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Stabilnoœæ lakazy w obecnoœci cieczy jonowych

Wstêp

Ciecze jonowe s¹ zwykle definiowane jako zwi¹zki z³o¿one
wy³¹cznie z jonów i które s¹ w stanie ciek³ym w temperatu-
rach poni¿ej temperatury wrzenia wody. Gwa³townie rosn¹ce
zainteresowanie tymi zwi¹zkami, okreœlanymi jako zaawan-
sowane zielone rozpuszczalniki przysz³oœci [1], wynika przede
wszystkim z bardzo ma³ej prê¿noœci par, niepalnoœci, du¿ej
stabilnoœci termicznej i elektrochemicznej oraz zdolnoœci do
rozpuszczania szerokiej gamy zwi¹zków organicznych i nie-
organicznych, nierozpuszczalnych w wodzie. Szczególnie
atrakcyjna jest mo¿liwoœæ sterowania w³aœciwoœciami fizyko-
chemicznymi cieczy jonowych poprzez dobór budowy kationu
i anionu, co nadaje im nazwê projektowane rozpuszczalniki,
a liczbê mo¿liwych kombinacji kation-anion szacuje siê na
1018.

Pierwsze doniesienia, dotycz¹ce zastosowania cieczy jono-
wych w biokatalizie, pojawi³y siê w 2000 roku [1]. Rosn¹ce za-
interesowanie aktywnoœci¹ i stabilnoœci¹ enzymów w obecno-
œci cieczy jonowych, jako rozpuszczalników lub wspó³rozpusz-
czalników, zosta³o podsumowane w pracach przegl¹dowych
[1, 2]. Wiêkszoœæ badañ dotyczy lipaz, podczas gdy dane o sta-
bilnoœci proteaz i peroksydaz s¹ nieliczne. Natomiast spora-
dycznie badania dotycz¹ lakaz [3], mimo ¿e ich substraty s¹
s³abo rozpuszczalne w wodzie. Lakazy nale¿¹ do oksydore-
duktaz o szerokiej specyficznoœci substratowej, prowadz¹ce
biotransformacje zwi¹zków fenolowych o du¿ym potencjal-
nym znaczeniu w przemyœle chemicznym, farmaceutycznym
i spo¿ywczym. Niska rozpuszczalnoœæ substratów w wodzie
wymusza stosowanie wspó³rozpuszczalników organicznych,
co zwykle wywo³uje szybk¹ inaktywacjê enzymu. Celem ni-
niejszej pracy jest zbadanie stabilnoœci lakazy w obecnoœci
trzech wybranych imidazoliowych cieczy jonowych o ró¿nym
stê¿eniu i oszacowanie mo¿liwoœci ich wykorzystania w bio-
transformacjach zwi¹zków fenolowych.

Materia³y i metody

Tetrafluoroboran 1-butylo-3-metyloimidazoliowy [bmim]
[BF4] zakupiono we Fluka. Bromek 1-butylo-3-metyloimida-
zoliowy [bmim][Br] i bromek 1-dodecylo-3-metylo-imidazolio-
wy [C12mim][Br] otrzymano przez ogrzewanie we wrz¹cym
izopropanolu równomolowych iloœci odpowiedniego bromku
alkilowego i metyloimidazolu. Po 48–72 h odparowano roz-
puszczalnik, pozosta³oœæ rozpuszczano w acetonie i dodawano
n-heksan do wydzielenia warstwy cieczy jonowej. Po dekanta-
cji rozpuszczalnika, czynnoœæ powtórzono czterokrotnie, a na-
stêpnie odparowano rozpuszczalniki; pozosta³oœæ suszono
przez 48 h pod zmniejszonym ciœnieniem (2hPa/55�C). Czys-
toœæ otrzymanych cieczy jonowych potwierdzono metod¹
spektroskopii magnetycznego rezonansu j¹drowego 1H i 13C
NMR (roztwory w D2O).

Do badañ wykorzystano lakazê otrzymywan¹ ze szczepu
Cerrena unicolor (Bull.ex.Fr.) Murr, No 139, z kolekcji kultur
Wydzia³u Biochemii Uniwersytetu Lubelskiego. Sk³ad po¿yw-
ki i metody izolacji enzymu opisano uprzednio [4]. Aktywnoœæ
lakazy oznaczano kinetycznie w 30�C, stosuj¹c syringaldazy-
nê, jako substrat. Celem zbadania wp³ywu stê¿enia cieczy jo-
nowych na aktywnoœæ i stabilnoœæ lakazy, zbuforowane (pH
5,2) roztwory cieczy jonowych o stê¿eniach od 5 do 91%, pre-
inkubowano w 30�C, po czym dodawano roztwór enzymu, in-
tensywnie mieszano i wykonywano pomiar aktywnoœci. W ba-
daniach stabilnoœci, próbki pobierano w ró¿nych interwa³ach
czasowych i oznaczano aktywnoœæ. Parametry kinetyczne re-
akcji inaktywacji wyznaczono metod¹ regresji nieliniowej
(OriginPro 7.5).

Wyniki i ich omówienie

W badaniach zastosowano trzy ciecze jonowe, [bmim][Br],
[C12mim][Br] oraz [bmim][BF4], które wstêpnie zrównowa-
¿ono buforem do pH 5,2, a nastêpnie zbadano wp³yw ró¿nych
stê¿eñ cieczy jonowych na aktywnoœæ lakazy (Rys. 1).

Wykazano, ¿e [bmim][Br], w stê¿eniach powy¿ej 60%, po-
woduje ca³kowit¹ utratê aktywnoœci enzymu, natomiast
w przypadku [C12mim][Br], ograniczeniem w doborze stê¿e-
nia cieczy jonowej by³a zbyt du¿a lepkoœæ roztworu. Mo¿na
zatem stwierdziæ, ¿e w przypadku obu hydrofilowych cieczy
jonowych, dynamika spadku aktywnoœci lakazy ze wzrostem
stê¿enia cieczy do 40% by³a zbli¿ona. W badaniach wykorzy-
stano równie¿ hydrofobowy preparat handlowy [bmim][BF4],
który pozwala³ zachowaæ istotnie wy¿sze aktywnoœci w roz-
tworach o stê¿eniach 63 i 90%, co mo¿e byæ wynikiem faktu
ograniczonej mieszalnoœci cieczy jonowej z wod¹ oraz tworze-
niem emulsji w obecnoœci bia³ka.

Dynamikê spadku aktywnoœci enzymatycznej w czasie
2 dni zbadano dla kilku wybranych stê¿eñ cieczy jonowych
(Rys. 2). Otrzymane wyniki ponownie wskaza³y na nisk¹ sta-
bilnoœæ lakazy w bardziej hydrofilowej cieczy jonowej
[bmim][Br], w której ju¿ przy stê¿eniu 9% inaktywacja by³a
zbli¿ona do obserwowanej dla stê¿enia 37%. Zastosowanie
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Rys. 1. Wp³yw stê¿enia [bmim][Br] (�), [C12mim][Br] (�) oraz
[bmim][BF4] (0) na aktywnoœæ pocz¹tkow¹ lakazy
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cieczy bardziej hydrofobowej –
[C12mim][Br] – ograniczy³o szybkoœæ
inaktywacji w obecnoœci ni¿szych stê-
¿eñ cieczy, jakkolwiek ewidentnym
wskazaniem do stosowania cieczy jo-
nowej w biotransformacjach z lakaz¹,
jest wykorzystanie hydrofobowej cie-
czy jonowej [bmim][BF4]. Ciecz ta two-
rzy z wod¹ uk³ady dwufazowe, prze-
chodz¹ce w emulsje po dodaniu bia³ka
enzymatycznego.

Analiza wyników, przedstawionych
na rys. 2, wykaza³a, ¿e dynamika
zmian aktywnoœci lakazy jest jakoœcio-
wo ró¿na dla 3 ró¿nych cieczy jono-
wych. Celem weryfikacji tej hipotezy,
wyznaczono parametry reakcji inakty-
wacji enzymu. W doborze modelu kie-
rowano siê informacj¹, ¿e lakaza z C. unicolor jest produko-
wana w formie izoenzymów, ró¿ni¹cych siê m.in. stabilnoœ-
ci¹ termiczn¹ (forma labilna i stabilna) [5]. Zatem, za³o¿ono

model, w którym ka¿da z izoform ulega nieodwracalnej inak-
tywacji zgodnie z kinetyk¹ reakcji I-rzêdu. W tym przypadku,
obok 2 sta³ych szybkoœci inaktywacji k1 i k2, nale¿y wyzna-
czyæ udzia³ formy labilnej w puli enzymu (A). Wartoœci
sta³ych wyznaczono metod¹ regresji nieliniowej z równania
(1)

at = a0 [A exp(–k1t) + (1 – A)exp(–k2 t)] (1)

gdzie:
a – aktywnoœæ pocz¹tkowa (a0) lub w czasie t (at);
k – sta³a szybkoœci inaktywacji formy labilnej (k1)

i stabilnej (k2);
i zamieszczono w tablicy 1.

Analiza danych potwierdzi³a zró¿nicowany wp³yw zastoso-
wanych cieczy jonowych na szybkoœæ inaktywacji lakazy. Sto-
suj¹c [bmim][Br], obserwuje siê zwiêkszenie udzia³u frakcji
labilnej enzymu, przy zmniejszonej sta³ej szybkoœci inakty-
wacji tej frakcji, a przede wszystkim wyraŸny wp³yw tej cie-
czy jonowej na wzrost szybkoœci inaktywacji frakcji stabilnej,
decyduj¹cej o stabilnoœci enzymu w procesach d³ugotermino-
wych. Dodatek bardziej hydrofobowej cieczy – [C12mim][Br] –
przede wszystkim powoduje du¿y spadek zawartoœci frakcji
labilnej i jej szybsz¹ inaktywacjê, przy niewielkim wp³ywie
na szybkoœæ inaktywacji frakcji stabilnej. Natomiast oblicze-
nia dla silnie hydrofobowej cieczy jonowej, niemieszaj¹cej siê
z wod¹ – [bmim][BF4] – da³y zaskakuj¹ce wyniki. Do stê¿enia
63% obserwuje siê du¿y wzrost frakcji labilnej, przy niewiel-
kich zmianach w szybkoœci inaktywacji tej frakcji oraz frakcjê
stabiln¹ z praktycznie sta³¹ i bardzo nisk¹ szybkoœci¹ inakty-
wacji. Jedynie stê¿enie 90% pozwala³o uzyskaæ typow¹ dla la-
kazy dynamikê spadku aktywnoœci.

Na podstawie przeprowadzonych badañ mo¿na stwierdziæ,
¿e lakaza jest enzymem dobrze toleruj¹cym kontakt z hydro-
fobow¹ ciecz¹ jonow¹ [bmim][BF4] i ¿e do oko³o 10% zawar-
toœci tej cieczy w roztworze nie powinno siê obserwowaæ zwiê-
kszonego spadku aktywnoœci enzymu.
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Rys. 2. Wp³yw stê¿enia [bmim][Br] (a), [C12mim][Br] (b) oraz
[bmim][BF4] (c) na stabilnoœæ lakazy w 30�C. Stê¿enia cieczy jono-
wych: (�) – 0%; (o) – 4%; (�) – 9%; (Ä) – 15%; (�) – 27%; (�) – 37%; (�) –

63%; (�) – 90%

Tablica 1
Wartoœci parametrów reakcji inaktywacji lakazy w obecnoœci cieczy jonowych

o ró¿nych stê¿eniach

Ciecz jonowa
Stê¿enie cieczy

jonowej, [%]
A,
[–]

k1,
[1/min]

k2,
[1/min]

enzym natywny 0 0,290�0,009 0,0943�0,0189 0,00014�0,00002

[bmim][Br]
9

36

0,411�0,013

0,355�0,009

0,0296�0,0028

0,0371�0,0025

0,00060�0,00004

0,00128�0,00004

[C12mim][Br]

4

15

27

38

0,045�0,017

0,106�0,010

0,174�0,012

0,175�0,012

0,0231�0,0231

0,1990�0,1526

0,1796�0,0633

0,4023�0,3195

0,00070�0,00003

0,00083�0,00003

0,00136�0,00006

0,00142�0,00006

[bmim][BF4].

9

36

63

90

0,451�0,009

0,813�0,022

1,012�0,053

0,382�0,011

0,0014�0,0001

0,0014�0,0001

0,0025�0,0003

0,1311�0,0152

10-7

10-7

10-7

0,00227�0,00009

a)

b)

c)
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