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Kinetyka inaktywacji lakazy w obecnosci rozpuszczalnikéw organicznych
mieszajacych sie z woda

Wstep

Enzymy, specyficzne katalizatory biatkowe, wyewoluowaty w $ro-
dowisku wodnym, co jest jednoznaczne z ich niska stabilnoscia konfor-
macyjna w obecnosci rozpuszczalnikow organicznych mieszajacych si¢
i nie mieszajacych si¢ z woda. Stanowi to duze ograniczenie w stosowa-
niu biatek w biokatalizie przemystowej, ktora jest silnie ukierunkowana
na chemoenzymatyczng syntez¢ zwiazkow trudno rozpuszczalnych lub
niestabilnych w wodzie.

W katalizie enzymatycznej wyrdznia sig 3 podstawowe systemy
z rozpuszczalnikami organicznymi: (1) woda-rozpuszczalnik nie mie-
szajacy si¢ z woda; (2) woda-rozpuszczalnik mieszajacy si¢ z woda;
(3) rozpuszczalniki organiczne z kontrolowana zawartos$cia wody i (4)
odwrocone micele [[Iber i Ananthanarayan, 2008, Gupta, 1992]. Du-
zym zainteresowaniem cieszg si¢ uktady woda-rozpuszczalnik miesza-
jacy si¢ z woda, gdyz w systemie jednofazowym nie wystgpuja opory
dyfuzyjne. Obecno$¢ w mieszaninie reakcyjnej odpowiednio dobranego
rozpuszczalnika organicznego i w odpowiednim st¢zeniu, moze znacz-
nie zwigkszy¢ rozpuszczalno$¢ substratu, hamowa¢ inhibicj¢ substra-
tem/produktem oraz stabilizowa¢ enzym. Dodatki te moga réwniez
stabilizowac posrednie produkty reakcji [Seulek i Chaudhuri, 1999;
Rodakiewicz-Nowak i Jarosz-Wilkotazka, 2007]. W ostatnich latach
szczegblnie duzo badan dotyczylo oksydoreduktaz przeksztatcajacych
zwiazki fenolowe w mieszaninach woda-rozpuszczalnik organiczny
mieszajacy si¢ z woda. Szczegdlna uwagg zwraca si¢ na lakazy, ktore
nie wymagaja stosowania kofaktorow. Potencjalne zastosowania lakaz
obejmuje: oczyszczanie wod, remediacjg¢ gruntéw, obrobke pulpy pa-
pierniczej, solubilizacje wegla, degradacje polimerow i ksenobiotykow,
konstrukcj¢ biosensordw, a takze procesy syntezy chemoenzymatycznej
czy oksydatywnej polimeryzacji [Rodakiewicz-Nowak i Jarosz-Wilko-
tazka, 2007; Riva, 2006]. Jednakze wigkszo$¢ substratow jest trudno
rozpuszczalna w wodzie, a powstajace rodnikowe produkty reakcji
zmniejszaja stabilnos¢ enzymu, co powoduje duze zainteresowanie ba-
daniami nad wptywem rozpuszczalnikow mieszajacych si¢ z woda na
aktywno$¢ enzymatyczna, podczas gdy badania stabilno$ci enzymu sa
rzadziej prezentowane. Dlatego celem niniejszych badan bylo zbadanie
wplywu wybranych rozpuszczalnikow organicznych mieszajacych si¢
z woda na stabilno$¢ lakazy oraz dobranie modelu matematycznego,
odpowiedniego do formalizacji obserwowanych spadkéw aktywnosci
w czasie, co umozliwia dalsze obliczenia przy ograniczonej liczbie ko-
niecznych do wykonania eksperymentow.

Materialy i metody

W badaniach wykorzystano lakazg produkowana przez Cerrena uni-
color (Bull.ex.Fr.) Murr, No 139. Szczep otrzymano z Wydziatu Bioche-
mii Uniwersytetu w Lublinie. Enzym, produkowany zewnatrzkomor-
kowo, byt wstepnie oczyszczony technikami membranowymi, zgodnie
z metodyka opisang uprzednio [Bryjak J. i Rekuc, 2010]. W badaniach
wykorzystano 2-propanol (PROP), acetonitryl (ACN), dimetyloforma-
mid (DMF) oraz etanol (EtOH). Aktywnos$¢ enzymu oznaczano w obec-
nosci 0,4 mM soli sodowej 2,2’-azino-bis(3-etylobenzotiazo-lino-6-
sulfonianu) zgodnie z metodyka opisana uprzednio [Bryjak i Rekud,
2010]. Za 1 jednostke aktywnosci (U) przyjeto taka ilo§¢ enzymu, ktora
w warunkach reakcji (0,1 M bufor fosforanowo-cytrynianowy, pH 5,2,
30°C) powoduje przyrost absorbancji w 420 nm o 1,0 w czasie 1 min.

Badania stabilno$ci enzymu prowadzono w mieszalnikowym (150
rpm), termostatowanym (30°C) reaktorze okresowym, do ktoérego wpro-
wadzono 50 mL 0,1 M buforu fosforanowo-cytrynianowego o pH 5.3,
zawierajacego od 0,0 do 80,0% PROP, EtOH, ACN lub DMF. Po prein-
kubacji do reaktora wprowadzano 100 pL skoncentrowanego roztworu
enzymu, pobierano pierwsza probke do analiz i pozostawiano w 0-4°C
do czasu wykonania analiz. Pozostale probki byly pobierane w interwa-
tach czasowych dostosowanych do szybkosci spadku aktywnosci. Ze
wzgledu na mozliwo$¢ wzrostu mikroorganizmow, prowadzone proce-
sy przerywano po 4872 godzinach.

W obliczeniach zastosowano pakiet Matlab. Do estymacji para-
metrow wykorzystano funkcje Ininfit z algorytmem Levenberga-
Marquardta.

Wyniki i dyskusja wynikow

Badania inaktywacji lakazy

Badania inaktywacji lakazy objety 4 rozpuszczalniki organiczne, mie-
szajace si¢ z woda (EtOH, PROP, ACN, DMF), o réznych stgzeniach.
Przyktadowe wyniki, otrzymane dla ACN, zamieszczono na rys. 1.
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Rys. 1. Wykres potrogarytmiczny zmian aktywnosci lakazy w czasie inkubacji enzymu
w buforze (linia ciagta) oraz w buforze zawierajacym 10 (A), 20 (@), 30 (H) i 60%
(®) acetonitrylu. Oznaczenia: A — aktywno$¢ w czasie; Ao — aktywno$¢ poczatkowa

Na podstawie wykresow, wykonanych réwniez dla pozostatych trzech
rozpuszczalnikow, stwierdzono, ze w wigkszosci przypadkow inakty-
wacja ma charakter dwufazowy, podobnie jak dla przyktadowych serii
pomiarowych, zamieszczonych na rys.1. Jest to zgodne z wczesniej-
szym doniesieniem [Michniewicz i inni, 2006], w ktérym wykazano,
ze badana lakaza jest produkowana w dwoch formach izoenzymatycz-
nych, ktore roznia si¢ wlasciwosciami kinetycznymi oraz stabilno$cia
termiczna. Poza tym we wszystkich badanych uktadach, zawierajacych
0, 5 1 10% rozpuszczalnika organicznego, zaobserwowano zblizona
i powolna dynamike spadku aktywnosci.

Poniewaz w doborze modelu matematycznego istotna rolg moze od-
grywa¢ blad analityczny, dlatego na wstgpie obliczono blad wzgledny
dla poszczegdlnych punktow pomiarowych, wykorzystujac 4 serie kon-
trolne (brak rozpuszczalnika organicznego). Za rzeczywista warto$¢ ak-
tywnosci dla danego czasu przyjmowano $rednia arytmetyczna, a btad
wzgledny (8) obliczono ze wzoru (1):

& =[“=4[ 100% (1)
gdzie:

a,a —znormalizowana (A/Ao) aktywno$§¢ enzymu i $rednia
arytmetyczna.
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Z przyktadowych danych, zamieszczonych w tab. 1, wynika, ze mak- Z (a5 = g™
symalny btad wzglgdny wynosi mniej niz 2,5%, co oznacza, ze dane == (6)

eksperymentalne moga postuzy¢ do wyjasnienia mechanizmu inakty-
wacji lakazy w obecnosci rozpuszczalnikéw organicznych.

Tab. 1. Przyktadowe wartosci bledu wzglgdnego pomiarow wykonanych dla reakcji
kontrolnych, niezawierajacych rozpuszczalnikow organicznych

Seria 1 2 3 4
85 min [%0] 0,51 1,43 0,73 0,19
830 min [%0] 1,62 0,30 0,96 0,96
860 min [%0] 1,35 0,40 0,90 0,05
8150 min [%0] 0,88 0,65 1,81 2,04
8480 min [%0] 0,09 0,80 1,37 2,26

Dobér modelu matematycznego

Inaktywacja enzymow jest procesem bedacym wypadkowa wielu
réznych procesoéw jednostkowych, zachodzacych w roztworze. W prak-
tyce stosuje si¢ uproszczenie zaktadajace reakcj¢ chemiczna, w ktorej
substratem sa aktywne czasteczki enzymu (E), a produktem koncowym
enzym nieodwracalnie zdenaturowany (nieaktywny, /) lub czg¢§ciowo
aktywny (E). Opierajac si¢ o wstgpna analiz¢ danych wybrano 4 praw-
dopodobne modele o réznej ztozonosci (Tab. 2). Poniewaz wszystkie
réwnania rozniczkowe dla przedstawionych modeli sa znane [ Polakovic
i Vrabel, 1996), ponizej przedstawiono jedynie koncowe rdwnania, po-
zwalajace przewidzie¢ przebiegi inaktywacji enzyméw zgodnych z ki-
netyka reakcji I-rzgdowej — rownanie (2), kinetyka zaktadajaca mecha-
nizm seryjny — rownanie (3) lub izoenzymatyczny prosty — rownanie
(4) oraz mechanizm izoenzymatyczny, w ktérym jedna z izoform traci
aktywno$¢ zgodnie z modelem seryjnym (5):

a(t)=e™ 2)
a(t) = (—k']i 3 % + l)efk’ - —k,lf i %e’k’ 3)
a(t) = by (1 - bye*' @)

v
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Tab. 2. Przyktadowe wartosci biedu wzglgdnego pomiarow wykonanych dla reakcji
kontrolnych, niezawierajacych rozpuszczalnikow organicznych

1>e—1qt _ ka Yl e—k’.t

+(1- bl)e_kzt ®)

B pomiarow ~ Mparametrow
oraz wartosci obliczone testem statystycznym F (rown. 7) przy przyje-
tym poziomie istotnosci 0,05:

2
F= SModel (7)

)
S Rzeczywista

Dla danego poziomu istotno$ci oraz liczby stopni swobody modelu
i liczby stopni swobody wariancji rzeczywistej, z odpowiednich tablic
[NIST/SEMATECH, 2012] odczytano wartosci krytyczne testu F (Fy,,,),
ktére réwniez zamieszczono w tab. 3.
Tab. 3. Wartosci parametréw modeli inaktywacji wyznaczonych z poszczegélnych

serii pomiarowych , wykonanych w obecnosci roznych stezen acetonitrylu, oraz war-
tosci wariancji S, parametru F oraz wartodci krytyczne testu F (F, vt

Model | Stata 0% ACN 10% ACN 30%ACN | 60% ACN
k 3,884,457 | 3,0743,76° | 3,247+4,94™ | 3.23748,61°
X s’ 1,197 2,417 4,997 8,537
F 9,96 20,1 41,6 71,1
Fioe 4,62 4,57 4,56 4,64
k 3,415,787 | 3,557+2,457 | 8,51°+2,037 | 8,207+1,07°
k 5827442617 | 1,98"+4,18° | 1,03°+2,817* | 5,35°+1,107
5 vy | 9.88'+1,18" | 8,028,647 | 3,958,367 | 3,11743,847
s’ 4,76 3,33 520" 2,23
F 3,96 2,77 434 1,85
Fiy, 4,66 459 4,59 4,68
k 3,8848,19 | 1,98"+4,187 | 1,03°+2,81" | 5357+1,107
k 3,881,657 | 3,55742,457 | 8,51°42,03° | 8,207+1,07>
; b, 6,58"'+1,03° | 8,49"46,847 | 4,50"49,657 | 3,337+4,267
N 1,387 333 520" 223"
F 11,49 2,77 434 1,85
Fin 4,66 4,59 4,59 4,68
k 3,66*1,63" | 5927'+4,78 | 1,907+1,777 | 1,06"+3,557
k) 2,50°43,227" | 5,747+4,81 | 3,25%41,037 | 2,247+2,67
k, 1,19°+5,83" | 1,557+2,627 | 3,23742,59° | 3,22°+2,80°
. i 1,48+1,18" | 2,39+2,18° | 4,267'+6,21" | 2,89"+1,27"
b, 1,83"+1,37* | 59174745 | 3,77'+1,89" | 7,94"+1,64"
s 5,59 2,79 3317 5,59
F 4,66 2,32 2,76 0,89
Flye 4,70 4,62 4,62 4,74

Model
Model 1 reakcji I rzgdu — 1 parametr

Parametry

k — stata szybkosci inaktywacji
E—51

k, k’ — stale szybkosci inaktywacji
v’ Iy — stosunek wspotezynnikow
aktywnosci formy wyjsciowej

i posredniej enzymu

Model 2 seryjny — 3 parametry
o LAY

ky, k, — state szybkosci inaktywacji

b, — udziat aktywnosci labilnej izoformy
E, w catkowitej poczatkowej aktywno-
$ci preparatu

Model 3 izoenzymatyczny
— 3 parametry

E—f sl Bt

ky, k’,, k, — stale szybkosci inaktywacji
v’ 1/, — stosunek wspotezynnikdw
aktywnosci formy wyjsciowej

i posredniej izoformy E,

b, —udzial aktywnosci labilnej izoformy
E, w catkowitej poczatkowej aktywno-
$ci preparatu

Model 4 izoenzymatyczny
— 5 parametrow

E—t R Ly

E,— 1

Wykorzystujac dane do§wiadczalne wyznaczono parametry kazdego
z modeli oraz ich standardowe odchylenie stosujac regresje nieliniowa.
Poniewaz dysponowano danymi dla 4 wspétrozpuszczalnikow, w ni-
niejszej pracy przedstawiono jedynie wyniki otrzymane dla acetonitrylu
(Tab. 3). W tabeli zamieszczono rowniez wartosci wariancji §°, obliczo-
ne zgodnie ze wzorem (6):

Zastosowano 3 kryteria wyboru modelu matematycznego: sprawdza-

no doktadnos¢ odwzorowania punktow doswiadczalnych oraz porow-
nywano warto$ci wariancji i odchylen standardowych, obnizajacych
si¢ w miar¢ wzrostu komplikacji modelu. Natomiast test statystyczny
F pozwalal weryfikowa¢ modele z wykorzystaniem wariancji. W tescie
wylicza si¢ stosunek wariancji uzyskanej dla modelu do rzeczywistej
wariancji, wyznaczonej na podstawie kilku powtdérzonych pomiarow.
Jezeli warto$¢ I byta mniejsza od warto$ci krytycznej Fy,,,, model uzna-
wano za statystycznie akceptowalny.

W niniejszej publikacji zamieszczono jedynie wybrane wyniki,
otrzymane podczas do$wiadczen z acetonitrylem, gdyz uznano je z jed-
nej strony za reprezentatywne, a z drugiej strony za najbardziej skom-
plikowane. Znaczace podobienstwa zaobserwowano przede wszystkim
podczas analizy krzywych modelowych (wybrane przyktady na rys. 2)
oraz wynikoéw testow F. Przede wszystkim stwierdzono, ze model za-
ktadajacy utratg aktywnos$ci zgodnie z kinetyka I rzgdu nieprawidtowo
przybliza przebieg eksperymentdéw, co dodatkowo potwierdzaja naj-
wyzsze warto$ci wariancji. Z kolei model 4, 5-parametrowy, prawidto-
wo odzwierciedlal wszystkie procesy, jednak odchylenia standardowe
wyznaczonych parametrow w wigkszosci przypadkow byly wyzsze
od warto$ci wyznaczonych. Natomiast krzywe modelowe z rownan
3-parametrowych byly identyczne lub zblizone (Rys. 2). Wybor po-
migdzy tymi modelami oparto o pordwnanie wartosci y'/y i b, ktore
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Rys. 2. Wzgledne zmiany aktywnosci lakazy w czasie inkubacji enzymu w buforze

zawierajacym 10 (H), 30 (A) i 60% (@) acetonitrylu. Przebiegi modelowe wyliczo-

no z rownania (2) (linia ciagta), rownania (3) (linia przerywana), rownania (4) (linia

kropkowana) i réwnania (5) (linia cieniowana) z wykorzystaniem warto$ci parame-
trow zamieszczonych w tab. 3
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Rys. 3. Wartosci wyznaczonych parametrow k (a), £’ (b) i v’/y (c) dla modelu seryj-
nego dla lakazy w buforze zawierajacym rozne stezenia ACN (A), DMF (@), EtOH
(A)iPROP (O)

powinny male¢ ze wzrostem stgzenia rozpuszczalnika organicznego w
modelu seryjnym i pozostawa¢ niezmienne w modelu izoenzymatycz-
nym. W efekcie wybrano model seryjny, ktory byt wystarczajacy do
modelowania wszystkich przebiegéw inaktywacji w obecnosci wszyst-
kich zastosowanych stezen rozpuszczalnikow organicznych. Ostateczna
weryfikacja poczynionych zalozen byta analiza zmian wartosci wyzna-
czonych parametrow w zalezno$ci od zmian stgzen rozpuszczalnikow
organicznych (Rys. 3).

Otrzymane wyniki wykazaly, ze obecnosé¢ rozpuszczalnikéw orga-
nicznych nie wywotuje zmiany mechanizmu inaktywacji, natomiast
szybkos$¢ utraty aktywnosci silnie zalezy od zastosowanego rozpusz-
czalnika. Najsilniejszym destabilizatorem badanego enzymu w wyz-
szych stezeniach jest EtOH, ktory jednocze$nie jest jedynym rozpusz-
czalnikiem, ktory jest zachowawczy dla enzymu w stgzeniu 20%. Z ko-

lei ACN wywotywal stabilizacjg enzymu do stgzenia 10%, powyzej
ktérego dochodzito do systematycznego obnizenia aktywnosci. Nato-
miast wszystkie rozpuszczalniki organiczne mozna stosowac jako ko-
rozpuszczalniki do stgzenia 10% bez zmniejszenia stabilno$ci biatka.

Whioski

W badaniach nad stabilnoscia lakazy w obecnos$ci rozpuszczalnikow
organicznych mieszajacych si¢ z woda wykorzystano ACN, 2-PROP,
DMF i EtOH w stgzeniach od 0 do 60% objgtosciowych. Pomiary ak-
tywnos$ci w czasie prowadzono przez 3 dni, nastgpnie dobrano model
matematyczny, pozwalajacy prawidtowo odwzorowa¢ przebieg inakty-
wacji w pelnym zakresie stgzen wszystkich rozpuszczalnikow.

Wykazano, ze wymagania te spetnia model seryjny i zgodnie z nim
wyznaczono wartosci 3 parametrow. Ostateczng weryfikacja poprawno-
$ci zatozen bylo wykreslenie zalezno$ci warto$ci parametrow od stgze-
nia poszczeg6dlnych rozpuszczalnikow. Poniewaz nie zaobserwowano
przypadkowego rozrzutu wyliczonych warto$ci, mozna przyjac je jako
prawidlowe.

Analiza otrzymanych wynikoéw wykazata, ze state k i k1 modelu in-
aktywacji lakazy ulegaja niewielkim zmianom do 30% stgzenia wszyst-
kich badanych rozpuszczalnikéw. Natomiast wyzsze stgzenia rozpusz-
czalnikow wywotuja wzrost szybkos$ci inaktywacji, szczegdlnie duza
w obecnosci etanolu. Natomiast ograniczenie stosowania rozpuszczal-
nikéw do 10% objgtosciowych wynika ze stopniowo zmniejszajacej
si¢ aktywnosci frakcji posredniej enzymu (E£°). Wskazuje to na szybki
proces czgsciowego rozfatdowania si¢ struktury konformacyjnej biatka
w obecnosci rozpuszczalnika z jednoczesnym obnizeniem aktywnosci
i wzrostem udziatu tej frakcji w ogdlnej puli enzymu. Nalezy przypusz-
czaé, ze techniki zwigkszajace stabilno$¢ konformacyjna lakazy, np.
poprzez immobilizacje, pozwola zwigkszy¢ tolerancje tego bialka na
obecno$¢ rozpuszcezalnikow organicznych mieszajacych si¢ z woda.
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