostawiono bez mieszania w temperaturze 55°C na 2 godz.,, po ¢czym

oznaczono wydajnos$¢ produktéw. Uzyskano 5% epoksydu a-pinenu.

3.7. Do kolbki zawierajacej 5 ml octanu etylu dodano 40 mg znanego biokatalizatora
w postaci lipazy z Thermomyces lanuginosu, 43 mg B-pinenu, 112 mg 30% H,0,.
Kolbke pozostawiono bez mieszania w temperaturze 55°C na 2 godz., po czym

oznaczono wydajnosé produktéw. Uzyskano 8% epoksydu B-pinenu,

3.8. Do kolbki zawierajacej 5 ml octanu etylu dodano 40 mg znanego biokatalizatora
w postaci lipazy z Thermomyces lanuginosu, 43 mg myrtenolu, 112 mg 30% H,0,.
Kolbke pozostawiono bez mieszania w temperaturze 55°C na 2 godz., po czym
oznaczono wydajnos¢ produktéw. Uzyskano 8% epoksydu myrtenolu.

3.9. Do kolbki zawierajgcej 5 ml octanu etylu dodano 20 mg biokatalizatora wg
wynalazku, 43 mg limonenu i 89 mg 30% H,0; Kolbke pozostawiono bez mieszania
w temperaturze 35°C na 4 godz., po czym oznaczono wydajnos¢ produktéw.
Uzyskano 59% epoksydu i 40% diepoksydu limonenu.

3.10. Do kolbki zawierajacej 5 ml octanu etylu dodano 40 mg biokatalizatora wg
wynalazku, 43 mg a-pinenu, 112 mg 30% H>0,. Kolbke pozostawiono bez mieszania
w temperaturze 55°C na 2 godz., po czym oznaczono wydajnos¢ produktow.
Uzyskano 80% epoksydu o-pinenu.

3.11. Do kolbki zawierajgcej 5 ml octanu etylu dodano 40 mg biokatalizatora wg
wynalazku, 43 mg B-pinenu, 112 mg 30% H;0;. Kolbke pozostawiono bez
mieszania w temperaturze 55°C na 2 godz., po czym oznaczono wydainosé
produktéw. Uzyskano 65% epoksydu B-pinenu.

3.12. Do kolbki zawierajacej 5 ml octanu etylu dodano 40 mg biokatalizatora wg
wynalazku, 43 mg myrtenolu, 112 mg 30% H,0,. Kolbke pozostawiono bez
mieszania w temperaturze 55°C na 2 godz., po czym oznaczono wydajnosé
produktéw. Uzyskano 81% epoksydu myrtenolu.
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Wydajnosci reakcjt epoksydac)i terpenoidéw i terpendéw z wykorzystaniem znanego
biokatalizaiora w postaci lipazy z Thermomyces lanuginosu i biokatalizatora wg

wynalazku przedstawiono w tabeli 2.

Przyklad 4. Badanie stabilnosci bickatalizatora wedtug wynalazku,

Do kolbki zawierajacej 5 ml octanu etylu dodano 287 mg biokatalizatora, 5
limonenu i 164 mg 30% H0,. Kolbke pozostawiono w temperaturze 5550 na 3
godz., po czym oznaczono wydajno$¢ produktéw. Uzyskano 64,5% epoksydu
i 33,5% diepoksydu limonenu. Po zakonczonej reakcji, biokatalizator odwirowano
przez 10 minut przy 9000 RPM, mieszaning reakcyjng odrzucono, a biokatalizator
przeplukano octanem etylu i wykorzystano w drugiej reakcji epoksydacji limonenu
przebiegajgcej w tych samych warunkach co reakcja pierwsza. Biokatalizator

wykorzystano w kolejnych oémiu reakcjach epoksydaciji limonenu.
Wydajnosci reakcji epoksydacji limonenu z wykorzystaniem biokatalizatora wg

wynalazku w nastepujacych po sobie reakcjach, przedstawione w tabeli 3 wskazuja,
na duzg jego stabilnosé.




