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Enzyme — mediated polymer synthesis
Summary

Enzyme — mediated polymer synthesis in non-natural environments has
significantly expanded in scope and impact over the past 10 years. This review
focuses on a rapidly expanding research activity where in vitro enzyme catalysis
is used for the synthesis of polyesters, polycarbonates, polyphenols, vinyl poly-
mers, as well as natural and artificial oligosaccharides like cellulose, amylose,
xylan, and chitin. The inclination to use enzymes for polymer synthesis has been
fuelled by a desire to carry out these reactions in the absence of heavy metal-
-based catalysts, under mild conditions and with high selectivity. The aspects of
this work that include enzyme-catalyzed step-growth polycondensation, chain-
-growth ring-opening polymerizations, oxidation polymerization and correspond-
ing transesterification of macromolecular substrates are discussed. The poly-
merization utilizes mainly hydrolases and oxidoreductases as catalysts. Charac-
teristic features of enzymatic polymerizations are also discussed.

Key words:
enzymatic polymerization, enzymatic polycondensation, polyesters, poly-
carbonates, polyphenols, oligosaccharides.

1. Wstep

Enzymy od wiekéow stosowane sa w réznych dziedzinach
dziatalnoSci cztowieka, np. w przemysle spozywczym, farmaceu-
tycznym, skérzanym. Pierwsze, Swiadome zastosowania izolo-
wanych enzyméw miafto miejsce w XIX w., jednak dopiero w dru-
giej polowie XX w. w pelni rozwinela sie technologia wyodreb-
niania enzyméw. Do dzi$§ poznano juz ponad 3500 enzymow.

Zastosowanie enzymow jako biokatalizatorow w syntezie orga-
nicznej wiaze sie z przeniesieniem ich z naturalnego Srodowiska
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do bardzo odmiennych warunkéw, w ktérych uzywa sie ich w reakcjach réznych
zwiazkéw chemicznych, nie bedgcych naturalnymi substratami. Jednakze rozwija-
jaca sie ostatnio bioinzynieria pozwala na otrzymanie zmodyfikowanych enzymoéw
o zwiekszonej stabilnosci i stereoselektywnoSci.

Z chemicznego punktu widzenia enzymy majg wiele zalet. Szybkos¢ reakcji w obec-
nosci enzymu moze by¢ 10%-10' razy wieksza niz szybko$c¢ reakcji w tych samych wa-
runkach bez uzycia enzymu. Enzymy sg chemo-, regio-, stereo- i enancjoselektywne,
mozna nimi zastgpic drogie i trudne w uzyciu katalizatory, jak np. toksyczne kompleksy
metali. Zuzyte enzymy sa nietoksyczne dla sSrodowiska i fatwo ulegaja biodegradacji.

Wiele jest informacji dotyczacych typowych proceséow chemicznych z udzialem
enzymoOw, natomiast zastosowanie enzymow w polimeryzacji i polikondensacji no-
tuje sie od stosunkowo niedawna, chociaz wiadomo, ze polimery naturalne wytwa-
rzane sg in vivo z udziatem enzymoéw.

Najczes$ciej wykorzystywanymi enzymami w reakcjach prowadzacych do zwiazkow
wielkoczasteczkowych sa lipazy. Ponad 100 lat mineto od czasu gdy mikrobiolog Eijk-
mann doniost, ze bakterie moga produkowac i wydziela¢ lipazy. Dzisiaj wiadomo, zZe
lipazy sg aktywne nie tylko w uktadach wodnych, ale takze w rozpuszczalnikach orga-
nicznych. Enzymy te wykazujg wyjatkowg chemo-, regio- i stereoselektywnos¢, dlate-
go tez staly sie atrakcyjnymi katalizatorami w chemii organicznej. Mozliwos$¢ wykorzy-
stania do ich wytwarzania mikroorganizmoéw, takich jak grzyby i bakterie sprawia, ze
obecnie sg one dostepne w duzych ilosciach. Struktura krystaliczna niektorych lipaz
jest juz okreslona, co pozwala z kolei na rozwdj roznych strategii katalitycznych z ich
udziatem. Na koniec, lipazy nie wymagajg stosowania kofaktoréw, jak rowniez sa na
tyle selektywne, ze ograniczaja udziat reakcji ubocznych. Wszystko to czyni lipazy naj-
wszechstronniejszg grupg biokatalizatoréw stosowanych w chemii organicznej.

Polimery, takie jak polisacharydy, poliestry i polifenole budza duze zainteresowa-
nie ze wzgledu na ich biodegradowalnos¢ i mozliwos¢ wytwarzania z odtwarzalnych
surowcow. Dostepne handlowo lipazy pochodzace z r6znych Zrodet nadaja sie do ka-
talizy polireakcji monomeréw o ztozonej budowie strukturalnej zawierajacych grupy
funkcyjne. Polireakcja z udzialem enzymoéw zwykle biegnie z duzg wydajnoscia [1].

»Polireakcje enzymatyczng” mozna zdefiniowac jako polikondensacje lub polimery-
zacje prowadzona in vitro z udziatem katalizatora w postaci izolowanego enzymu [2].

2. Polikondensacja katalizowana enzymami

2.1. Synteza poliestréw
Lipazy s3 najczes$ciej wykorzystywanymi enzymami w katalizie poliestryfikagcji.

Synteza poliestréw z udziatem lipazy moze by¢ prowadzona z wykorzystaniem hy-
droksykwasow karboksylowych lub dioli i kwaséow dikarboksylowych w uktadach
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Schemat 1. Synteza poliestrow z udziatlem lipazy.

niewodnych (schemat 1) [3-7]. Ciezar czasteczkowy tak otrzymanych poliestrow do-
chodzi do 50 000.

Ostatnio wykazano, ze polikondensacja dioli i kwaséw dikarboksylowych z udzia-
tem lipazy Pseudomonas cepacia (lipaza PC) moze by¢ prowadzona takze w ukladzie
wodnym [8]. Reakcja w temperaturze 45°C po 24 h prowadzila do poliestru o cie-
zarze czasteczkowym 1600 z wydajnos$cig 43%.

Uzycie aktywowanych estrow w polikondensacji prowadzi do poliestru z wiek-
szg tatwoscia i wydajnoscig. NajczeSciej wykorzystuje sie w tym celu grupy trihalo-
genoetylowe [9,10].

Prekursorem badan nad synteza optycznie czynnych oligoestrow wykorzystu-
jacych enancjoselektywnos¢ lipazy byl Klibanov i wsp. [11]. Wykorzystat on enancjo-
selektywnos¢ lipazy ze $winskiej trzustki — PPL do katalizowania reakcji miedzy ra-
cemicznym diestrem i achiralnym diolem lub racemicznym diolem i achiralnym die-
strem. W obu przypadkach, powstawaly trimery i tetramery typu AA-BB-AA
i AA-BB-AA-BB-AA oraz mate iloSci oligomeréw o wiekszym ciezarze czgsteczkowym
[12]. Powstate oligomery o koncowych grupach hydroksylowych byly wynikiem sto-
sowania nadmiaru diolu. Berkane i in. rozwazali wplyw warunkéw enzymatycznej
reakgji transestryfikacji na tworzenie sie produktéw cyklicznych [13].

Morrow i Wallace (14) badali wptyw stechiometrii reakcji trans-3,4-epoksyadypi-
nianu bis(2,2,2-trichloroetylowego) z 1,4-butanodiolem katalizowanej lipaza PPL na
wydajnos¢ i budowe polimeru [15]. Po 120 h otrzymali oni produkt o ciezarze
czasteczkowym M,, = 7900. Poliestry otrzymane przez Wallace’a i Morrowa miaty
wysoka czysto$¢ optyczng, powyzej 95% (schemat 2).

0 0 0 PPL
I /\ I
CCl,CH;0-C-CH5CH-CHCH5C-O CH,CCl; + HO-(CH,);OH
racemat
9 O ; -CH,CCI
X I I

H  "CH;CO(CH);0f-  CClCHzo-C-CH, H
(-) polimer (+) monomer

Schemat 2. Synteza poliestrow optycznie czynnych.
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ﬁ (|2| lipaza (I)I (I)I
nCH2=CHo/C\LCH2Jf4 ~OCH=CH, + NHO{CHy}—OH ——* C-{—CHZ%C-O{CH2 —0
n

+ (2n-1)CH,CHO

Schemat 3. Polikondensacja adypinianu diwinylu z diolami katalizowana lipaza.

Reakgja dioli z aktywowanymi diestrami winylowymi biegnie w spos6b nieodwra-
calny ze wzgledu na przegrupowanie produktu ubocznego — alkoholu winylowego
w stabilny termodynamicznie aldehyd octowy. Dlatego tez i diestry winylowe znalazly
zastosowanie w enzymatycznej polikondensagji. Polikondensacja adypinianu diwinylu
z diolami prowadzi do poliestru o ciezarze czasteczkowym 6700 (schemat 3) [16].

Uyama i in. [17] prowadzili polikondensacje estrow diwinylowych aromatycznych
kwasow dikarboksylowych (kwas izoftalowy, tereftalowy, p-fenylenodioctowy) z gli-
kolami wykorzystujac rézne lipazy jako katalizatory. Reakcje prowadzono w hepta-
nie w temp. 60°C. Wykazali, ze sposrod badanych lipaz: Candida antarctica (lipaza CA),
Candida cylinderacea (lipaza CC), Mucor meihei (lipaza MM), Pseudomonas cepacia (lipaza
PC), Pseudomonas fluorecens (lipaza PF) i lipaza ze $winskiej trzustki (PPL), najwieksza
wydajnos¢ daje sie uzyskac stosujac lipaze Candida antarctica. W obecnosci lipazy CA
otrzymano oligomer o ciezarze czasteczkowym M,, = 5500 z wydajnoscig 74%.

Knani i in. [18] badali wptyw rodzaju enzymu, rozpuszczalnika, stezenia, czasu
reakcji i innych parametrow na kondensacje e-hydroksyheksanianu metylu. Chaud-
hary i in. [19] w wyniku transestryfikacji adypinianu diwinylowego 1,4-butanodiolem
katalizowanej lipaza (Novozym-435) otrzymali poliester o ciezarze czasteczkowym
M,y = 23 000. Wykazali, ze ciezar czasteczkowy i rodzaj grup koncowych sa funkgcja:
zawartoSci wody w enzymie, stosunku wagowego enzymu do substratu, stosunku
molowego monomeru i diolu i temperatury reakcji. Rodney i Kobayashi [16,20]
otrzymywali alifatyczne poliestry poddajgc homopolikondensacji monomery typu
AA-BB uzywajac lipazy (Novozym-435) jako katalizatora.

Inne enzymatyczne reakcje transestryfikacji prowadzace do optycznie czynnych
polimeréw opisat Wallace i Morrow [9,21]. Gutman i in. badali konkurencyjnos¢ oli-
gomeryzacji i cyklizacji m-hydroksyestrow w obecnosci lipazy [22].

2.2. Synteza polisacharydéw

2.2.1. Synteza celulozy
Pomimo wielu prob syntezy celulozy in vitro [23,24] dopiero pod koniec

ubieglego wieku grupie Kobayashiego udato sie otrzymac syntetyczng celuloze me-
toda polireakcji enzymatycznej [25]. Aby enzymatyczna reakcja miala miejsce mono-
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syntetyczna celuloza

Schemat 4. Synteza celulozy z udzialem celulazy.

mer musi by¢ rozpoznawany przez enzym jako substrat. Jako enzym wybrano celu-
laze, zewnatrzkomoérkowy enzym hydrolizy celulozy. Natomiast substratem byta po-
chodna disacharydu — fluorek B-cellobiosylu, ktory wczesniej byl tatwo rozpozna-
walny przez celulaze w reakgji jego hydrolizy. Potozenie atomu fluoru w pierscieniu
byto tak dobrane, aby reakcja monomeru wedtug ,,mechanizmu podwéjnego pod-
stawienia” aktywnych miejsc enzymu [26] prowadzita do celulozy B(1—4). W reakgji
tej syntetyczna celuloza o stopniu polimeryzacji DP = 22 tworzyta sie z wydajnoScia
54% (schemat 4) [25]. Kobayashi postuluje, ze reakcja z udziatem 5% wag. celulazy
przebiega wg mechanizmu aktywowanego monomeru.

Nalezy podkresli¢, ze polikondensacja, w ktérej uwalnia sie HF nie wymaga sto-
sowania strategii zabezpieczania i odbezpieczania grup OH. Ta syntetyczna celulo-
za ma strukture podobng do celulozy naturalnej. W badaniach 13C NMR i dyfrakgji
rentgenowskiej wykazano krystaliczng strukture celulozy II. Celuloza I jest forma
metastabilng ze wzgledu na strukture réwnolegle utozonych fancuchéow polisacha-
rydu, natomiast celuloza Il ma strukture przeciwréwnolegle utozonych tancuchéow
i jest forma termodynamicznie stabilng. Dobierajac ukiad rozpuszczalnikéw i odpo-
wiednio oczyszczony enzym udato sie otrzymac in vitro odmiane polimorficzng celu-
lozy I. Ten rodzaj kontroli struktury polimeru wyzszego rzedu podczas polireakgji
byt po raz pierwszy zaobserwowany przez grupe Kobayashiego i nazwany ,,chorose-
lektywnoscig” [27] od greckiego stowa ,,choros” (y®pog) oznaczajacego przestrzen.
Koncepcja ta moze by¢ stosowana dla polimeryzacji, w ktorej tworzg sie fancuchy
polimeru majgce kierunek.

Przedstawiona metoda z wykorzystaniem fluoropochodnej w polireakcji katali-
zowanej enzymatycznie byfa rowniez zastosowana do syntezy innych oligosachary-
dow [28-30].

2.2.2. Synteza amylozy
Stosujgc podobnag strategie z uzyciem fluorku o-maltosylu jako monomeru

i a-amylazy jako enzymu otrzymano oligomeryczng amyloze z wigzaniami glikozy-
dowymi a(1—4) [31]. Nalezy zauwazy¢, ze amyloze otrzymano z dobrg wydajnoS$cia
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rowniez w reakgji transglikozydacji stosujac 1-fosforan a-glukozy jako monomer
i fosforylaze a-glukanu (transferaza) jako enzym [32].

2.2.3. Synteza ksylanu

Ksylan jest waznym sktadnikiem hemicelulozy wystepujacej w $ciankach komo-
rek roslinnych. Okazato sie, ze réwniez do jego syntezy in vitro mozna zastosowac
opisang strategie. Fluorek p-ksylobiosylu kondensowat w obecnosci enzymu ksyla-
nazy dajac z duza wydajnoscia syntetyczny ksylan o strukturze (1—4) (schemat 5)
[33].

(0] O F O O
ksylanaza
OH O OH (0] OH O OH
HO n
OH OH OH OH

syntetyczny ksylan

Schemat 5. Synteza ksylanu katalizowana enzymatycznie.

2.2.4. Synteza chityny

W syntezie chityny, mukopolisacharydu wystepujgcego w pancerzach bezkre-
gowcow, zastosowano poliaddycje z otwarciem pierscienia pochodnej oksazolino-
wej chitobiozy katalizowang enzymem chitynazg. Badania CP/MAS 13C NMR wyka-
zaly regio- i stereoselektywna reakcje z inwersjg konfiguracji na atomie wegla C1
prowadzacg do tworzenia wigzan B(1—4) (schemat 6) [34].

OH OH OH OH
o 0 chitynaza 0 0
H o H (0] H (6] H
HO /f "
NHCOCH, N— NHCOCH, NHCOCH,

CHj,
syntetyczna chitynaza

Schemat 6. Synteza chityny katalizowana enzymatycznie.
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naprzemiennie metylowana celuloza

Schemat 7. Synteza naprzemiennie metylowanej celulozy.

OH OH
o) O_F ] o)
ksylanaza
OH O OH —— /fo OH O OH
HO n
OH OH OH OH

hybrydowy polisacharyd celulozowo-ksylanowy

Schemat 8. Synteza hybrydowego polisacharydu.

2.3. Synteza nienaturalnych polisacharydow

Metode z fluoropochodnymi disacharydéw zastosowano réwniez w syntezie nie-
naturalnych sacharydow, takich jak naprzemiennie 6-O-metylowana celuloza z udzia-
tem celulazy jako katalizatora (schemat 7) [35,36]. Zadziatata tu reguta Fischera
»zamka i klucza”. Nalezy podkresli¢, ze takiej pochodnej celulozy nie mozna otrzy-
mac¢ w wyniku metylowania celulozy.

Grupie Kobayashiego udato sie rowniez otrzymac hybryde celulozy i ksylanu wy-
chodzac z fluorku B-ksylanopiranozylo-glukopiranozylowego i stosujac enzym ksy-
lanaze jako katalizator polireakgcji (schemat 8) [37].

W reakgji polikondensacji ksylanaza rozpoznaje jednostke glukozy jako miejsce
donorowe, a jednostke ksylozy jako miejsce akceptorowe.

3. Polimeryzacja enzymatyczna monomeréw heterocyklicznych

3.1. Polimeryzacja laktonéw

Enzymatyczng polimeryzacje z otwarciem pierScienia po raz pierwszy zastoso-
wano w syntezie polikaprolaktonu. Najwiecej prac poswieconych polimeryzacji lak-
tonéw dotyczy polimeryzacji z otwarciem pier$cienia siedmioczionowego ¢-kapro-
laktonu (e-CL) [18,38-43]).
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Otwarcie pierscienia w polimeryzacji laktonéw omija etap generowania grup od-
chodzacych, ktéry moze ograniczac szybko$¢ propagacji i ciezar czasteczkowy pro-
duktu.

Lipazy katalizujg takze otwarcie pierScienia laktonéw o innym rozmiarze piers-
cienia, jak rowniez monomerow zawierajacych podstawniki w pier$cieniu: 5-walero-
laktonu (3-VL) [38], a-metylo-6-walerolaktonu [44], a-metylo-g-kaprolaktonu [44],
B-propiolaktonu (B-PL) [45,46], B-metylo-B-propiolaktonu, (*+)o-metylo-fB-propiolak-
tonu [45,47,48], y-butyrolaktonu [45,49], 8-oktanolidu (8-OL) [50] i innych. Polimery-
zacja przebiega z powolng propagacja dajgc produkt o stosunkowo malym ciezarze
czasteczkowym. Lipazy: Candida cylindracea, Pseudomonas fluorescens i PPL wykazuja
wysoka aktywnos$¢ w polimeryzacji d-walerolaktonu [41].

W przypadku prowadzenia enzymatycznej polimeryzacji w rozpuszczalnikach
organicznych, obok produktéw liniowych, tworzg sie makrocykliczne oligolaktony
[43,51,52].

W przeciwienstwie do polimeryzacji 4-, 6- i 7-czlonowych laktonéw, prowadzo-
na w sposéb tradycyjny polimeryzacja makrocyklicznych laktonéw przebiega powo-
li, dajac polimer o malym ciezarze czasteczkowym [53]. Polimeryzacja katalizowana
lipazami daje podobne, a nawet w niektorych przypadkach korzystniejsze wyniki.
Jako pierwszy, polimeryzacje z otwarciem pier$cienia o-undekanolidu (UDL) [54],
o-dodekanolidu (DDL) [55], w-pentadekanolidu (PDL) [54] i w-heksadekanolidu
(HDL) [56] katalizowana lipazami opisat Kobayashi. Zainteresowalo go to, w jaki
sposob polimeryzujg makrocykliczne 12-, 13-, 16- i 17-cztonowe laktony pod wpty-
wem lipaz. Do polimeryzacji UDL, DDL, PDL i HDL uzywat nastepujgcych enzymow:
Aspergillus niger, Candida cylindracea (lipaza B), Candida rugosa, Rhizopus delemar,
Rhizopus delemar javanicus, Pseudomonas fluorescens (lipaza P, Cosmo Bio.) Pseudonionas sp.
(lipaza PS, Amano) oraz lecytynazy i PPL [57]. Uzywajac lipaz P i PS w polimeryzacji
o-dodekanolidu uzyskat po 120 h w temp. 75°C polimer o duzym ciezarze czastecz-
kowym, dochodzacym do 25 000. Kobayashi wykazat, ze immobilizacja lipazy PF na
Celicie powoduje znaczne zwiekszenie jej aktywnosci katalitycznej w polimeryzagji
makrolidu. Zaledwie 1% enzymu wykazuje podobng aktywnos$¢ jak enzym w postaci
nieimmobilizowanego proszku [58].

Immobilizacja lipazy Candida antarctica na makroporowatej zywicy akrylowej pro-
wadzi do wzrostu aktywnos$ci w procesie polimeryzacji &-CL [59]. Polimeryzacja
w obecnosci lipazy CA biegnie z szybkos$cig ponad 1000 razy wieksza w poréwnaniu
z szybkos$cig polimeryzacji katalizowanej lipazami PC i PF [50]. Wykazano, ze jedynie
lipaza Candida antarctica katalizuje polimeryzacje podstawionych laktonéw o-mety -
lo-3-walerolaktonu, o-metylo-g-kaprolaktonu i B-metylo-6-walerolaktonu [44].

Wyb6r lipazy jako katalizatora do polimeryzacji daje mozliwosc¢ kontroli budowy
produktu na drodze regioselektywnej transformacji. Ta cecha lipazy byta wykorzy-
stywana do inicjowania polimeryzacji wychodzac ze specyficznych miejsc multifunk-
cyjnych inicjatorow. Przyktadowo do otwarcia pierscienia e-kaprolaktonu stosowa-
no a- i B-etyloglukozyd. PPL umozliwia zapoczatkowanie i nastepnie wzrost tancu-
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Schemat 9. Polimeryzacja enancjoselektywna 3-metylo-4-oksa-6-heptanolidu.

cha wybierajac jedna z sze$ciu pierwszorzedowych grup hydroksylowych etyloglu-
kozydu [42,60].

W enancjoselektywnej polimeryzacji 3-metylo-4-okso-6-heptanolidu wykorzysta-
no optycznie czynny monomer. Katalizatorem polimeryzacji z otwarciem pierscie-
nia (R)- i (S)-3-metylo-4-oksa-6-heptanolidu byta lipaza PC (Pseudomonas cepacia)
(schemat 9) [61].

4. Kopolimeryzacja katalizowana enzymami

Kopolimeryzacja dwoéch lub wiecej monomeréw jest wazng strategig otrzymywa-
nia polimeréw o zadanej budowie i zaprogramowanych wtasciwosciach. Katalizowa-
na enzymami kopolimeryzacja in vitro jest relatywnie nowym obszarem badan. Ko-
polimeryzacji katalizowanej lipaza poddane zostaly, jako jedne z pierwszych: 3-pro-
piolakton i e-kaprolakton [46].

W przypadku kopolimeryzacji e-CL z DDL z udziatem lipazy tworzy sie kopolimer
o budowie statystycznej w odr6znieniu od kopolimeru blokowego tworzgcego sie w
wyniku kopolimeryzacji jonowej dwoch laktonéw o réznym rozmiarze pier$cienia i
roznigcych sie reaktywnoscia [50].

Uyama i in. [54] do kopolimeryzacji o-pentadekanolidu z m-dodekanolidem,
o-undekanolidem, d-walerolaktonem i g-kaprolaktonem zastosowali lipaze PF. Wy-
kazali, ze reakcja biegnie z matg szybkoS$cig i powstaje polimer o malym ciezarze
czasteczkowym (M,= 6000). Kopolimeryzacje laktydu z weglanem trimetylenu pro-
wadzono w masie w obecnosci lipazy PPL w 100°C przez 7 dni otrzymujac poli(es-
tro-weglan) o stosunkowo niewielkim ciezarze czgsteczkowym [62].

Dong i in. [49] poddawali kopolimeryzacji e-kaprolakton z cyklicznymi i liniowy-
mi monomerami z uzyciem lipazy Pseudomonas sp. Kopolimeryzacja w masie prowa-
dzona byta w 45°C przez 20 dni dajac najwiekszy ciezar czasteczkowy (M, = 8400)
produktu reakcji e-kaprolaktonu z ®-pentadekanolidem.

Zainteresowanie praktycznym wykorzystaniem lipaz, jako katalizatoréw w reakgji
otrzymywania oligoestrow spowodowato rozpoczecie prac nad skréceniem czasu re-
akgji i zwiekszeniem ciezaru czasteczkowego polimeréw. Badano wplyw rozpuszczal-
nika, temperatury reakgji, stosunku monomeru do enzymu, stezenia enzymu, rodzaju
i Zrodta enzymu oraz zawartosci wody na szybko$¢ procesu i ciezar czgsteczkowy poli-
meru [40,63]. Okazato sie, ze najczesciej stosowang i efektywna lipazg w reakgji poli-
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meryzacji z otwarciem pier$cienia laktonu jest lipaza CALB Candida antarctica — lipaza
B immobilizowana na zywicy akrylowej (Novozym 435 firmy Novo Nordisk).

Aby zwiekszy¢ ciezar czasteczkowy polimeru przeprowadzono reakcje polimery-
zacji e-kaprolaktonu i ®-pentadekanolidu w srodowisku niepolarnego rozpuszczal-
nika. Stwierdzono, ze dodatek toluenu w stosunku 2:1 (toluen/monomer) zwieksza
ciezar czasteczkowy produktu i zwieksza szybko$¢ reakcji. W wyniku kopolimeryza-
¢ji e-kaprolaktonu i -pentadekanolidu (w stosunku molowym 1:1, w 70°C, przez
45 min) otrzymano kopolimer o M, = 20 000 z wydajnos$cia 88%. Ze statych reak-
tywnos$ci monomeréw wynika, ze szybkosS¢ polimeryzacji w-pentadekanolidu jest
13 razy wieksza niz e-kaprolaktonu. Niezaleznie od r6znic w reaktywnosci komono-
merow, rozktad meréw w kopolimerach odpowiada statystycznemu rozktadowi Ber-
noulliego. W reakcjach tych toluen okazat sie rozpuszczalnikiem zwiekszajgcym sta-
bilno$¢ termiczng enzymu Novozym-435. Okazato sie, ze lipaza ta moze byc¢ sku-
tecznie wykorzystywana jako katalizator polimeryzacji w nawet w wyzszych tempe-
raturach dochodzacych do 100°C.

Badano reakcje wymiany pomiedzy poliestrami: polipentadekanolidem i poli(g-ka-
prolaktonem) katalizowana lipaza [64].

Stosunkowo duzy ciezar czgsteczkowy, dochodzgcy do 21 000 uzyskano w ko-
polimeryzacji laktydu z weglanem trimetylenu prowadzonej w obecnosci lipazy
Novozym-435. Nalezy jednak zauwazy¢, ze w 100°C weglan trimetylenu homopoli-
meryzuje bez stosowania katalizatoréw [65], co moze oznaczac, ze proces biegnie
w tych warunkach bez udziatu lipazy jako katalizatora.

5. Mechanizm polimeryzacji enzymatycznej

Przyjmuje sie, ze polimeryzacja enzymatyczna sktada sie z dwdch etapow: inicjo-
wania i propagacji [66]. Przykladowo, lipaza katalizuje otwarcie pier$cienia laktonu
na etapie inicjowania polimeryzacji. Polega on na ataku nukleofilowym reszt seryno-
wych lipazy na karbonylowy atom wegla laktonu [42,67]. Tworzy sie kompleks mo-
nomeru aktywowanego enzymem (MAE). Dla zapoczatkowania wzrostu tancucha
nukleofil, taki jak woda wystepujaca zwykle w matej ilosci, moze reagowac z kom-
pleksem MAE tworzgc monoaddukt. Jesli inne nukleofile takie, jak alkohol lub amina
sg obecne w ukfadzie reakcyjnym to moga zastapi¢ wode w reakcji inicjowania.

Wzrost fancucha polega na tym, ze konhcowa grupa hydroksylowa z tancucha po-
lihydroksykwasu atakuje karbonylowy atom wegla kompleksu MAE, co prowadzi do
czasteczki wydiuzonej o jedng jednostke powtarzalng (schemat 10).

W badaniach nad inicjowaniem i wzrostem tancucha polimeryzacji [68] z udzia-
tem aktywowanego kompleksu monomer/enzym — e-kaprolakton/PPL lub e-kapro-
lakton/Novozym-435 stosowano trzy rodzaje inicjatoréw: butanol, woda i butylo-
amina. Dong wykazat, Ze stata szybkosci inicjowania (k;) jest mniejsza od statej szyb-
kosci wzrostu tancucha (k) [49].
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Schemat 10. Mechanizm polimeryzacji enzymatycznej g-kaprolaktonu.

Bisht [69] badat wplyw zawartosci wody w monomerze na szybkos¢ polimeryza-
¢ji o-pentadekanolidu w obecnosci immobilizowanej oraz wolnej lipazy PS-30 i wy-
kazat, ze wraz ze wzrostem zawarto$ci wody w monomerze, szybko$¢ polimeryzagcji
ro$nie proporcjonalnie. Jednakze, jak wynika z badan nad kinetykg reakcji katalizo-
wanych przez enzymy, nie mozna uogo6lni¢ uzyskanych zaleznosci na inne lipazy
i monomery.

5.1. Synteza poliwe¢glanéw

Wiele alifatycznych poliweglanéw i ich kopolimeréw ze wzgledu na bioresorbo-
walnos¢ znalazlo zastosowanie jako materialy biomedyczne.

Hydrolazy, w tym esterazy, katalizujg wiele reakcji chemicznych, wigczajac te
z udziatem r6znych nienaturalnych akceptoréw grupy acylowej {70,71]. Lipazy ak-
ceptuja jako substraty zarowno weglany diarylowe jak i dialkilowe [72,73]. Lipaza
katalizuje alkoholize weglanéw dialkilowych, np. weglanu dietylu lub metylu [73].
Reakcje alkoholizy estréow kwasu weglowego z udzialem enzyméw prowadzone
byly z uzyciem aktywowanych weglanéw, takich jak weglany diwinylowe [74-77].

Rodney i in. zastosowali r6zne enzymy jako katalizatory reakcji otrzymywania we-
glanu difenylu z fenolu i weglanu dimetylu. Jednakze wydajnos$¢ reakgji byta niewielka,
ze wzgledu na konkurencyjna reakcje hydrolizy weglanu dimetylu (schemat 11) [78].
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Schemat 11. Synteza weglanu difenylu.

W przypadku bezposredniej polikondensacji prowadzgcej do poliweglanu zasto-
sowano diwinylowa pochodng generujacg niestabilny produkt uboczny — alkohol
winylowy [78,79]. Sposrod 26 testowanych hydrolaz tylko Novozym 435 umozliwial
otrzymanie poliweglanu o ciezarze czasteczkowym powyzej 1000.

Lipazy zostaly tez uzyte do polimeryzacji z otwarciem pierscienia sze$ciocztono-
wych weglanow cyklicznych: weglanu trimetylenu (TMC) [65,80-83] i innych podstawio-
nych weglanéw cyklicznych (5-metylo-5-benzyloksykarbonylo-1,3-dioksan-2-on) [84].

Szybkos¢ inicjowania polimeryzacji weglanu trimetylenu z udziatem enzymu No-
vozym-435, podobnie jak w przypadku laktonéw, jest mniejsza niz szybko$¢ propa-
gacji. Z analizy widm 'H i 13C NMR wynika, ze na pierwszym etapie wzrostu tancu-
cha nastepuje dekarboksylacja.

W wyniku polimeryzacji weglanu trimetylenu prowadzonej w masie w obecnosci
lipazy PPL w temperaturze 100°C powstawat liniowy polimer o ciezarze czasteczko-
wym przekraczajgcym 84 000; konwersja monomeru przewyzszata 95%. Nie zaob-
serwowano ugrupowan eterowych w strukturze polimeru [83].

Bisht i in. wykazali, ze najszybciej zachodzi polimeryzacja TMC wobec lipazy
Novozym-435. Najwiekszy ciezar czgsteczkowy otrzymali w temperaturze 55°C.
W wyzszych temperaturach zwiekszat sie udziat katalizowanej enzymem degradacji
tancucha poliestru.

Immobilizacja lipazy PPL na mikrokrzemionce umozliwita wielokrotne uzycie
biokatalizatora do polimeryzacji TMC. Siedmiokrotne uzycie lipazy nie wptyneto na
obnizenie ciezaru czasteczkowego i wydajnosci poliweglanu [85].

Obecnos¢ jednej grupy metylowej w pozycji 5 cyklicznego weglanu (5-mety-
lo-1,3-dioksolan-2-on) nie ogranicza katalitycznej aktywnosci lipazy Novozym-435
w polimeryzacji monomeru. Dopiero dwa podstawniki metylowe w pierscieniu cy-
klicznego weglanu (5,5-dimetylo-1,3-dioksolan-2-on, DTC) uniemozliwiajg polimery-
zacje z udzialem tego enzymu [86].

Po raz pierwszy cykliczny weglan z dwoma podstawnikami metylowymi w pozy-
¢ji 5 — DTC zostat spolimeryzowany enzymatycznie przez Zhuo i in. w roku 2003.
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Do polimeryzacji DTC zastosowali oni lipaze PPL immobilizowang na krzemionce
o mikronowym rozmiarze ziaren [87]; podobny efekt uzyskali stosujac do immobili-
zacji nanokrzemionke [88].

Kopolimeryzacja weglanu trimetylenu z 5-metylo-5-benzyloksykarbonylo-1,3-dio-
ksan-2-onem prowadzona w 80°C i katalizowana lipazg Pseudomonas fluorescens (AK)
prowadzita do statystycznego kopoliweglanu o budowie amorficznej [89].

6. Polimeryzacja monomeréw winylowych z udzialem enzyméw

Ostatnio wykazano, ze oksydoreduktazy inicjujg polimeryzacje monomeréw wi-
nylowych. W uktadzie peroksydaza/H,0, zachodzi polimeryzacja akrylamidu [90,91]
i monomeréw metakrylanowych [92]. Uklad peroksydaza/H,0, generuje rodniki na
wprowadzanych do uktadu reakcyjnego dodatkach, takich jak pentan-2,4-dion, kto-
re sg wlasciwymi inicjatorami polimeryzagcji akrylamidu. Nalezy podkresli¢, ze en-
zym lakkaza inicjuje polimeryzacje akryloamidu w wodzie w temperaturze 50°C bez
potrzeby wprowadzania tego typu dodatkow [93].

6.1. Synteza dendrymeréw z uiyciem enzymow

Synteza regularnie rozgatezionych polimeréw zwanych, z racji budowy przypomi-
najacej budowe drzewa, dendrymerami metoda z uzyciem enzymu zostafa opisana po
raz pierwszy w roku 1998. Dendrymer pierwszej generacji na podstawie poli(e-kapro-
laktonu) (PCL) otrzymano metodg selektywnego acylowania pierwszorzedowych grup
koncowych tancuchéw PCL z udziatem lipazy B Candida antarctica (CALB) [60]. Alifatycz-
ne poliestrowe dendrymery na podstawie kwasu 2,2-bis(hydroksymetylo)propionowe-
go zastosowano jako rusztowania w syntezie ferroelektrycznych dendrymeréw [94].
CALB jest efektywnym katalizatorem polimeryzagcji laktonéw i w regioselektywnym
procesie acylowania weglowodanéw [95]. Sze$ciofunkcyjny dendrymer z grupami hy-
droksylowymi w czasteczce poddawany byt reakcji z e-kaprolaktonem. Polimeryzacja
z otwarciem pierScienia biegnie dwuetapowo. Na etapie nieregioselektywnego inicjo-
wania Ser105 lipazy atakuje e-CL tworzac pochodng acylowa enzymu. Pochodna ta
moze by¢ deacylowana kazdg z sze$ciu grup OH (deacylacja moze by¢ stereoselektyw-
na) [96]. Drugi etap, etap propagacji jest regioselektywny, poniewaz selektywnos$¢ en-
zymu decyduje czy grupa 6-hydroksylowa bedzie deacylowac produkt posredni — po-
chodng acylowa enzymu. CALB jest regioselektywna dla mniej zatloczonych sterycznie
grup 6-hydroksylowych, stad ma tu miejsce selektywna propagacja tancucha.

Ihre [97] uzy!l dendrymeru heksahydroksylowego otrzymanego z kwasu 2,2-bis(hy-
droksymetylo)propionowego i 1,1,1-tris(hydroksyfenylo)etanu, jako wielofunkcyjne-
go inicjatora otwarcia pierScienia e-kaprolaktonu. Udowodnit, ze polimeryzacja bieg-
nie startujac tylko z jednej z szesciu grup hydroksylowych [54,97,98].
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Skaria i Gross opisali synteze hiperrozgatezionego kopoliestru w reakcji polime-
ryzacji e-kaprolaktonu potaczong z polikondensacja kwasu 2,2’-bis(hydroksymety-
lo)mastowego [99,100].

7. Polimeryzacja fenoli katalizowana enzymami

Polimeryzacja pochodnych fenolowych z uzyciem peroksydazy chrzanowej (HRP)
i H,0; jako czynnika utleniajacego znana jest juz od lat osiemdziesigtych ubiegtego
stulecia [101]. Reakcja prowadzona w ukladzie: woda/1,4-dioksan lub aceton z do-
datkiem buforu octanowego umozliwiata otrzymanie polifenoli o ciezarze czgstecz-
kowym 1400 i poli(p-fenylofenolu) o M,, = 26 000 [102].

Polimeryzacja dyspersyjna fenoli i ich pochodnych z wykorzystaniem enzymoéw
pozwolila na otrzymanie monodyspersyjnych czastek polifenolowych. Jako stabiliza-
tory dyspersji o Srednim wymiarze ziarna 254 nm stosowano glikol poli(oksyetyle-
nowy), poli(alkohol winylowy) i poli(metylowy eter alkoholu winylowego), a czynni-
kiem utleniajgcym byt 30% H,0, i HRP.

Chociaz kataliza enzymami znana jest od ponad wieku w zasadzie ograniczata
sie do uktadéw wodnych [103]. Z punktu widzenia zastosowan przemystowych en-
zymologia w uktadach niewodnych ma szczegélne znaczenie biorgc pod uwage
trudnosci lub wrecz niemozliwo$¢ zastosowania konwencjonalnych katalizatorow
,chemicznych” w syntezie niektérych zwigzkéw chemicznych.

Zastosowanie katalizy enzymatycznej w rozpuszczalnikach organicznych
umozliwito synteze takich polimeréw jak polifenole, poliaminy aromatyczne
[104,105]. Zastosowanie enzymatycznej katalizy w syntezie zwigzkéw poliaroma-
tycznych umozliwito otrzymanie nowej klasy materialéw o budowie r6znigcej sie
od otrzymanych z uzyciem klasycznych katalizatorow. Wykazano, ze architektura
zwigzkéw poliaromatycznych otrzymywanych z udzialem enzyméw zalezy od
ukfadu reakcyjnego (schemat 12) [106]. Synteza prowadzona w jedno- lub dwufa-
zowym ukladzie rozpuszczalnikéw katalizowana HRP z nadtlenkiem wodoru jako
utleniaczem prowadzi do polimeréw o niezdefiniowanej geometrii, uporzadkowa-
niu i orientacji.

Natomiast reakcja prowadzona w mikroemulsji typu ,woda w oleju” z monome-
rami aromatycznymi zawierajacymi grupy amfifilowe, w obecnosci $rodka po-
wierzchniowo czynnego powoduje, ze czasteczki monomeréw ustawiaja sie na gra-
nicy faz olej-woda w sposéb uporzgdkowany. Jesli uporzagdkowane w przestrzeni
monomery poddane sg polimeryzacji z udziatem HRP i H,0, tworzg sie mikrosfery
[107,108]. Mikroczastki maja jednorodny ksztalt i rozmiar.

Gdy amfifilowe monomery sg zorientowane na granicy faz powietrze-woda, jak
to ma miejsce np. na wadze Langmuira-Blodgett to tworzy sie¢ polimer w postaci
dwuwymiarowych monowarstw [109]. Takie monowarstwy moga by¢ wykorzystywa-
ne bezposrednio, bez konieczno$ci przetwarzania polimeru z roztworu.
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Schemat 12. Polimeryzacja utleniajaca fenoli z udziatem enzymu HRP.

W przypadku monomeréw fenolowych posiadajacych elektronoakceptorowe pod-
stawniki w pozycji para, mery fenolowe potfagczone sg ze sobg w pozycji orto, a grupy
OH pozostajg praktycznie niepodstawione [105]. Po ogrzaniu takie polifenole ulegaja
usieciowaniu [108]. Chociaz polifenole sg polgczone w orto-pozycjach, to w przypadku
enzymatycznej polimeryzacji naftoli obserwuje sie potaczenia orto-para [110].

Polifenole, ze wzgledu na swoja wysoka odpornos¢ termiczng i brak mozliwosci
generowania toksycznego formaldehydu sg konkurencyjne w stosunku do zywic fe-
nolowo-formaldehydowych w zastosowaniach, gdzie wymagana jest odpornos¢ na
dziatanie wysokich temperatur.

Enzymy tracg swojg aktywnos$¢ katalityczng przy duzym stezeniu rozpuszczalni-
kéw organicznych. Przyktadowo HRP ulega dezaktywacji w buforze zawierajacym
powyzej 90% dioksanu, 80% etanolu lub 60% DMF [111]. Wykazano, ze mozliwe jest
przywrocenie aktywnos$ci enzymu poprzez dodanie buforu, co zmienia efektywny
kontakt pomiedzy enzymem i substratem.

Rozpuszczalne polifenole otrzymywano takze polimeryzujac 4,4’-dihydroksybi-
fenyl [112] i bisfenol A [113]. Polimer otrzymany z 4,4’-dihydroksybifenylu wykazy-
wal wyjatkowo duza odpornos¢ termiczna. Po ogrzaniu do 1000°C w atmosferze
azotu pozostawalo jeszcze 60% polimeru. Rozpuszczalny polimer otrzymany z bisfe-
nolu A z uzyciem HRP skitadat sie z jednostek fenylenowych i oksyfenylenowych,
a po ogrzaniu ulegal usieciowaniu. Mozliwe byto tez jego utwardzanie za pomoca
zywicy epoksydowej [113].
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Schemat 13. Polimeryzacja utleniajgca fenoli z grupami metakrylanowymi.

Pochodne fenolu z grupami metakrylanowymi wykazywaly chemoselektywnos¢
w polimeryzacji z uzyciem enzymu HRP (schemat 13). Tylko jednostka fenolowa ule-
gala enzymatycznej polimeryzacji utleniajacej, ugrupowanie metakrylanowe pozo-
stawato nienaruszone. Produkt byt rozpuszczalny w typowych rozpuszczalnikach
(aceton, chloroform, DMF) i ulegat sieciowaniu po naswietleniu promieniowaniem
uv [92].

7.1. Synteza poli(oksyfenylendéw)

Najbardziej znany poli(1,4-oksyfenylen) — PPO otrzymuje sie poprzez polimery-
zacje utleniajgca 2,6-dimetylofenolu katalizowang uktadem Cu/amina [114,115].

Okazato sie, ze oksydoreduktazy (HRP, lakkaza) inicjuja polimeryzacje utlenia-
jaca pochodnych kwasu 4-hydroksybenzoesowego w temperaturze pokojowej w at-
mosferze powietrza do PPO (schemat 14) [116,117].

Mozna kontrolowac ciezar czgsteczkowy PPO, a produkt jest rozpuszczalny w ty-
powych rozpuszczalnikach organicznych, stad mozna wykorzysta¢ go do wytwarza-
nia makromonomeroéw i kopolimeréw blokowych poli(oksyfenylenu) [118].

CH, CH,
HRP, H,0,
HOOC OH O—]n_
-H,0,-CO,
CH,4 CHy

Schemat 14. Polimeryzacja utleniajaca 2,6-dimetylofenolu w obecnosci HPR.
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Schemat 15. Polimeryzacja enzymatyczna aniliny.

7.2. Synteza pochodnych polianiliny

Druga wazng grupg polimeréw aromatycznych otrzymywanych z udzialem pe-
roksydazy w rozpuszczalnikach organicznych jest polianilina (PANI) [102,119-122].
Jednakze w odréznieniu od polianiliny otrzymywanej metodami chemicznymi lub
elektrochemicznymi w poliaminie aromatycznej otrzymanej enzymatycznie obecne
sg bezposrednie potaczenia pierScieni aromatycznych (jednostki orto-podstawionej
aniliny) (schemat 15) [123].

Lim i Yoo wykazali, ze polimer z wiekszym udziatem jednostek orto-podstawio-
nej aniliny tworzy sie przy wzroscie pH buforu fosforanowego lub gdy zastosuje sie
rozpuszczalnik organiczny o duzej stalej dielektrycznej [124]. Widkna z przewo-
dzacej polianiliny wytwarzano z wodorozcienczalnej PANI otrzymywanej z uzyciem
HRP i w obecnosci sulfonowanego polistyrenu [125,126].

Do wytwarzania przewodzacej polianiliny Kramyshev i in. zastosowali po raz
pierwszy lakkaze Coriolus hirsutus, prowadzgc polimeryzacje aniliny w obecnosci sul-
fonowanego polistyrenu jako matrycy. Enzym lakkaza wykazuje przewage nad po-
wszechnie stosowanym HRP ze wzgledu na aktywnosc¢ i stabilno$¢ w srodowisku
kwasnym [127].
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8. Nowe rozpuszczalniki dla reakcji katalizowanych lipaza

Ciecze jonowe s3, jak sie wydaje, dobrymi rozpuszczalnikami dla katalizowanych
enzymatycznie transformacji prowadzonych z udziatem wysoce polarnych monome-
row. Jednakze powtarzalno$¢ w syntezie tego typu rozpuszczalnikéw jest czynni-
kiem decydujacym o zachowaniu kinetycznych wtasciwos$ci enzymu. Okazato sie, ze
na etapie przygotowywania, przemywanie cieczy jonowych wodnym roztworem we-
glanu sodowego zapewnia ich przydatnos¢ do reakcji enzymatycznych [128].

Nadkrytyczny dwutlenek wegla (scCO;) z jego wiasciwo$ciami taczacymi cechy
gazu (duza szybkos$¢ dyfuzji) i cieczy o matej lepkosci jest bardzo perspektywicznym
rozpuszczalnikiem dla reakcji enzymatycznych. Latwos¢ catkowitego usuwania
z produktu reakcji daje mu duzag przewage nad tradycyjnymi rozpuszczalnikami.
Wykazano, ze lipazy z Rhizomucor miehei (Lipozyme®) [129] i Candida antarctica
(Novozym 435) [130,131] charakteryzuja sie¢ doskonalg aktywnos$cia w takim
ukfadzie reakcyjnym zaréwno w procesie polimeryzacji jak i polikondensacji pro-
wadzacej do poliestrow.

9. Wnioski

Liczba zastosowan enzyméw w wielu procesach biochemicznych, w tym pro-
wadzacych do produktéw polimerycznych, gwattownie ros$nie. Rownoczesnie wiele
nowych typow enzymoéw jest odkrywanych i identyfikowanych. Dobér odpowiednich
enzymow i optymalizacja warunkéw reakgcji prowadzi do nowych drég syntezy po-
zwalajacych na produkcje cennych polimeréw z duza regio- i syndioselektywnoscig.

Z zamieszczonego przegladu literatury wynika, ze polimeryzacja enzymatyczna
ma duzg przyszto$¢ w technologii chemicznej. Stosowane enzymy jako katalizatory
polireakcji nie stanowig zagrozenia dla srodowiska naturalnego. Dzieki enzymom
mozna uzyskiwac¢ produkty ulegajgce biodegradacji. Pod wzgledem ekonomicznym
enzymy (zwlaszcza immobilizowane na polimerach) mogg sta¢ sie rowniez konku-
rencyjne w stosunku do typowych katalizatoréw ,,chemicznych”.

Do podstawowych zalet polimeryzagcji i polikondensacji enzymatycznej nalezy
zaliczy¢ mozliwo$¢ otrzymywania polimeréw w lagodnych warunkach. Polimery
otrzymane z udzialem enzymoéw moga by¢ uzyte do zastosowan biomedycznych,
gdyz nie zawierajg toksycznych katalizatoréw zwykle stosowanych w procesach po-
limeryzacji z otwarciem pierscienia.
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