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Stabilnos¢ operacyjna immobilizowanej lakazy w obecnosci aminofenolu

Wstep

Opracowanie skutecznych metod stabilizacji enzymow w warun-
kach procesowych jest konieczne dla ich skutecznego zastosowania w
przemysle. Ma to szczegolne znaczenie w przypadku biokatalizatorow
prowadzacych reakcje¢ z udzialem wolnych rodnikow, bedacych czyn-
nikami wywolujacymi inaktywacj¢ enzymu. W celu zniwelowania ich
negatywnego wplywu stosuje si¢ immobilizacjg enzymow lub dodatek
rozpuszczalnikdw organicznych mieszajacych si¢ z woda [ Truppo i in.,
2006, Land i in., 2007]. Substancje te zwigkszaja rozpuszczalnosé tle-
nu oraz hydrofobowych substratow, a takze ograniczaja udzial wolnych
rodnikow w inaktywacji enzymow. Z drugiej strony, dodatek rozpusz-
czalnikow organicznych, mieszajacych si¢ z woda, czgsto powoduje
spadek szybkosci reakcji, wynikajacy z bezposrednich oddziatywan
rozpuszczalnik-bialko, prowadzacych do zmiany konformacji enzy-
mu albo wyparcia czasteczek wody z bezposredniego otoczenia biatka
[Chen i in., 2003]. Zjawiska te czgsto prowadza do nicodwracalnej in-
aktywacji enzymow.

Jednym z biokatalizatoréw, ktérego wydajnos¢ pracy probuje sig
zwigkszy¢ przez uzycie rozpuszczalnikéw organicznych, jest lakaza.
Enzym ten nalezy do rodziny niebieskich oksydoreduktaz. Jest szeroko
rozpowszechniong glikoproteina, produkowana glownie przez grzyby,
W mniejszym stopniu przez rosliny wyzsze oraz niektore bakterie [Riva,
2006]. Enzym ten w swoim centrum aktywnym zawiera cztery sasiadu-
jace atomy miedzi, ktore uczestnicza w utlenianiu licznych zwiazkoéw
fenolowych i ich pochodnych, jednoczes$nie przenoszac cztery elektro-
ny na tlen czasteczkowy, w wyniku czego powstaje czasteczka wody
[Riva, 2006, Rodriguez-Cauto, 2006].

Lakaza wykazuje szeroka specyficzno$¢ substratowa, obejmujaca
fenole, zwiazki fenolowe, aminofenole, aminy aromatyczne, ligniny,
hormony steroidowe [Riva, 2006, Rodriguez-Cauto, 2006]. Przy uzyciu
odpowiednich mediatoréw zdolna jest do delignifikacji pulpy drzewne;j
i utleniania sktadnikoéw o wysokim potencjale redoks, takich jak aroma-
tyczne alkohole [Kurniawati i Nicell, 2007]. Lakaza produkowana jest
jako zewnatrz- i wewnatrzkomérkowy enzym i moze by¢ wykorzysty-
wana w wielu gatgziach przemystu. Moze by¢ stosowana do oczyszcza-
nia $ciekdw z przemystu papierniczego czy weglowego, w produkcji
biopaliw, do konstrukcji biosensorow oraz w przemysle spozywczym
i farmaceutycznym [Rodriguez-Cauto, 2006]. Jednak glownymi pro-
blemami sa niska rozpuszczalno$¢ wigkszosci substratow fenolowych
w wodzie, rodnikowe posrednie produkty reakcji oraz relatywnie duze
zuzycie tlenu w procesie utleniania.

Glownym celem pracy bylo oszacowanie wptywu 2-propanolu na
stabilno$¢ procesowa lakazy w procesie utleniania 2-aminofenolu.
W badaniach wykorzystano lakaz¢ immobilizowana kowalencyjnie na
trzech réznych no$nikach oraz, poréwnawczo, lakazg natywna. Szcze-
gblna uwage zwrdcono na sorpcj¢ produktow reakcji na powierzchni
no$nikow ze zwigzanym enzymem.

Materiaty i metody

Do badan wykorzystano lakazg z huby drzewnej (Cerrena unicolor),
uzyskana i unieruchomiong przy uzyciu wczesniej opisanej procedury
[Rekué¢ i in., 2006]. Nosnikami wykorzystywanymi do immobilizacji
byly: granulowana celuloza mikrokrystaliczna, modyfikowana pentahek-
sylenodiaming (G), kopolimer akrylanu butylu i dimetakrylanu glikolu
etylenowego, modyfikowany etylenodiaming (BA), zel krzemionkowy,

modyfikowany2-aminoetylo-3-amino-propylometylodimetoksysilanem
ZM).

W celu okreslenia wptywu 2-propanolu na stabilnos¢ lakazy w pro-
cesie utleniania aminofenolu (AF) wprowadzono 1,8 cm’ enzymu
immobilizowanego do 68,2 cm’ 5 mM AF w 0,1 M buforze fosfora-
nowo-cytrynianowym o pH 5.25 (BFC) lub w BFC z dodatkiem 10%
(v/v) 2-propanolu. W procesach kontrolnych stosowano jedynie BFC
lub BFC zawierajacy 2-propanol. Analogiczna metodyke zastosowa-
no w przypadku enzymu natywnego. Wszystkie reakcje prowadzono
w temperaturze 30°C, stosujac mieszalnikowy reaktor okresowy (en-
zym natywny i zwiazany z G) lub termostatowana wytrzasarke (enzym
zwiazany z ZM 1 AB). W okres$lonych interwatach czasowych z reakto-
rOw pobierano probki do oznaczen aktywnosci lakazy. Celem zapewnie-
nia ciaglej obecnosci substratu w mieszaninie reakcyjnej, w reaktorach
z substratem monitorowano st¢zenie tlenu (fluorescencyjna elektroda
tlenowa; Hach Lange). Sygnalem informujacym o znacznym ubyt-
ku substratu bylo spowolnienie szybkosci reakcji, powodujace wzrost
stezenia tlenu w uktadzie (Rys. 1) i konieczno$¢ dodania nowej porcji
substratu.
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Rys. 1. Zmiany st¢zenia tlenu w trakcie procesu utleniania AF. Strzatka zaznaczono
moment dodania nowej porcji substratu)

Aktywno$¢ lakazy oznaczano spektrofotometrycznie wzgledem
10 mM AF jako substratu (4 = 440 nm; 7 = 30°C). Pobrane probki no-
$nikow byty wstepnie kilkakrotnie przemywane buforem, celem odmy-
cia zaadsorbowanych na no$niku produktow reakcji. W przypadku en-
zymu natywnego, pobrane probki rozcienczano 20-krotnie roztworem
Swiezego substratu. Za jedna jednostke aktywnosci (U) przyjeto taka
ilo$¢ enzymu, ktéora w warunkach pomiaru powoduje przyrost absor-
bancji o 1 w czasie minuty.
Z mieszanin reakcyjnych pobierano rowniez probki do obserwacji
mikroskopowych (Zeiss Imager.M1m).

Wyniki i ich oméwienie

W trakcie badan nad zastosowaniem natywnej lakazy do biotrans-
formacji AF stwierdzono znaczacy spadek stabilnosci biokatalizatora
w obecnosci substratu i produktéw reakcji (Rys. 2; biate trojkaty).

Poniewaz w reakcjach z lakaza powstaja rodnikowe produkty posred-
nie zatozono, ze w obecnosci rozpuszczalnika organicznego mieszaja-
cego si¢ z woda powinno dojs$¢ do stabilizacji rodnikéw i zwigkszenia
stabilno$ci enzymu. W niezaleznych badaniach wytypowano 2-propa-
nol o stezeniu 10%, ktory nie wywotuje tak znacznej inaktywacji en-
zymu w AF (Rys. 2; czarne romby) w poréwnaniu z utrata aktywnosci
enzymu w buforze (Rys. 2; biale romby). Poczynione wstgpne zatoze-
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Rys. 2. Stabilno$¢ lakazy natywnej w 30°C i w obecnosci: (0) BFC, (¢)10% 2-propa-
nolu, (A) 5mM AF, (A) 5mM AF i 10% 2-propanolu

nie o stabilizacji enzymu z 2-propanolu znalazto pelne potwierdzenie,
o czym $wiadczy pordwnanie przebiegdw utraty aktywnosci enzymu w
obecnosci AF i AF z dodatkiem rozpuszczalnika (Rys. 2; biate i czarne
trojkaty, odpowiednio). Poniewaz otrzymano znaczacy wzrost stabilno-
$ci enzymu w obecno$ci substratu i 2-propanolu, postanowiono przete-
stowa¢ w sposob analogiczny uktady z immobilizowana lakaza.

W badaniach wstgpnych wykorzystano lakazg zwiazana kowalencyj-
nie z no$nikiem BA, ZM oraz G i wykonano testy stabilnosci w 30°C.
Z danych zamieszczonych na rys. 3 wynika, ze enzym natywny oraz
immobilizowany na no$nikach BA i ZM zachowuje po 3 dniach 30%
poczatkowej aktywnosci, podczas gdy immobilizacja na no$niku G po-
woduje wyrazng destabilizacje lakazy.
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Rys. 3. Stabilno$¢ lakazy w BFC w 30 °C: lakaza natywna (0) oraz immobilizowana
na no$nikach BA (0), G (®) oraz ZM (e)

Badania zasadnicze skupity si¢ na ocenie wptywu 2-propanolu na
przebieg procesu utleniania AF z udzialem lakazy immobilizowane;.
Wezesniejsze wyniki sugerowaly, ze osiagnigcie wyzszej stabilnosci
zwigzanego enzymu niz lakazy natywnej w buforze begdzie bardzo
trudne, jezeli mozliwe. Natomiast przypuszczano, ze enzym zwigzany
z no$nikiem G nie pozwoli otrzymac zadowalajacej stabilnosci. Otrzy-
mane wyniki (Rys. 4) w znacznym stopniu potwierdzily wczesniejsze
przypuszczenia. Na przedstawionych wykresach zamieszczono porow-
nawczo dane dla stabilnosci enzymu natywnego w obecnosci substratu
(Rys. 4; czarne romby), co pozwala szybko oszacowac¢ wpltyw immobi-
lizacji (czarne kotka) na stabilizacje/destabilizacjg lakazy w mieszani-
nie reakcyjnej. I tak stwierdzono poczatkowa destabilizacjg i pdzniejsza
niewielka stabilizacjg lakazy po jej zwiazaniu z nosnikiem G, nastgpnie
poczatkowy brak wplywu i pozniejsza bardzo wyrazna stabilizacje na
poziomie 40% aktywnosci wyjsciowej dla nosnika ZM oraz istotna sta-
bilizacje¢ lakazy zwiazanej z nosnikiem BA. W zasadzie mozna stwier-
dzi¢, ze immobilizacja stabilizuje enzym we wszystkich badanych
przypadkach, natomiast najbardziej interesujace wyniki otrzymuje si¢
po zwiazaniu enzymu z no$nikiem BA.

Analizujac wptyw dodania 2-propanolu do substratu w przypadku
stosowania enzymu immobilizowanego (Rys. 4; biale i czarne punk-
ty), nie stwierdzono zwigkszenia stabilnosci lakazy jezeli zastosowano
nosnik G lub ZM, a nawet niewielka destabilizacj¢ w przypadku no$ni-
ka BA. Natomiast odnoszac wyniki do kontroli z enzymem natywnym
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Rys. 4. Stabilno$¢ lakazy immobilizowanej na nosniku: (a) G, (b) ZM, (c) BA; dla
uktadow: (#) enzym natywny i AF, (¢)enzym natywny, AF i 2-propanol, () enzym
immobilizowany i AF, (o) enzym immobilizowany, AF i 2-propanol

(Rys. 4; biate romby i biate kolka), zblizone wyniki otrzymano jedynie
w przypadku uzycia enzymu zwiazanego z nosnikiem BA. Zatem, en-
zymatyczne utlenianie AF moze by¢ prowadzone efektywnie w obec-
nosci enzymu natywnego, ale wprowadzenie 2-propanolu w ilosci 10%
jest czynnikiem wymaganym, aby uzyska¢ zwigkszona stabilno$¢ bio-
katalizatora. Natomiast wiazac enzym z no$nikiem BA mozna prowa-
dzi¢ utlenianie AF bez konieczno$ci dodania 2-propanolu, utrzymujac
zadowalajaca aktywnos$¢ enzymu. Badania stabilnosci lakazy zwiaza-
nej z tym nos$nikiem kontynuowano do 180 h (dane nieprezentowane),
sukcesywnie dodajac porcje substratu i po tym czasie uzyskano okoto
50% aktywnos$ci wyjsciowej. Mozna zatem stwierdzi¢, ze otrzymany
preparat posiada zadowalajaca stabilno$¢ operacyjna.

Podczas prowadzenia dtugoterminowych proceséw, w ktorych uby-
tek substratu byt sukcesywnie uzupetniany, zaobserwowano pojawianie
si¢ duzych ilosci produktu, wytracajacego si¢ w postaci aglomeratow
w mieszaninie reakcyjnej i na powierzchni no$nikow. Zjawisko to byto
obserwowane podczas wczesniejszych badan z immobilizowana lakaza
i w obecnosci innych substratow, jednak ich nasilenie byto niewielkie,
glownie ze wzgledu na krotsze czasy reakcji. Nalezy podkresli¢, ze
problem wytracania si¢ produktéw reakcji i ich sorpcji na no$nikach,
jakkolwiek wystepujacy bardzo czgsto, w publikacjach jest pomijany.
W celu zobrazowania stopnia nasilenia tego zjawiska, pobierano probki
no$nika wraz z mieszaning reakcyjna i poddawano je obserwacjom mi-
kroskopowym przy 100 krotnym powigkszeniu. Przyktadowe zdjgcia,
wykonane po 48 h utleniania AF z udziatem stosowanych preparatow
immobilizowanych oraz w obecnosci i bez 2-propanolu, przedstawiono
w tab.1. Probkami kontrolnymi byly preparaty inkubowane w buforze.
Nalezy jeszcze zaznaczy¢, ze wytracanie produktow utleniania AF mia-
o miejsce rowniez w przypadku stosowania enzymu natywnego.
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Analiza zdjg¢ mikroskopowych wykazata, ze zaréwno typ zastosowa-
nego nosnika jak i obecno$¢ 2-propanolu ma wpltyw na ilo$¢ wytraca-
nych produktow na powierzchni no$nikow oraz ich obecno$é w roztwo-
rze. W przypadku lakazy zwiazanej z nosnikiem G, nie obserwowano
tworzenia si¢ duzych skupisk produktu reakcji na powierzchni migdzy-
fazowej, natomiast w roztworze obserwowano znaczne ilosci dimerycz-
nego produktu wykrystalizowanego w formie igiet. Natomiast w reakcji
bez dodatku 2-propanolu, produkt przede wszystkim wystgpowal jako
liczne i bezpostaciowe aglomeraty. Oznacza to, ze chemiczne powino-
wactwo matrycy celulozowej i produktoéw reakcji jest niewielkie.

Nieco wigksze powinowactwo produktow reakcji do matrycy nosni-
ka obserwowano podczas stosowania preparatu ZM, przy czym brak
2-propanolu powodowat tworzenie skupisk produktow na powierzch-
ni, a ich morfologia byta zblizona do form produktéw obserwowanych

Tab. 1. Zdjgcia mikroskopowe no$nikow po 48 godzinach procesu utleniania AF,
powigkszenie 100-krotne
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w roztworze AF bez 2-propanolu podczas reakcji z preparatem G.
Z kolei obecnos¢ propanolu powodowata tworzenie si¢ krystalicznych
igiet na powierzchni nos$nika. Natomiast najwigksze powinowactwo
produktéw reakcji do powierzchni nos$nika zanotowano dla matrycy
BA, przy czym, ponownie, dodatek 2-propanolu promowat powstawa-
nie form krystalicznych. Dodatkowo, ilo$¢ wytracajacych si¢ produk-
tow na nosniku byla tak znaczaca, ze utrudniala jego odmycie przed
przystapieniem do pomiardw aktywnosci.

Podsumowanie i wnioski

Podczas badan nad wykorzystaniem lakazy do utleniania AF zauwa-
zono bardzo szybki spadek stabilnosci natywnego biokatalizatora. Jed-
nakze dodanie 2-propanolu, w ilosci 10% objgtosciowych, pozwolito
utrzymac aktywno$¢ biokatalizatora na poziomie obserwowanym w bu-
forze. Poniewaz enzym natywny moze by¢ wykorzystany w danym pro-
cesie jednokrotnie, dlatego w dalszych badaniach zastosowano lakazg
zwiazang kowalencyjnie z trzema réznymi nosnikami. Glownym celem

tych badan bylo oszacowanie mozliwosci zwigkszenia stabilnosci ope-
racyjnej enzymu poprzez immobilizacje¢ i, dodatkowo, poprzez dodanie
rozpuszczalnika. Wykazano, ze lakaza zwiazana z nosnikiem G nie wy-
kazuje zwigkszonej stabilnosci, podczas gdy zastosowanie matryc ZM
i BA pozwala otrzymac¢ preparaty enzym-no$nik o zadawalajacym stop-
niu stabilizacji. Natomiast we wszystkich badanych przypadkach nie
stwierdzono potrzeby stosowania dodatku rozpuszczalnika organiczne-
go w uktadach z enzymem immobilizowanym. Sposrod zastosowanych
no$nikow najlepsze wyniki uzyskano dla lakazy unieruchomionej na
BA; mimo spadku aktywnosci enzymu w czasie pierwszych 100 h pro-
cesu do poziomu 50% aktywnosci wyjsciowej, do 180 h nie obserwo-
wano dalszych zmian.

Istotnym problemem, ktéry pojawit si¢ w trakcie badan, byta sorpcja
trudno rozpuszczalnych w wodzie produktéw reakcji na powierzchni
nosnikow. Utrudniata ona szczegolnie pomiary aktywnosci enzymu w
czasie oceny jego stabilnosci. Wykonanie obserwacji mikroskopowych
ujawnito, ze we wszystkich badanych przypadkach dodanie 2-propano-
Iu do mieszaniny reakcyjnej powoduje powstawanie osadu produktow
z dominujacymi krysztatami w formie igiet, podczas gdy bez propanolu
wigkszos$¢ produktu to bezpostaciowe aglomeraty. Dodatkowo, ilo$¢
zaadsorbowanego produktu silnie zalezata od zastosowanego no$nika,
przy czym najwigksze powinowactwo dimeréow AF zanotowano dla no-
$nika BA, o najwigkszej stabilnosci operacyjnej.

Podsumowujac mozna stwierdzié, ze mimo licznych zalet immobili-
zowanych enzymow, nie mozna ich zastosowa¢ w uktadach, w ktorych
produkty reakcji charakteryzuja sig silng tendencja do aglomeracji lub/
oraz krystalizacji. Mimo licznych doniesien o mozliwo$ciach wykorzy-
stania immobilizowanych lakaz w biotransformacjach zwiazkéw feno-
lowych, takich jak fenol i jego pochodne [Duran i in., 2002], nalezy
zwroci¢ uwage na fakt, ze w wigkszosci przypadkow w badaniach wy-
korzystywano substraty o niskim st¢zeniu i nie uzupeliano ich ubytkow
kolejnymi porcjami. Zatem, mozna bylo nie zaobserwowa¢ omawiane-
go w tej pracy problemu sorpcji produktow na no$nikach. Natomiast
generalnym wnioskiem jest wskazanie korzystnego uktadu reakcyjnego
dla utleniania AF i innych pochodnych fenolowych, ktérych produk-
ty ulegaja aglomeracji: nalezy stosowa¢ enzym natywny oraz dobrany
rozpuszczalnik organiczny, pozwalajacy zwigkszy¢ stabilnos$¢ lakazy
w obecnosci substratu i produktow reakcji.
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