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Wstep

téwnymi celami immobilizacji jest umozliwienie wielokrotnego uzycia en-
Gzymu, zwigkszenie jego trwatosci oraz utatwienie rozdzielenia mieszaniny

poreakcyjnej od biokatalizatora. Duze zapotrzebowanie na immobilizowane
enzymy spowodowato, ze obecnie znanych jest ponad 100 réznych technik
immobilizacji. O wyborze danej metody decyduje stabilno$¢ enzymatyczna
biatka oraz wymogi procesowe (temperatura, pH, cisnienie, sita jonowa).

W przedstawianej pracy do badan uzyto acylaze penicylinowa (AP) (E.C.
3.5.1.11), enzym preferencyjnie hydrolizujacy benzylopenicyline (penicyline G)
do kwasu 6-aminopenicylanowego (6-APA) i kwasu fenylooctowego (PhAA).
Z kolei 6-APA jest wyjsciowym substratem do otrzymywania szeregu poétsynte-
tycznych antybiotykéw p-laktamowych. Optimum temperatury dla tego enzy-
mu wynosi 45 - 55°C, ale ze wzgledu na niestabilno$¢ enzymu i substratu
w tych warunkach zaleca sie stosowanie temperatury 37°C (1,2). Acylaza
penicylinowa w $rodowisku zasadowym (pH 7,5 - 8,5) katalizuje reakcje hy-
drolizy penicylin, natomiast w $rodowisku kwasnym (pH 4,0 - 5,0) reakcje
syntezy (3,4). W odpowiednim optimum pH reakcje te sg nierébwnowagowe.
Reakcja hydrolizy PG jest hamowana przez substrat oraz oba produkty re-
akcji, przy czym 6-APA jest inhibitorem niekompetycyjnym, a kwas fenylooc-
towy kompetycyjnym AP (5,6).

Materiaty i metody

Materiaty
Acylaze penicylinowa, penicyline G i kwas 6-aminopenicylanowy otrzymano

z Tarchominskich Zaktadéw Farmaceutycznych Polfa w Warszawie. Pozostate
odczynniki, czyste do analiz, zakupiono w firmie Sigma lub POCh.
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Metody

Oznaczanie aktywnosci enzymatycznej

Oznaczanie aktywnosci acylazy penicylinowej polegato na przeprowadzeniu
enzymatycznego rozktadu penicyliny G (20 mM) w czasie 20 min, w tempe-
raturze 37°C oraz w pH 7,8; a nastepnie na oznaczeniu kolorymetrycznym
ilosci powstatego 6-APA w kompleksie z aldehydem p-dimetyloaminobenzoe-
sowym (7). Za 1 jednostke aktywnosci (IU) przyjeto taka ilos¢ enzymu, ktora
katalizuje powstanie 1 pmola 6-APA w czasie 1| min w warunkach reakcji.

Immobilizacja i stabilizacja enz3rmu

Enzym wigzano z nos$nikiem poprzez aldehyd glutarowy wedtug metodyki
juz opisanej (8,9). Jako nosnik uzyto kopolimer akrylanu butylu (60%) i dime-
takrylanu glikolu etylenowego (40%) modyfikowany etylenodiamina.

Do stabilizacji enzymu poprzez dodanie polimena rozpuszczalnego w wodzie
uzyto poli(etylenoiminy) wedtug metodyki juz opisanej (10).

Do badan uzyto preparaty enzymatyczne oraz enzym wolny o aktywno-
Sciach od 0,063 do 0,8 IU w Icm” roztwom.

Charakterystyka preparatéw enzymatycznych

Trwato$¢ enzymu wolnego i stabilizowanego badano pobierajac probki pre-
paratéw przechowywanych w 4°C w czasie od 0 do 100 dni.

Wplyw temperatury na trwatos¢ i aktywnos¢ preparatow badano w zakresie
temperatur od 4 do 70°C.

Wptyw wartosci pH na aktywnos$¢ i trwato$¢ preparatow badano w zakresie
pH od 1 do 12.

Wyznaczanie obszaru reakcji

Do okreslenia obszaru przebiegu reakcji wykorzystano kryterium tempera-
turowe. Do enzymu natywnego lub stabilizowanego dodawano roztwor sub-
stratu w buforze i reakcje prowadzono w pH-statowanym reaktorze okreso-
wym w roznych temperaturach (od 4 do 50°C).

Wyznaczanie statych réwnania Kinetycznego

Badania kinetyki reakcji hydrolizy PG prowadzono w termostatowanym
reaktorze okresowym, wyposazonym w mieszadto i pH-stat. Reakcje prowa-
dzono do momentu wyczerpania sie substratu, stosujgc rézne stezenia pre-
paratdow enzymatycznych (od 60 do 1000 g/m”) oraz r6zne poczatkowe ste-
Zenia substratu (od 1 do 80 mM).
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Wyniki i ich omowienie

Stosowanie roznych technik stabilizujgcych aktywno$¢ enzymatyczng zwy-
kle powoduje zmiany w trwatosci aktywnosci, a takze moze zmienia¢ wartosci
pH i temperatuiy, w ktérych aktywnos¢ jest maksymalna (11,12). Wykonano
zatem badania majgce na celu okreSlenie wptywu wymienionych czynnikow
na trwato$¢ i aktywnos$¢ stosowanych w pracy preparatow enzymatycznych.

Trwato$¢ enzymu wolnego i stabilizowanego, przechowywanego w 0,1 M
buforze Tris-HCI pH 7,8 oraz w temperaturze 37°C, przedstawiono na rys. 1.
Stwierdzono, ze zwigzanie aktywnego biatka z no$nikiem akrylowym powo-
duje znaczne zwigkszenie stabilnosci enzymu podczas jego przechowywania.
Natomiast stabilizacja poprzez dodanie PEl powoduje, ze enzym zachowuje
swojg poczatkowg aktywnosc.

Wplyw temperatury na aktywno$¢ i trwatos¢ enzymu wolnego i stabili-
zowanego przedstawiono na rys. 2 i 3. Zaobserwowano, ze w poréwnaniu
z enzymem wolnym — stabilizacja przez zwigzanie enzymu z nosnikiem cikry-
lowym powoduje przesuniecie profilu temperaturowego w kierunku tempera-
tur nizszych. W przypadku stosowania PEI jako stabilizatora zanotowano nie-
wielkie przesuniecie profilu w kierunku temperatur wyzszych. Zjawiska te
nalezy wigza¢ z trwatoScig Ill-rzedowej struktury biatek.

Rys. 1. Trwato$¢ enzymu wolnego i enzjmiéw stabilizowanych, przechowywanych w 0,1 M
buforze Tris-HCI i w 4°C. N — enzym natywny; Z — zwiazany z nos$nikiem akrylowym; R —
stabilizowany PEI.
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Rys. 2. Wplyw 1-godzinnej inkubacji enzymu natywnego (N), stabilizowanego PEI (R) i zwia-
zanego z nos$nikiem akrylowym (Z) w danej temperaturze na aktywnos$¢. Wartosci ujyskane
w 37°C przyjeto za 100%.

Rys. 3. WpkTw temperatury na aktywno$¢ enzymu natywnego (N), stabilizowanego PEI (R)
i zwigzanego z nos$nikiem akrylowym (Z). Wartosci otrzymane w 37°C przyjeto za 100%.
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Rozpatrujac trwato$¢ enzymu w podwyzszonej temperaturze zauwazono,
ze najlepsze efekty osiggnieto w przypadku enzymu zwigzanego z nosnikiem
akrylowym.

Poréwnanie wykresow (rys. 2 i 3) pozwolito stwierdzi¢, ze w przsrpadku
uzycia enzymu natywnego i stabilizowanego PEIl podwyzszenie temperatury
reakcji do 40°C powodowa¢ moze w tych warunkach straty aktywnosci na
skutek ich mniejszej stabilnosci. Natomiast w przypadku enzymu zwigzanego
z no$nikiem akrylowym podwyzszenie temperatury reakcji o 3°C pozwala zwie-
kszyé aktywno$¢ preparatu o ponad 50%, przy nie zmienionej jego trwatosci.

Wptyw wartosci pH na aktywnos$¢ i trwato$¢ enzymu wolnego i stabili-
zowanego przedstawiono na rys. 4 i 5. Stwierdzono, w poréwnaniu z enzymem
natywnym, ze stabilizacja enzymu nie powoduje zmian w wartosci optymal-
nego pH, ktére wynosi 7,8. W przypadku enzymu zwigzanego z no$nikiem
akrylowym zaobserwowano znaczne poszerzenie zakresu pH, w ktérym aktyw-
nos¢ jest bliska optymalnej. Odnosnie do pH-stabilno$ci zwr6cono uwage na
wzrost trwatosci obu rodzajéw stabilizowanego enzymu w Srodowisku kwas-
nym. W Srodowisku zasadowym zwiekszenie trwatosci zauwazono jedynie
w przypadku enzymu zwigzanego kowalencyjnie z nosnikiem. Zmiany zwig-
zane z r6zng pH-stabitnoscig oraz réznymi profilami pH badanych preparatéw
enzymatycznych wynikajg prawdopodobnie z jonowej stmktury nosnika i PEI.

Istotnymi wielkosciami, charakteryzujagcymi enzym natywny lub stabilizo-
wany, obok wptywu réznych parametrow fizykochemicznych, sg wartosci sta-
tych réwnania kinetycznego reakcji prowadzonej przez biokatatizator. Lilly
i wspotpracownicy zaproponowali nastepujgce rOwnanie kinetyczne hydrolizy
penicyliny G z udziatem acytazy penicylinowej (13):

ro= "3 Ce Cs &

Cs + Ka + Kacp + Ka g + KQCR Ca CsCp
EiS EiP RIQ AP NNQ ~ip
gdzie:

Cs, Cp, Cg, Ce — stezenie kolejno: PC, PhAA, 6-APA i enzymu;
Ka — pozorna stata Michaelisa;

Kis, KiP, KjQ — state inhibicji kolejno: PC, PhAA, 6-APA,

r — szybko$é reakcji;

ks — stata szybkosci reakcji rozpadu kompleksu aktdwnego.

Mimo szeregu upraszczajacych zatozen, przyjetych przy jego wyprowadza-
niu, réwnanie to jest powszechnie stosowane do opisu kinetyki hydrolizy
penicyliny G w ukfadach z enzymem natywnym i stabilizowanym. Stosowanie
tego rownania dla ukladdéw heterogenicznych powinno by¢ ograniczone do
tych przypadkéw, w ktorych opory dyfuzyjne sg do pominiecia. Warunek ten,
obok enzymu nat3rwnego, spetnia z zatozenia enzym stabilizowany PEI, jako
uktad homogeniczny. Na podstawie uprzednio otrzymanych wynikéw (9), do-
tyczacych immobilizacji acylazy penicylinowej na nosnikach akrylowych, pri®-
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Rys. 6. Zalezno$¢ miedzy standardowg szybkoscig reakcji a odwrotnoscig temperatury bez-
wzglednej.

jeto hipoteze, ze roéwniez w tym przbrpadku opory dyfuzyjne bedg do pomi-
niecia, gdyz z budowy nosnika wynika, ze enzym powinien by¢ zwigzany
z zewnetrzng powierzchnig nosnika. W celu zweryfikowania tego przypusz-
czenia zbadano wpltyw temperatury na szybko$¢ badanej reakcji. Uzyskane
wyniki przedstawiono na rys. 6. Stwierdzono, ze zmiany sisybkosci reakcji
w badanym zakresie temperatur byly takie same dla trzech badanych pre-
paratéw. Dowodzi to braku oporéw dyfuzyjnych w uktadzie z nosnikiem akry-
lowym i pozwala na stosowanie tego samego rOwnania do opisu szybkosci
reakcji w kazdym z rozpatrywanych przypadkow.

Do opisu szybkosci reakcji wykorzystano réwnanie (1), w ktérym nalezato
wyznaczy¢ 5 statych. W celu wyznaczenia wartosci Ka, Kjs oraz ks wyodreb-
niono ze zbioru wszystkich wynikow podzbiér speiniajacy warunki poczatku
reakcji. W zakresie tym nie wystepuje inhibicja produktami, a réwnanie Kki-
netyczne mozna uprosci¢ do postaci:

N
r o= 3 Ce Cs 2

o s ka s C
S a KiS

biotechnologia 4 (23) 93



182 Jolanta Biyjak, Andrzej Nowoiyta

Zastosowano metode catkowa, wyznaczajgc metoda regresji nieliniowej
wartosci statych ze wzoru (2). Nastepnie, dia zbioru wszystkich punktow do-
Swiadczalnych, ze scatkowanej postaci réwnania (1), metoda regresji nielinio-
wej estymowano state inhibicji produktami Kjp i Kjg przy ustalonych warto-
$ciach uprzednio wyznaczonych statych. Do obliczern wykorzystano stan-
dardowa procedure minimalizacyjna.

Oméwione badania i obliczenia wykonano dla czterech uktadéw enzyma-
tycznych: enzym natywny, enzym stabilizowany PEI, zwiazany z no$nikiem
akrylowym oraz zamkniety w sieci zelu (handlowy preparat firmy Boehringer).
Otrzymane w}miki przedstawiono w tab. 1. Poniewaz przedstawione state wy-
znaczono metodag regresji wielu zmiennych, bedzie whasciwsze stosowanie ter-
minu ,state pozorne” lub ,efektywne” (14,15), a przy fizycznej interpretacji
otrzymanych wartosci niezbedna jest pewna ostroznosc.

Tabela 1
Wartosci statych réwnania kinetycznego

Enz)mi stabilizowany

Stata Enzym natywny
PEI nos$nik akrylowy firmy Boehringer
kalon
o 0,781 1,13 1,26 1,25
[mol/g min]
[moﬁml 1,34 1,49 4,29 6,79
[ *I</iS,A1 > 1075 > 1075 652,0 > 1075
mol/m
[mom'/\l 26,8 28,6 20,9 41,5
KiQ AR AR
[mol/mAj 32,7 22,4 > 10 > 10

Bardzo zblizone do siebie sg wartosci pozornej statej szybkosci reakcji (ka)
enzymu stabilizowanego r6znymi metodami. Jest to wynik dos¢ zaskakujacy,
albowiem techniki stabilizacji w kazdym przypadku sg wyrazZnie rdzne. Trudny
do wyjasnienia jest takze wzrost wartosci statych ks enzymow stabilizowanych
w poréwnaniu z enzymem natywnym.

Wartos$ci pozornej statej Ka, bedacej miarg powinowactwa substratu do
enzimu, dla enzymu natywnego i stabilizowanego PEIl sg zblizone, co byto
oczekiwane, gdyz oba uktady sg homogeniczne. Dla uktadéw heterogenicznych
wartosci statych sg mniejsze, co prawdopodobnie jest skutkiem mniejszej do-
stepnosci centrum aktywnego (wigzacego) dla czasteczek substratu.

Inhibicja substratowa (Kjs) nie wystepuje w przypadku enzymu natywnego
(co wykazali réwniez Park i wsp. (5)), stabilizowanego PEI i zamknietego w sie-
ci zelu. Wystepuje natomiast, jakkolwiek w bardzo matym stopniu, w przy-
padku enzymu zwigzanego z nosnikiem akrylowym. Zjawisko to mozna wigzac
ze stosunkowo duzg sorpcja substratu na nosniku (16).

We wszystkich przypadkach zaobserwowano podobnag co do wartosci in-
hibicje kompetycyjna kwasem fenylooctowym (pozorna stata Kjp), przy Clym



Charakterystyka aktywnosci katalitycznej acylazy penicylinowej 183

dla enzymu "gzanego z no$nikiem zaznaczyt sie niewielki wzrost tej inhi-
bicji, a w przypadku preparatu firmy Boehringer jej spadek.

Inaczej ksztattuje sie inhibicja niekompetycyjna 6-APA. Stwierdzono ja
w przypadku enzymu natywnego i stabilizowanego PEL Warto$ci pozornych
statych inhibicji sg w obu przypadkach zbtizone. Inhibicja ta nie wystepuje
natomiast w uktadach heterogenicznych.

Ze wzgtedu na duzg ticzbe statych w réwnaniu kinetyczn3rm i ich wzajemny
wptyw podczas ich wyznaczania trudno jest scharakteryzowaé jednoznacznie
wilasciwosci kinetyczne poszczeg6lnych preparatéw enzymatycznych. Ogélnie
stwierdzono:

— Enzym natywny posiada najmniej korzystne wiasciwosci kinetyczne, co
wyraza sie niskg warto$cig pozornej statej ks oraz wystepowaniem inhibicji
dwoma produktami reakcji;

— Uklad immobilizewany w sieci zelu jest najstabiej inhibitowany produk-
tami reakcji, stad bedzie szczeg6tnie korzystny do zastosowan w przypadku
uzycia wysokich stezen reagentéw. Wysoka warto$¢ pozornej statej Ka pogar-
sza jego wihasciwosci w przypadku niskich stezen;

— Ukiad z enzymem zwigzanym z nosnikiem akiylow3m jest trudny do
jednoznacznego scharakteryzowania. Podobnie jak ukiad firmy Boehringer,
nie wykazuje inhibicji 6-APA i praktycznie substratowej. Posiada dwukrotnie
sitniejsza inhibicje kwasem fenylooctow3m, ale mniejszg warto$¢ pozornej sta-
fej Ka. Pozwata to sklasyfikowac jego wihasciwosci kinetyczne jako zblizone do
uktadu enzymatycznego firmy Boehringer;

— Uklad z enzymem stabitizowanym PEIl wykazuje inhibicje dwoma pro-
duktami reakcji, co musi mie¢ niekorzystne imptikacje przy stosowaniu wy-
sokich stezen reagentéw. Z drugiej strony, posiada W3o*aznie najnizsza, spo-
$rod uktaddéw z enzymem stabitizowanym, pozorng statg Ka- Mozna go uznaé
za wspotmierny z preparatem enzymatycznym firmy Boehringer, przy czym
jego zalety uwidocznig sie w przypadku stosowania niskich i $rednich stezen
reagentéw.

Podsumowanie

Scharakteryzowanie wiasciwosci trzech preparatéw enzymatycznych po-
zwala na ich ocene, poszerzong o wiadomosci dotyczace preparatyki enzymow.
Poréwnanie przedstawiono w tab. 2, w skali od | do 5, przy czym 5 punktéw
przydzielano temu preparatowi, dla ktérego dana cecha byta najkorzystniej-
sza. Analiza przyznanych punktéw po*olita wytoni¢ preparat enzymatyczny
0 najkorzystniejszych wiasciwosciach. Preparatem tym jest enzym zwigzany
z PEI, ktory charakteryzuje sie nastepujacymi cechami: procedura jego otrly-
mb5Twania jest prosta, tania i efektywna; jest trwaty w warunkach przechowy-
wania; wpBTw temperatury i wartosci pH na aktywnos$c¢ i stabilno$¢ oraz war-
tosci statych réwnania kinetycznego oceniono na poréwn3rwatne z enzymem
natywnym. Ze wzgledu na wystepowanie preparatu enzymatycznego w formie
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rozpuszczalnej w wodzie, jego zastosowanie w przeptywowym reaktorze mem-
branowym nadezy zaliczy¢ do szczegolnie korzystnych rozwigzanh procesowych.

Tabela 2
Poréwnanie wtasciwosci preparatéw enzymatycznych w skali od i do 5 punktéw

Enzym Enzym Epzym
Cecha preparatu natywny stabilizowany PEI K zwigzany
owcilencyjnie
wymagana czystos$é 5 5 2
preparatu
koszt immobilizacji 5 4 1
c-iktywn_o's’c' - 5 4 2
po immobilizacji
trwatosé
w warunkach 2 5 4
przechowywania
termostabilnosé 3 4 5
pH-stabilnos¢ 2 3 5
profil temperatury 4 4 5
profil pH 4 4 5
stata ks 2 4 5
stata Ka 5 5 2
stata Kis 5 5 4
stata Kjp 5 5 2
stata KjQ 3 2 5
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Catalytical activity of penicillin acylase in native
and stabilized derivatives

Summary

Three different enzyme preparations were investigated: native enzyme, enzyme stabilized by
adding poly(ethyleneimine) and enzyme attached to acrylic carrier. The preparations were com-
pared with regard to their storage, temperature and pH-stabilities as well as the effect of tem-
perature and pH-value on enzyme activity. It was found that for all preparations hydrolysis was
kinetically limited. Five kinetic equation constants were calculated. The enzyme stabilized by
poly(ethyleneimine) was selected as the best preparation to be applied in industry.
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