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Zastosowanie unieruchomionej lakazy grzybowej w biotransformaciji
zwigzkéw aromatycznych

Wstep

Nowoczesna biotechnologia przemystowa coraz czg$ciej dzia-
ta woparciu o dziatanie enzyméw jako katalizatoréw reakcji
syntezy zwiazk6w chemicznych, co stanowi przyjazna srodowisku
alternatywe dla ich chemicznej syntezy. Jednym z takich enzy-
moéw jest lakaza, ktéra nalezy do klasy oksydoreduktaz i wykazuje
szeroki potencjal aplikacyjny. Istnieje szereg doniesien o mozli-
wosci jej zastosowania w wielu réznych procesach biotechnolo-
gicznych, jednakze wdrozenie ich na skalg przemystowa w dal-
szym ciagu jest zbyt kosztowne, gdyz wiaze si¢ ze zbyt duzymi
kosztami oczyszczania enzymu. Dlatego tez zintensyfikowano
badania nad opracowaniem preparatu enzymatycznego, charakte-
ryzujacego si¢ wysoka stabilno$cia i mozliwoscia wielokrotnego
zastosowania w procesie przemyslowym. Otrzymanie takiego
preparatu mozliwe jest dzigki réznorodnym technikom immobili-
zacji lakazy [Asgher i in., 2014]. Zwiazanie czasteczki enzymu
ogranicza negatywne oddzialywanie warunkéw $rodowiska reak-
cji takich jak warto§¢ pH, temperatura czy tez obecnos¢ rozpusz-
czalnikéw organicznych [Rao i in., 2014]. Jedna z technik immo-
bilizacji lakazy jest jej kowalencyjne wiazanie z nierozpuszczal-
nymi no$nikami za pomoca réznych grup funkcyjnych, obecnych
na powierzchni no$nika lub wprowadzonych na ich powierzchnig
za pomoca réznych aktywatoréw.

Celem prezentowanej pracy byt dobdr nosnika pod katem jego
zastosowania do unieruchamiania lakazy grzybowej stosowanej
jako unieruchomiony biokatalizator do proceséw transformacji
bezbarwnych prekursoréw w barwne produkty. Przebadano no-
$niki wykonane z réznych materiatéw, w ktérych aktywowano
rézne grupy funkcyjne w celu kowalencyjnego wiazania lakazy
z no$nikiem.

Badania doswiadczalne

Materiat biologiczny

Badania prowadzono z zastosowaniem lakazy grzybowej uzy-
skanej z ptynnej hodowli szczepu Cerrena unicolor (CU139),
znajdujacego si¢ w Kolekcji Grzybowej Zaktadu Biochemii
UMCS.

Warunki hodowli

Szczep C. unicolor przechowywano na szalkach Petriego za-
wierajacych 10 ml podioza maltozowego (MEA) o nastgpujacym
sktadzie [g/1]: glukoza (10), ekstrakt maltozowy (4), agar (2).
Czternastodniowe hodowle stacjonarne szczepu CU139 prowa-
dzono na podtozu PDB o sktadzie [g/1]: ekstrakt ziemniaczany (4),
glukoza (20). Wyro$nigte hodowle homogenizowano i przenoszo-
no do bioreaktora o pojemnosci 10 1 zawierajacego 7 1 podioza
Lindeberga i Holme’a o sktadzie [g/l]: glukoza (10), asparagina
(1,5), NaNO; (3), MgSO, x 12 H,O (0,5), KH,PO, (0,47),
Na,HPO, x 12 H,0, ekstrakt drozdzowy (0,1) oraz mikroelemen-
ty. Napowietrzang, ptynna hodowlg C. unicolor prowadzono przez
10 dni w 25 °C.

Otrzymanie czystego preparatu lakazy

Oddzielony od grzybni ptyn pohodowlany zaggszczono z uzy-
ciem membrany filtrujacej Millipore (punkt odcigcia 10 kDa) do
objgtosci 15 ml. Tak przygotowany preparat naniesiono na ko-
lumng chromatograficzng ze ztozem HQ-Sepharose i prowadzono
rozdzial z zastosowaniem chromatografii cieczowej (FPLC) oraz
1 M roztworu (NHy4),SO, w 5 mM buforze TRIS-HCI w gradien-

cie 0-50%. Otrzymane frakcje lakazy odsolono na komoérce ultra-
filtracyjnej z zastosowaniem 5 mM buforu TRIS-HCI i zamroZono
do chwili uzycia.

Metodyka immobilizacji

Kowalencyjne wiazanie lakazy przeprowadzono dla czterech
réznych no$nikéw o cherakterystyce przedstawionej w tab. 1.

Tab. 1. Charakterystyka no$nikéw stosowanych do immobilizacji lakazy

Parametr Grupa funkcyjna
Nosnik umetry obecna Aktywator/pH
nos$nika .
na no$niku
d=0,2:0,3 mm -NH, GLA/7,0
Sger =690 m/g
Akrylowy V,=0,8 cm’/g -OH DVS/8,2
d,, =9,4 nm
-COOH CDI/5,2
Krzemionkowy d=0,2+0,5 mm
(Keiselgel MN | Sper=270:302 m'/g -NH, GLA/7.0
APM 1.0) V, =0,52+0,57 cm’/g
’ d,, = 4,0+4,6 nm

d - $rednica czasteczek, Sper- powierzchnia wiazania, V), - objeto$¢ poréw, d,, -
rozmiar poréw, DVS - diwinylosulfon, GLA - glutaraldehyd, CDI - karbodiimid

W zaleznosci od rodzaju uzytego aktywatora, wigzanie enzymu
nastgpowalo przez rézne grupy funkcyjne obecne na powierzchni
nosnika. Rodzaj aktywatora determinowal ponadto zastosowanie
odpowiedniej metodyki przygotowania no$nika i nanoszenia
preparatu enzymatycznego. Przed uzyciem wszystkie nos$niki
zostaly doktadnie przeptukane woda destylowana a nastgpnie
0,1M buforem fosforanowym o pH 7.

Przygotowanie nosnikow aktywowanych aldehydem glutaro-
wym (GLA). W celu aktywacji grup aminowych, odsaczony no-
$nik zalano 20 ml 0,1 M buforu fosforanowego pH 7 i 2 ml GLA,
a nastgpnie cato$¢ wytrzasano (90 rpm) przez 40 minut. Po prze-
plukaniu no$nika buforem dwukrotnie przemyto go zimnym
buforem fosforanowym az do zaniku zapachu aldehydu, zachowu-
jac co najmniej dziesigciominutowa przerw¢ pomigdzy przemy-
ciami. Do tak przygotowanego nosnika dodano 10 ml enzymu
zawieszonego w 0,1 M buforze fosforanowym i calo$¢ wytrzasano
(90 rpm) w temperaturze pokojowej przez 2 godziny a nastgpnie
w 4 °C przez 24 godziny.

Przygotowanie nosnikow aktywowanych diwinylosulfonem
(DVS). Nosnik przeptukano buforem fosforanowym i 1 M roz-
tworem Na,CO; a nastgpnie przeprowadzono wytrzasana 2-
godzinng aktywacj¢ grup hydroksylowych z zastosowaniem 2 ml
DVS, zawieszonego w 10 ml 1 M Na,COj;. Po tym czasie no$nik
przeplukano woda destylowana do uzyskania warto$ci pH 8
a nastgpnie 0,1 M roztworem Na,HPO,. Do tak przygotowanego
no$nika dodano 10 ml roztworu enzymu zawieszonego w 0,1 M
Na,HPO, i wytrzasano (90 rpm) najpierw przez 2 godziny
w temperaturze pokojowej a nastgpnie przez 24 godziny w 4 °C.

Przygotowanie nosnikow aktywowanych karbodiimidem
(CDI). Nos$nik przeptukano dwukrotnie 0,1 M roztworem
KH,PO,. W celu aktywowania grup karboksylowych do no$nika
dodano 2 ml CDI'i 10 ml 0,1 M KH,PO, a nast¢pnie cato§¢ mie-
szano przez 20 minut. Po tym czasie nosnik przeptukano woda
destylowana oraz 0,1 M KH,PO,. Do tak przygotowanego nosni-
ka dodano 10 ml enzymu zawieszonego w 0,1 M roztworze
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KH,PO, i wytrzasano (90 rpm) przez 2 godziny w temperaturze Tab. 3. Aktywnos¢ lakazy przed i po immobilizacji
pOkOjOWCj a nastqpnie przez 24 gOdZiHy w4 °C. (wyrazona w jednostkach aktywno$ci U na gram nosnika)
Wyptukiwanie niezwiqzanego enzymu. Po uptywie 24 godzin Rodzaj nosnika
wszystkie nosniki przeptukano 0,1 M buforem fosforanowym pH Ak 9
tywnosc Akryl. | Akryl. Akryl. Krzem.

7 w celu usunigcia niezwiazanych czasteczek enzymu, czyli do
momentu, kiedy absorbancja roztworu mierzona spektrofotome-
trycznie przy dlugosci fali 280 nm spadnie ponizej 0,01. W zebra-
nych eluatach fosforanowych oznaczono stgzenie biatka metoda
Lowry’ego oraz aktywnos$¢ lakazy z uzyciem ABTS jako substra-
tu. W kolejnym etapie prowadzono trzykrotne ptukanie no$nikéw
0,5 M roztworem NaCl w odstgpach co 10 minut, trzykrotne
ptukanie buforem fosforanowo-cytrynianowym pH 5 w odstgpach
co 30 minut a nastgpnie ptukanie 0,5 M buforem TRIS-HCI oraz
ptukanie woda destylowana.

Pomiar aktywnosci unieruchomionej lakazy

Aktywno$¢ lakazy unieruchomionej na nosniku byla oznaczana
z zastosowaniem 0,25 mM ABTS w 0,1 M buforze fosforanowo-
cytrynianowym o wartosci pH 5,3 w temperaturze 30 °C. Pomiar
aktywnos$ci odczytywano poprzez zmiang warto$ci absorbancji
w ciagu 30 s przy dlugosci fali 414 nm.

Aktywnosc¢ operacyjna unieruchomionej lakazy

Aktywno$¢ operacyjna lakazy unieruchomionej na nos$niku
zostata okre$lona dla procesu transformacji prekursora AHBS
w produkt barwny. W celu okre$lenia ilosci cykli transformacyj-
nych dla 10 ml mieszaniny 1 mM prekursora AHBS w 100 mM
buforze winianowym o wartosci pH 5, prowadzono reakcjg trans-
formacji z zastosowaniem 25 mg no$nika z unieruchomiong laka-
za. Po godzinnej reakcji odczytywano warto§¢ absorbancji pro-
duktu przy dtugosci fali 436 nm, ktdra byla charakterystyczna dla
otrzymanego produktu barwnego. Po tym czasie no$nik przeptu-
kiwano buforem winianowym do zaniku barwy pozostatego pro-
duktu, po czym no$nik zalewano §wieza porcja prekursora
w buforze. W trakcie oznaczenia przeprowadzono cztery takie
cykle reakcji.

Wyniki

W pierwszym etapie badan okreslono stgzenie biatka i aktyw-
no$¢ lakazy w eluatach fosforanowych, otrzymanych po procesie
unieruchamiania oraz aktywno$¢ lakazy zwiazanej z nos$nikiem.
Otrzymane warto$ci biatka w eluatach pozwolity na po$rednie
okreslenie ilo$ci biatka zwiazanego z no$nikiem (Tab. 2).

Uzyskane dane pozwolily stwierdzi¢, ze najwigkszy procent
biatka zwigzany zostat na nos$niku akrylowym, sfunkcjonalizowa-
nym grupami aminowymi i aktywowanym glutaraldehydem
(62%). Najnizsze warto$ci odnotowano dla nosnika akrylowego
z grupami hydroksylowymi i aktywowanego diwinylosulfonem,
z ktérym zwiazalo si¢ tylko 13% biatka. Na podstawie pomiaréw
aktywnosci lakazy okres§lono wydajnos$¢ immobilizacji (Tab. 3),
ktéra wyraza procent zwiazanej aktywnoS$ci lakazy z no$nikiem
wporéwnaniu z aktywnoscia lakazy natywnej uzytej do immobili-
zacji. Najwigksza wydajno$¢ immobilizacji uzyskano na no$niku
krzemionkowym (7,3%), z ktérym lakaza zostala zwigzana po-
przez grupy aminowe.

Tab. 2. Poréwnanie zawarto$ci biatka przed i po immobilizacji lakazy

Rodzaj no$nika

Biatko Akryl. Akryl. Akryl. Krzem.
(GLA) | (DVS) | (DD | (GLA)
w preparacie lakazy
przed immobilizacja [me/e] 10,8 34 47 83
niezwigzane z no$nikiem [mg/g] 4,1 4.8 2,7 6,8
na nosniku [mg/g] 6,7 0,7 2 L5
zwigzane z no$nikiem [%] 62 13 42 18

(GLA) | (DVS) (CDI) (GLA)

enzymu natywnego w buforze | [U/g] 1476,6 | 1108,9 1139,3 1132,1

enzymu niezwigzanego

R [Urgl | 80,11 | 10509 | 91,87 | 1525

przewidywana na nosniku [U/g] | 1396,51 | 1003,86 | 1047,43 | 1116,83

enzymu zmierzona na nosniku | [U/g] 74,62 5,75 15,79 81,65

wydajno$¢ immobilizacji [%] 53 0,6 1,5 7,3

W przypadku zastosowania nos$nika akrylowego z grupami
hydroksylowymi pomimo aktywacji za pomoca diwinylosulfonu,
otrzymano najnizsza wydajno$¢ immobilizacji lakazy (0,6%).

Ponadto na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze
procentowa ilo$¢ zwiazanego biatka nie przektadala si¢ na procen-
towa aktywnos¢ unieruchomionej lakazy (Tab. 2).

W dalszej czg$ci badan immobilizowana lakazg zastosowano
do transformacji bezbarwnego prekursora AHBS w barwny pro-
dukt o potencjalnym zastosowaniu jako barwnik tekstylny. Prze-
prowadzono cztery jednogodzinne cykle transformacji, po ktérych
zmierzono spektrofotometrycznie wartos¢ absorbancji produktu
przy dtugosci fali 436 nm.

Tab. 4. Tlos¢ produktu transformacji prekursora AHBS (Abs 436 nm),
powstatego w czasie czterech (I-IV) 1-godzinnych cykli transformacji
przez lakazg unieruchomiong na no$nikach

Tlo$¢ produktu (Abs 436 nm)
Nosnik
1 cykl 11 cykl I cykl 1V cykl
Akrylowy (GLA) 2,9 2,2 0,3593 0,372
Akrylowy (DVS) 0,06 0,047 0,035 0,0272
Akrylowy (CDI) 0,101 0,091 0,012 0,0101
Krzemionkowy GLA) 3,33 3,02 0,275 0,2531

Na podstawie uzyskanych wynikéw (Tab. 4) stwierdzono, ze
najwigksza ilo§¢ produktu transformacji prekursora AHBS otrzy-
mano z udziatem lakazy unieruchomionej na nosnikach akrylo-
wym 1 krzemionkowym, zawierajacych grupy aminowe i akty-
wowanymi aldehydem glutarowym. W czasie IV cyklu wydajno$¢
transformacji w przypadku trzech no$nikéw byla duzo nizsza
i wynosita od 8 do 13% i tylko w przypadku nosnika akrylowego
aktywowanego diwinylosulfonem wynosita 45%.

Whnioski

Stwierdzono, ze najlepszym nosnikiem do unieruchomienia
lakazy jest krzemionka z aminowymi grupami funkcyjnymi,
aktywowana glutaraldehydem. Pomimo niskiego procentu biatka
zwiazanego z tym no$nikiem, aktywno$¢ unieruchomionej lakazy
oraz aktywno$¢ operacyjna podczas transformacji prekursora
AHBS byty najwyzsze.

Powstajacy w duzych ilo$ciach produkt moze w duzym stop-
niu ogranicza¢ dostgp substratu do centrum lakazy, zmniejszajac
przez to wydajno$¢ procesu, co uwidocznito si¢ w drugim cyklu
reakcji.
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