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Wykorzystanie lakazy natywnej i immobilizowanej do usuwania p-anizydyny

Wstep

p-Anizydyna (ANI) jest wykorzystywana w syntezie wielu barwni-
kéw azowych (np. Garnet Base GP, Apthol AS-SG) oraz prowadzone sa
badania nad synteza nowych barwnikow, ktore moga by¢ wykorzysta-
ne w przemysle tekstylnym [Zahra, 2011] lub w komorkach solarnych
[Cao iin., 2010]. Jest to takze znany zwiazek kancerogenny, ktory musi
by¢ usuwany ze $ciekdéw przemystowych. Jedna z mozliwosci moze by¢
utlenianie ANI z udzialem oksydaz, do ktorych nalezq lakazy.

Lakazy charakteryzuja si¢ niewielka specyficznoscia substratowa
wzgledem zwiazkoéw fenolowych. Szczegdlng zaleta tych enzymow
jest kataliza nie wymagajaca stosowania kofaktorow, gdyz ko-substra-
tem jest tlen rozpuszczony w wodzie. Potencjalne zastosowania lakaz
obejmuja: oczyszczanie wod, obrobke pulpy papierniczej, degradacje
polimeréw i ksenobiotykow, konstrukcjg biosensorow, syntezg chemo-
enzymatyczng oraz oksydacyjna polimeryzacje [Riva, 2006]. Liczne
przyktady zastosowan lakaz w oczyszczaniu $ciekéw zostaty ostatnio
wyczerpujaco omowione w pracy przegladowej [Strong i Claus, 2011].
Procesy oczyszczania wody zwykle polegaja na reakcji lakazy ze
zwiazkiem fenolowym z utworzeniem rodnikowych produktow, ktore
w dalszych etapach ulegaja spontanicznej polimeryzacji, tworzac nie-
rozpuszczalne w wodzie oligo- i polimery.

Substraty lakaz sa trudno rozpuszczalne w wodzie, a enzym w obec-
nosci rodnikowych produktow reakcji zazwyczaj ulega szybkiej inak-
tywacji. Dlatego celem intensyfikacji reakcji i zwigkszenia stabilnosci
enzymu, nalezy stosowa¢ metody typowe dla inzynierii roztworéw (np.
dodanie ko-rozpuszczalnika) i inzynierii mikrosrodowiska (np. immo-
bilizacja).

Celem badan byt dobor takiego ko-rozpuszczalnika i jego stgzenia,
aby stabilno$¢ enzymu natywnego i immobilizowanego w warunkach
ciagtego kontaktu z produktami reakcji utleniania ANI byta istotnie
wigksza, z jednoczesnym ograniczeniem sorpcji produktow na po-
wierzchni no$nika.

Materiaty i metody

W badaniach wykorzystano lakazg produkowang przez szczep Cer-
rena unicolor, otrzymany z kolekcji kultur Wydziatu Biochemii UMCS
w Lublinie. Warunki hodowli grzyba oraz wstgpnego oczyszczania la-
kazy opisano uprzednio [Bryjak i Rekuc, 2010]. Do immobilizacji laka-
zy wykorzystano nosnik krzemionkowy (Z), akrylowy (A) i z mikro-
krystalicznej celulozy (G), ktérych grupy aminowe byly aktywowane
aldehydem glutarowym, po czym biatko bylo wiazane kowalencyjnie
[Zynek i in., 2011].

Aktywno$¢ enzymu natywnego lub immobilizowanego mierzono
prowadzac procesy w termostatowanym (30°C) mieszalnikowym (200
rpm) reaktorze okresowym, zawierajacym 1,25 mM ANI. Probki pobie-
rano z reaktora w odstgpach 1 min i mierzono absorbancj¢ przy dtugosci
fali 540 nm.

Procesy utleniania ANI z enzymem immobilizowanym prowadzono
metoda wstrzasana w reaktorach o objgtosci roboczej 100 mL (wytrza-
sarka Laboplay) przy obrotach 60 rpm, w temperaturze 30°C. W re-
aktorze umieszczano elektrodg tlenowa (Intellical LDO, Hach Lange)
i dodawano ANI w ilo$ci zapewniajacej stgzenie w reaktorze 0,25 mM.
Probki nos$nika do pomiaréw aktywnosci odmywano buforem. Procesy
z ANI prowadzono w buforze lub w buforze zawierajacym 10% 2-pro-
panol. W reakcjach kontrolnych znajdowat si¢ bufor lub bufor zawie-
rajacy 10% 2-propanol. Analogiczne badania wykonano w reaktorach
mieszalnikowych stosujac enzym natywny.

Wyniki badan i ich oméwienie

Badania nad mozliwoscia utleniania ANI z udziatem lakazy rozpo-
czeto od doboru takiego stezenia substratu, aby szybkos$¢ utraty aktyw-
no$ci enzymu nie byta zbyt duza. W tym celu w reakcjach testowych
zastosowano stgzenia ANI od 0,2 do 1,0 mM (dane nieprezentowane)
i wykazano, ze enzym natywny w obecnos$ci najnizszego zastosowa-
nego stgzenia ANI ulega catkowitej inaktywacji juz po 5 h. Uwaza
si¢, ze glowna przyczyna inaktywacji jest tworzenie si¢ wczesnych
rodnikowych produktow reakcji, ktore modyfikuja czasteczke biatka,
powodujac rozfaldowanie struktury Ill-rzgdowej. Oznacza to, ze nie
nalezy stosowaé zbyt duzych stezen ANI i korzystniejsze jest w takich
przypadkach dozowanie substratu o nizszym stezeniu w kilku porcjach
(réwniez [Manda i in., 2006]) .

Stabilizacja rodnikéw w mikrootoczeniu enzymu

Jedna z metod stabilizacji rodnikow w mikrootoczeniu enzymu moze
by¢ dodanie mieszajacego si¢ z woda rozpuszczalnika organicznego,
jednak jego stezenie nalezy tak dobraé, aby nie wywolywato dodatko-
wej utraty aktywnosci. We wczesniejszych badaniach wykazano, ze
dimetyloformamid, etanol, acetonitryl i 2-propanol w st¢zeniach powy-
zej 20% objgtosciowych wywotuja szybka inaktywacj¢ lakazy [Bryjak
iin., 2012], dlatego w dalszych testach wykorzystano powyzsze roz-
puszczalniki w stgzeniach 10+20% (Rys. 1). Poszukujac ko-rozpusz-
czalnika najbardziej zachowawczego dla enzymu, wybrano 10% 2-pro-
panol, jako pozwalajacy uzyska¢ ponad 60% aktywnosci enzymu po 56
h inkubacji w 30°C.
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Rys. 1. Aktywno$¢ natywnej lakazy po 56 h inkubacji w 30°C (pH 5,3) w buforze

(EN) oraz w obecnosci etanolu (EtOH), 2-propanolu (2-PROP), dimetyloformami-

du (DMF) i acetonitrylu (ACN) o stezeniach 10% (stupki ciemnoszare), 15% (stupki
jasnoszare) i 20% (shupki biate)
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Procesy utleniania ANI prowadzono w reaktorze okresowym z do-
datkiem 10% 2-propanolu, z seria 3 proceséw kontrolnych (Rys. 2).
W trakcie proceséw z ANI monitorowano stgzenie tlenu, celem okre-
$lenia momentu, w ktorym nalezy dodac kolejna porcj¢ substratu. Zato-
zono, ze po poczatkowym spadku stgzenia tlenu, jego powolny wzrost
moze by¢ sygnatem wyczerpywania si¢ substratu lub/oraz utraty ak-
tywnos$ci enzymu. Jezeli kolejna porcja substratu powodowata dalszy
spadek stgzenia tlenu, to oznaczato, ze enzym nadal jest reaktywny. Ta-
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Rys. 2. Aktywno$¢ lakazy natywnej w czasie procesu utleniania anizydyny o st¢zeniu
0,2 mM w buforze (o) lub w buforze zawierajacym 10% 2-propanol i 0,2 mM ANI
(®@). Procesy kontrolne: aktywno$¢ podczas przetrzymywania w buforze (A) i w bu-
forze zawierajacym 10% 2-propanol (A)
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kie postgpowanie umozliwiato utrzymywanie w roztworze reakcyjnym
duzych ilosci produktow w formie rodnikowe;.

Analiza uzyskanych wynikow potwierdzita stabilizujacy wplyw
2-propanolu na reaktywno$¢ lakazy w obecnosci produktéw; po 12 h
reakcji enzym zachowal koto 10% aktywnosci poczatkowej, natomiast
podczas reakcji w buforze lakaza ulegta catkowitej inaktywacji juz w
5 h procesu. Zauwazono réwniez, ze w warunkach otwartego reaktora
mieszalnikowego spadek stezenia tlenu nie byt na tyle duzy, aby limi-
towat szybko$¢ reakcji.

Utlenianie anizydyny z udziatem lakazy immobilizowanej

W dalszej kolejnosci wykonano serig procesow z wykorzystaniem
enzymu immobilizowanego na 3 r6znych nosnikach (Rys. 3). Podczas
prowadzonych procesd6w monitorowano st¢zenie tlenu i najszybszy
jego spadek uzyskano dla preparatu z nosnikiem akrylowym w 1 h pro-
cesu, po czym st¢zenie wzrastato bardzo powoli (dane nieprezentowa-
ne). Kolejne porcje substratu dodawano zatem co 2 h, a nastgpnie co
4+10 h, stosownie do utraty aktywnosci. Natomiast w celu testowania
stabilno$ci enzymu, z reaktora pobierano probke nosnika, intensywnie
odmywano buforem do zaniku charakterystycznego czerwonego zabar-
wienia, po czym oznaczano aktywnosc.
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Rys. 3. Aktywnos¢ lakazy immobilizowanej na no$niku A (A), Z (B) i G (C) w czasie

procesu utleniania anizydyny o st¢zeniu 0,2 mM w buforze (o) lub w buforze zawie-

rajacym 10% 2-propanol i 0,2 mM ANI (@). Procesy kontrolne: aktywnos$¢ podczas
przetrzymywania w buforze (A ) i w buforze zawierajacym 10% 2-propanol (A)

Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze o ile enzym na-
tywny po 5 h reakcji z ANI utracit aktywnosé, to po immobilizacji i przy
ciaglej obecnosci produktéw reakcji zanotowano 20% poczatkowej
szybkosci reakcji po 25 h (G), 55 h (Z) i po 100 h (A). Natomiast do-
datek 2-propanolu wydtuzyt funkcjonowanie enzymu natywnego ponad
dwukrotnie (12-13 h), a w przypadku preparatéw immobilizowanych
nie miat wptywu (Z) lub wywotywat dodatkowa stabilizacjg (G; z 25 do
40 h) albo stabilizowat bardzo wyraznie (A; po 100 h reakcji zachowato
si¢ okoto 60% aktywnosci poczatkowe;j).

Dotychczasowe badania miaty za zadanie dobranie takich warunkow
reakcji, w ktorych lakaza zachowuje stabilnos¢ w obecnosci rodniko-
wych produktow reakcji. Jednak odmywanie no$nika z wytraconych
produktow reakcji nie odzwierciedla probleméw zwiazanych z kataliza
heterogeniczna, a przede wszystkim z ewentualng sorpcja produktow
na nosnikach. Wykonane zdjgcia mikroskopowe dla najlepszego uktadu
z nosnikiem akrylowym (Rys. 4) wykazaly, ze w reakcji prowadzone;j

Rys. 4. Zdjgcia mikroskopowe nosnika akrylowego po immobilizacji (A), po reakcji z ANI
w buforze (B) oraz po reakcji z ANI w buforze z dodatkiem 10% 2-propanolu (C)

w buforze na powierzchni nosnika wytracity si¢ duze ilosci produktow,
tworzac 1$niaca 1 wzglednie jednolita powloke, przy nieznacznej ich
ilosci w roztworze zewngtrznym. Z kolei powierzchnia no$nika, pocho-
dzacego z mieszaniny reakcyjnej, zawierajacej dodatkowo propanol,
zmienita kolor, natomiast aglomeraty produktow znajdowaly si¢ gtow-
nie w roztworze zewngtrznym.

Podsumowanie i wnioski

Glownym celem badan byt dobor takiego rodzaju ko-rozpuszczalnika
ijego stgzenia, aby uzyskaé zwigkszong stabilno$¢ enzymu natywnego
w obecnos$ci rodnikowych produktow reakcji utleniania ANI. Wstepne
testy wykazaly, ze 2-propanol w stezeniu 10% nie wywoluje istotnie
zwigkszonej inaktywacji enzymu i zostal wykorzystany do dalszych
badan.

Stabilizujace dziatanie 2-propanolu na lakazg natywna potwierdzono,
gdyz w poréwnaniu z procesem bez ko-rozpuszczalnika, czas funkcjo-
nowania enzymu wydtuzyt si¢ ponad dwukrotnie; do 12 h.

Celem dodatkowego zwigkszenia stabilnosci lakazy, w procesach
zastosowano rowniez 3 preparaty z enzymem zwiazanym kowalencyj-
nie, co wydhluzylo czas dziatania enzymu do 40 h (G), 80 h (Z) i ponad
100 h (A). We wszystkich przypadkach zaobserwowano sorpcj¢ utle-
nionych produktéw na powierzchni nosnikéw, przy czym jej nasilenie
zalezato od rodzaju matrycy: G>Z>A. Polaczenie powyzszych infor-
macji pozwala wyciagna¢ wniosek, ze utrata obserwowanej reaktywno-
$ci w znacznym stopniu bylta spowodowana ograniczong dostgpnoscia
substratu do enzymu, wynikajaca z sorpcji produktow na granicy faz
ciecz/ciato state. Wykonane zdjgcia mikroskopowe w petni potwierdzi-
ty wizualne obserwacje.

Dodanie do mieszanin reakcyjnych 10% 2-propanolu miato dodat-
kowo ograniczy¢ sorpcj¢ produktéw. Takie zjawisko zaobserwowano
wylacznie w uktadzie z nosnikiem A. Mozna zatem, dobierajac matryce
do immobilizacji oraz przez dodanie odpowiedniego ko-rozpuszczalni-
ka, zwigkszy¢ stabilno$¢ operacyjna lakazy, jednoczesnie ograniczajac
wytracanie si¢ produktow na granicy faz ciecz-ciato state.
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