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Selected issues of non-conventional enzymology
Part | - Characterisation of enzymatic processes carried out in a
medium with subcritically low water content

Summary

Enzymology of non-agueous media, also termed a non-conventional
enzymology, is a discipline focused on chemical reactions catalysed by enzymes
in the media other than water. However, such environments always contain cer-
tain amount of water, either dissolved in a solvent or enzyme-bound. The latter
fraction of water is called an essential one, and it is crucial for the non-aqueous
enzymology, since it stabilises the conformation of protein molecule and deter-
mines its enzymatic activity. The paper presents structure, function, and meth-
ods of assays of the enzyme-bound water together with other water forms that
can also be found in reaction milieu. The methods of regulation of enzymatic
activity in non-aqueous media by using compounds capable of associating with
polar atoms of amino acid residues involved in catalysis, and thus positively in-
fluencing activity of enzymes, have also been discussed. The factors giving rise
to a decrease in catalytic activity of enzymes under non-aqueous conditions,
and methods of prevention against this phenomenon have also been analysed.

Key words:
non-conventional enzymology, enzymes, water activity, essential water
layer, non-aqueous media.


mailto:tad45an@snack.p.lodz.pl

1. Wstep

Zycie powstato w $rodowisku wodnym i nadal woda jest niezbedna do kontynu-
acji jego istnienia. Srodowisko wodne jest zatem naturalnym miejscem, w ktorym
przebiegajg procesy katalizowane enzymatycznie, jednakze dowiedziono ekspery-
mentalnie, ze enzymy moga katalizowaé réwniez reakcje zachodzace w Srodowi-
skach innych niz woda. Wykrycie mozliwosci stosowania takich niekonwencjonal-
nych Srodowisk niewodnych (np. rozpuszczalniki organiczne, ciekty CO2) do prowa-
dzenia reakcji chemicznych katatizowanych enzymatycznie znacznie rozszerzyto za-
kres zastosowania enzymow (tub komérek mikroorganizméw bedacych ich Zrodiem)
w procesach biotechnotogicznych (biokonwersji, biotransformacji). Powstat nowy kie-
runek nauki: enzymotogia niekonwencjonatna nazywana takze enzy-
mologig niewodng (non-water lub nonaqueous enzymology) (1,2).

W niekonwencjonalnych, tzn. innych niz woda $rodowiskach reakcji, jako kataliza-
tory wykorzystuje sie obecnie coraz szerzej zar6bwno preparaty enzymatyczne, jak
i cate komorki mikroorganizméw (biokatalizatory), aich potencjat katalityczny
wcigz zaskakuje badaczy. W odroznieniu od enzymdw stosowanych in vitro, w przy-
padku konieczno$ci wykorzystywania w procesie zywych komdrek mikroorganizméw,
in vivo, obok zamierzonego procesu katalitycznego zachodza réwnolegle réznorodne
przemiany metaboliczne zwigzane z funkcjami zyciowymi komorki. W tym przypadku
oddziatywanie Srodowiska reakcji na biokatalizator jest bardziej ztozone, a kierowa-
nie procesem bardziej skomplikowane oraz podlegajgce szeregu ograniczeniom, Kto-
re nie wystepuja w reakcjach katalizowanych przez enzymy zawarte w oczyszczonych
preparatach enzymatycznych (3-5). Prezentowany przeglad zagadnieri z enzymologii
niekonwencjonalnej zawezony zostat do probleméw zwigzanych z wykorzystaniem pre-
paratow enzymatycznych w niewodnych srodowiskach reakcji.

2. Rola m/iferozawartosci wody w $rodowisku reakcji

Okreslenie sSrodowisko niewdd ne dla przemian katalizowanych enzyma-
tycznie nie oznacza, ze reakcje te zachodzg w medium catkowicie pozbawionym
wody. Woda, cho¢ w niewielkiej ilosci jest zawsze obecha w tym, tzw. niewod-
ny m srodowisku reakcji, a jej role w katalizie enzymatycznej nalezy uznaé za pod-
stawowa. Wprowadzana jest zazwyczaj do Srodowiska reakcji jako zanieczyszcze-
nie: substratow, rozpuszczalnika, nosnika czy samego biokatalizatora. Czesto bywa
tez, ze jest celowo dodawana w niewielkich iloSciach, a w szczegdlnych przypad-
kach stanowi produkt reakcji (np. w reakcjach syntez katalizowanych przez lipazy
i proteazy) lub specjalnie wytworzong drugg faze medium reakcyjnego (reakcje pro-
wadzone w ukfadach dwufazowych).

Enzymy nie wykazujg aktywnosci katalitycznej w srodowisku catkowicie pozba-
wionym wody (przynajmniej jeszcze tego nie dowiedziono). Obecno$¢ czasteczek
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Rys. 1. Model amorficznej struktury wody (6). Szare i biate punkty obrazuja odpowiednio atomy tle-
nu i atomy wodoru, Jasnoszare linie - wigzania wodorowe.

wody {hydration ofprotein) jest bardzo wazna dla stabilizacji 3D struktury oraz ak-
tywnosci biatek. O podstawowej roli wody w procesie katalizy enzymatycznej
w $rodowiskach niewodnych decyduje wiasciwos¢ tworzenia przez nig na po-
wierzchni czgsteczki biatka enzymatycznego bardzo cienkiej, molekularnej war-
stewki, ktora jest z nig Scisle zwigzana i stabilizuje katalityczng konformacje enzy-
mu - dlatego okreslana jest terminem ,,woda niezbedna” tzn, niezbedna dla kata-
litycznej aktywnosci enzymu (enzyme's essential water layer). Molekuty wody wyka-
zujg wiasciwos¢ tworzenia wigzan wodorowych z wieloma atomami czasteczki
biatka znajdujacymi sie przy jej powierzchni, jak rowniez - z sasiadujgcymi czas-
teczkami wody.

Wiadomo, ze w roztworach wodnych czasteczki wody tworzg amorficzng sie¢
(rys. 1) przechodzaca w réznej wielkosci klastery (clusters). Te niewielkie ugrupowa-
nia czasteczek sg relatywnie stabilne, poniewaz kazda czasteczka wody zaanga-
zowana jest zwykle w tworzenie od ! do 4 wigzan wodorowych z sasiednimi. Udziat
wielokrotnych wigzan wodorowych w Kklasterze wody wzrasta wraz ze zwieksza-
niem sie liczby molekut w tym ugrupowaniu. Na przyktad, w klasterze zawierajgcym
120 molekut wigzania wodorowe stanowig az 95% ogdtu wigzan, w ktorych 80% to
wigzania pomiedzy czterema czasteczkami wody (dwie czasteczki jako donor i dwie
- jako akceptor) oraz 20% - to wigzania wodorowe pomiedzy trzema molekutami
wody (7). Ich wzajemne interakcje powodujg prawdopodobnie powstawanie wigk-
szych, np. dwudziestosciennych klasteréw. Woda obecna w $rodowisku apolarnych
rozpuszczalnikdw moze wystepowac wiasnie w postaci takich cyklicznych struktur
0 roznej wielkosci.

W Srodowisku niewodnym, podobnie jak w Srodowisku wodnym, polarne atomy
obecne w enzymie, a takze w czasteczkach substratéw i produktéw sa, w najwiek-
szym stopniu, otaczane molekutami wody. Tworzg one (tzn. polarne atomy wraz
z czasteczkami wody) struktury przestrzenne stabilizowane wielokrotnymi wigza-
niami wodorowymi oraz oddziatywaniami jonowo-dipolowymi. Dzieki coraz dosko-
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nalszym technikom modelowania molekularnego (molecular modeling) umozliwia-
jacym komputerowe symulacje efektow interakcji miedzy atomami i czasteczkami
(molecular dynamics simulation) mozna obecnie coraz szybciej i doktadniej wyjasniaé
oraz przewidywac w jaki spos6b woda obecna w Srodowisku reakcji wptywaé moze
na strukture przestrzenng biatek enzymatycznych i zmienia¢ dynamiczne wiasciwo-
$ci tych czasteczek.

Woda niezbedna zwigzana z powierzchnig biatka enzymatycznego w Srodo-
wisku apolarnym usztywnia jego konformacje katatityczng oraz pozwala na prze-
mieszczanie sie tadunkow elektrycznych miedzy polarnymi grupami aminokwasow.
Peten zasieg jej oddziatywania na enzym nie jest jednak catkowicie poznany. W jed-
nej z hipotez moéwi sie, ze woda niezbedna petni rote ,,smaru” lub tzw. ,plastyfika-
tora” enzymu, ktdry zwieksza jego elastyczno$¢ umozliwiajgc zmiany konformacyj-
ne biatka (polegajace m.in. na zrywaniu i tworzeniu wiazan wodorowych) optymalne
dla katalizy (8-11). W drugiej hipotezie szerzej rozpatruje sie role wody wychodzac
z przestanki, ze nie mozna w sposob jednoznaczny zinterpretowaé zaleznosci po-
miedzy dynamika zmian konformacji czasteczki enzymu a jego aktywnoscia. Twier-
dzi sie w niej, ze wazniejszy od zwiekszania ruchliwosci czasteczki biatka, jest
wptyw wody na inne wkasciwosci enzymu, np. na konformacje samego centrum ak-
tywnego enzymu i/lub potarnosé srodowiska w jego otoczeniu (12,13). jednakze
wiadomo juz, ze z pewnoscig woda dodana do Srodowiska reakcji wykazuje szeroki
zasieg oddziatywar wpltywajacych na aktywnos¢ enzymow, jak réwniez, iz zasieg
ten zalezny jest od stosowanego jako medium reakcyjne rozpuszczalnika organicz-
nego (14).

Zachowanie sie czasteczek wody znajdujgcych sie w najblizszym otoczeniu
biatka w medium wodnym bylo badane szczegétowo za pomoca spektroskopii
NMR (nuclear magnetic resonance). Stwierdzono, ze wzajemne zwigzanie molekut
wody w najblizszym sgsiedztwie biatka (microenvironment) oraz ich interakcja z po-
wierzchnig enzymu, a takze cechy fizykochemiczne i dynamiczne r6znig sie od
tych, charakterystycznych dla molekut wody obecnych w fazie ciektej (bulk phase)
(15-20).

W $rodowisku rozpuszczalnikéw organicznych, sita zwigzania, rejony wystepo-
wania i grubo$¢ warstwy ,wody niezbednej” jest cechg indywidualna, charaktei”-
styczng dla danego biatka enzymatycznego, uzalezniong od jego struktury prze-
strzennej oraz usytuowania i rodzaju grup funkcyjnych znajdujacych sie w strefie
powierzchniowej. Rozmieszczenie czasteczek wody w molekutach biatek bada¢ moz-
na wykonujac analizy spektroskopowe, np. NMR i FTIR (Fourier-transform infrared
spectroscopy) oraz rentgenograficzne (7,21). Na przyktad w przeprowadzonej anali-
zie rentgenograficznej glukoamylazy Aspergillus awamori wykazano, ze sie¢ zwigza-
nych wzajemnie wigzaniami wodorowymi dziesieciu czgsteczek wody tgczy dwa od-
dalone od siebie fragmenty tego biatka (7).
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3. Wplyw zawartosci wody w ,,niewodnym” Srodowisku reakcji

Zmiany zawartosci wody w tzw. niewodnym $rodowisku reakcji (np. rozpusz-
czalniku organicznym) wplywajg w sposéb istotny na przebieg biokatalizy. Zawar-
tos¢ wody w mieszaninie reakcyjnej mozna okre$laé podajac jej realne stezenie
(oznaczane np. metoda Karla Fischera) lub mierzac w $srodowisku aktywno$¢ wody.
Na podstawie wynikow licznych prac eksperymentalnych udowodniono, ze stan
uwodnienia medium reakcyjnego opisywany jest z wieksza realnoscig przez
okreslanie aktywnosci wody (aw) (22-27). Parametr ten najtrafniej wyraza ciggtosé
zmian stanéw energetycznych wody, definiowanych czasem jako woda: wolna, zwigza-
na lub dostepna.

W urzadzeniach do pomiaru aktywnosci wody detekcji podlega jedynie obecna
w probce, tzw. woda wolna, czasem nazywana niezwigzana lub aktywna.
Poza nig, w probce obecna jest zawsze woda na réznych poziomach zwigzania (po-
przez wigzania wodorowe, jonowo-dipolowe lub inne, silniejsze wigzania chemicz-
ne). Zwigzanie to powoduje ograniczenie jej dostepnosci jako rozpuszczalnika dla
komponentow znajdujacych sie w Srodowisku prébki. Z tych tez powodoéw rezultaty
uzyskiwane metodami analitycznymi, stuzagcymi do oznaczania catkowitej zawarto-
sci wody w prébce (np. metoda Karla Fischera), zazwyczaj odbiegajg od tych, otrzy-
mywanych za pomocg urzadzenn do pomiaru aktywnosci wody, w ktérych pomiar
sprowadza sie do wyznaczenia stezenia pary wodnej nad rozpuszczalnikiem.

Stwierdzono, ze optymalna warto$¢ aktywnosci wody, tzn. ta, przy ktérej dany
enzym wykazuje najlepsze uzdolnienia katalityczne, jest cechg indywidualng zalez-
ng od wiasciwosci enzymu, rodzaju rozpuszczalnika organicznego oraz typu katali-
zowanej reakcji. Thumaczy sie, ze przy zbyt niskiej wartosci aktywnosci wody nie
jest zapewniona dostateczna hydratacja biatka enzymatycznego, a przy zbyt wyso-
kiej - zachodzi aglomeracja enzymu (28). W wykonanych badaniach kinetycznych
lipaz w reakcji syntezy estréw wykazano, ze zmiany wartosci aw srodowiska niewod-
nego wplywajg na warto$¢ V"ax- a nie zmieniajg statych Michaelisa (zatem powino-
wactwa) wzgledem obu substratow (kwasu i alkoholu), co wskazuje, ze woda w nad-
miarze dziata jak inhibitor kompetycyjny enzymu (29). Powyzszg hipoteze potwier-
dzono na podstawie wynikow badan kinetycznych lipaz w reakcjach hydrolizy tria-
cylogliceroli dowodzac, ze enzymy te wykazujg wyzsze powinowactwo wzgledem
wody (bedacej substratem w reakcji hydrolizy) niz wzgledem triacyloglicerolu (30,31).

Aktywnos¢ wody jest pochodng stezenia wody w Srodowisku. Zatem prowadzac
reakcje w Srodowisku rozpuszczalnikéw organicznych wielko$¢ te mozna regulowac
in plus - poprzez bezposrednie dodanie wody lub jej wprowadzenie posrednie
(wraz z enzymem, substratem czy rozpuszczalnikiem) albo in minus - przez jej usu-
wanie za pomocg specjalnych pochtaniaczy wody (np. sita molekularne, silikazele)
czy zastosowanie podcisnienia. Aktywno$¢ wody w rozpuszczalnikach organicznych
mozna ustala¢ na zadanym, statym poziomie dodajac do nich odpowiednich, uwod-
nionych soli nieorganicznych (32-36).
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Woda zawarta w no$niku immobilizowanego enzymu (a takie preparaty sg szcze-
golnie przydatne w prowadzeniu reakcji w srodowiskach niewodnych) takze powo-
duje wzrost aktywnosci wody w $rodowisku reakcji (34). Nalezy wzig¢ pod uwage,
ze aktywno$¢ wody w immobilizowanych biokatalizatorach przechowywanych na
powietrzu w temperaturze pokojowej zalezy od wartosci a® otoczenia, moze si¢ za-
tem zmienia¢. Dlatego wskazane jest przechowywanie preparatéw enzymatycznych
w szczelnie zamknietych naczyniach, a takze dodatkowe kontrolowanie (i/lub regu-
lacjg) aktywnosci wody przed zastosowaniem ich w reakcji prowadzonej w srodowi-
sku niewodnym.

Metodg NMR badano wode zwigzang z subtylizyng Carlsberg, ktéra zawieszano
w heksanie, benzenie lub toluenie oraz z a-chymotrypsyng umieszczong w heksanie
(32). W celach badawczych molekuty wody zwigzanej zamieniano uprzednio na mo-
lekuty wody deuterowanej. Stwierdzono, ze izotermy sorpcji wody dla subtylizyny
we wszystkich badanych rozpuszczalnikach sg bardzo podobne. W badaniach wyka-
zano, ze mierzac aktywno$¢ wody mozna przewidywac ilos¢ wody zwigzanej z biatkiem
umieszczonym w niepolarnym organicznym rozpuszczalniku. Pordwnanie stopni hy-
dratacji biatek enzymatycznych osigganych w niepolarnych rozpuszczalnikach i w po-
wietrzu wskazuje, ze medium o niskiej statej dielektrycznej powoduje adsorpcje
i silne zwigzanie wody z biatkiem, natomiast ilo$¢ wody luZzno zwigzanej znacznie
sie w tych warunkach zmniejsza. Sugeruje to, ze hydrofobowe regiony powierzchni
biatek sa w tych warunkach solwatowane raczej przez molekuty rozpuszczalnika or-
ganicznego i, ze w $srodowisku niepolarnym tworzenie warstwy wody niezbednej na
catej powierzchni biatka nie jest termodynamicznie uprzywilejowane (32).

W termograwimetrycznych badaniach homogennych lipaz Candida rugosa poka-
zano, na przyktad, ze warstwa wody niezbednej dla dwdch form tych enzymow,
A i B, jest r6zna. Zmierzono, ze molekuta lipazy A pokryta jest 522 czasteczkami
wody, podczas gdy forma B tej lipazy - tylko 220 molekutami wody. Przyjmujac, ze
powierzchnia lipazy ma ksztatt kuli o Srednicy 69 A, a woda - o $rednicy 0,9 A, wy-
liczono, ze w przypadku formy A czasteczki wody pokrywajg ok. 10% powierzchni
tego biatka, a dla formy B - ok. 4% powierzchni (33).

Catkiem odrebnym zagadnieniem jest biokataliza w $rodowiskach dwufazowych:
woda-rozpuszczalnik organiczny. Uktady tego typu stosowane sg w wielu procesach
biotransformacji, szczeg6lnie przy wykorzystaniu catych, zywych komaérek mikroor-
ganizmow jako Zrodia enzymu. Zwyczajowo zawarto$¢ wody w takich uktadach jest
wyrazana za pomocg wspotczynnika stosunku objetosciowego faz A (definiowanego
wzorem; A = Vorg Alwody gdzie: Vorgjest objetoscig fazy organicznej, a Vwody - ob-
jetoscig fazy wodnej). Istotny - podczas optymalizacji warunkéw procesu prowa-
dzonego w S$rodowisku dwufazowym - jest dobor odpowiednich proporcji wo-
da-rozpuszczalnik organiczny, gdyz wielkos¢ wspdtczynnika A wywiera znaczacy
wpltyw na wydajno$¢ reakcji katalizowanej przez enzymy (37-41).
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4. Modyfikacje warstwy wody niezbednej na powierzchni enzyméw

Substancje obecne w medium reakcyjnym wn i kaj g w $ci$le zwigzang z czas-
teczkg enzymu warstwe wody niezbednej z efektywnoscia, ktora zalezy od stopnia
ich polarnosci. Substancje polarne (np. rozpuszczalniki polarne typu: acetonitryl,
aceton) tatwiej niz apolarne (np. heksan, izooktan) zmieniajg strukture tej warstwy
wody. W ten sposéb obecnos¢ w bezposrednim otoczeniu molekuty biatka czaste-
czek innych niz woda powoduje tzw. modyfikacje lub zaktdcenie warstwy
wody niezbednej i moze prowadzi¢ do zmian aktywnosci enzymu. Mechani-
zmem tym wyjasniane sg zmiany aktywnosci enzymow w réznych mediach niewod-
nych.

Rozpuszczalniki hydrofilowe, tatwo ,,wnikajace” miedzy czgsteczki wody, moga
doprowadzi¢ do usuniecia warstwy wody niezbednej z powierzchni enzymu, co
przejawia sie zazwyczaj destabilizacjg konformacji biatka i czesto inaktywacjg enzy-
mu. Na przyktad, w pracach (42,43) dowiedziono, ze lipaza Mucor circinelloides ogrze-
wana przez godzine w temp. 100°C, w Srodowisku apolarnych rozpuszczalnikéw or-
ganicznych (jak eter naftowy, cykloheksan, heptan, benzen), ktérych czasteczki w o-
graniczonym stopniu zmieniajg strukture warstwy wody niezbednej enzymu, wyka-
zywala wysoka stabilnos$¢. Natomiast w tych samych warunkach, lecz w $rodowisku
rozpuszczalnikéw hydrofilowych (woda, etanol, glicerol) enzym ten ulegat szybko
denaturaciji.

W innych badaniach (44) wykazano, ze subtylizyna w dioksanie i acetonitrylu ma
takg samg strukture krystalograficzng jak w wodzie. Budowa centrum katalityczne-
go enzymu w tych trzech rozpuszczalnikach jest podobna. Stwierdzono poza tym,
ze zaréwno molekuty dioksanu jak i acetonitrylu wiaza sie z biatkiem, przy czym
w réznych miejscach (44). W kolejnej pracy (45) podano, ze struktury krystaliczne
przejsciowych form acylo-enzymu w wodzie i w acetonitrylu sg takie same, co do-
wodzi, ze mechanizm reakcji katalizowanej przez subtylizyne w obu tych rozpusz-
czalnikach jest identyczny. Zatem, mozna przypuszczaé, ze obserwowany odmienny
sposéb wigzania molekut réznych rozpuszczalnikéw w centrum aktywnym z acy-
lowg formg posrednig i wolnym enzymem moze by¢ odpowiedzialny za zmiany ste-
reospecyficznosci enzymoéw w réznych rozpuszczalnikach.

Whbrew powszechnemu przekonaniu prezentowanemu w dotychczasowym pis-
miennictwie naukowym stwierdzono ostatnio, ze enzymy podlega¢ mogg aktywacji
rowniez w $rodowisku apolarnych rozpuszczalnikow organicznych. Zjawisko to
zwigzane jest w pewien sposob wihasnie z modyfikacjg warstwy wody niezbednej na
powierzchni enzymdw. Pozytywne oddziatywanie na czasteczki enzymoéw w me-
diach niewodnych wywierajg niektére substancje syntetyczne i naturalne, gene-
rujace tworzenie wigzan wodorowych. Co interesujace, substancje takie jak, np.
NN-dimetyloformamid, pirydyna, piperazyna, bromek cetylopirydyniowy moga wy-
datnie zwigkszy¢ aktywnos$¢ enzymu (46,47). W cytowanych badaniach wykazano
ponadto, ze omawiane substancje dziata¢ moga w dwojaki sposob, tzn. w zaleznosci
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Rys. 2. Wplyw stezenia dietanoloaminy (DEtA) i trietanoloaminy (TEtA) na aktywno$¢ lipaz Mucor
w reakcji syntezy oleinianu butylu w $rodowisku eteru naftowego (cyt. za (31)).

od ich stezenia w $rodowisku reakcji moga by¢ aktywatorami lub inhibitorami enzy-
moéw. Na przyktad, wprowadzenie dietanoloaminy (DEtA) lub trietanoloaminy (TEtA)
w ilosci 0,0067-0,012 mmola do $rodowiska reakcji katalizowanej przez lipazy Mu-
cor circinelloides i M. racemosus zwieksza aktywnos$¢ tych enzymdw w reakcji syntezy
oleinianu butylu od 1,7 do 1,9 razy (rys. 2) (42,43). Podczas gdy przy dodatku
0,08 mmola tych substancji - aktywnos$¢ lipaz jest bliska zeru.

Wykryto réwniez, ze grupg substancji, ktérych dodatek do niewodnego Srodo-
wiska reakcji powoduje wzrost aktywnosci enzymdw sg etery koronowe. Zastoso-
wano je, np. do aktywacji proteinazy serynowej i a-chymotrypsyny w reakcjach pro-
wadzonych w rozpuszczalnikach organicznych (48-50).

Molekularny mechanizm zwiekszania aktywnosci enzyméw (w szerszym pojeciu
jej regulacja) w mediach niewodnych przez omawiane substancje, nie jest do korca
poznany. W efekcie badan nad lipazami wymienianych szczepdw Mucor postawiono
hipoteze, ze polega on na wytworzeniu katalitycznie korzystnych asocjacji pomie-
dzy substancjg modyfikujaca a resztami aminokwasdéw waznymi dla aktywnosci en-
zymu. Zbadano, ze pozytywne, z punktu widzenia katalizy, oddziatywanie niekto-
rych substancji na badane lipazy zwiazane jest z generowanymi przez nie zmianami
przestrzennego usytuowania tryptofanu lezacego na powierzchni tzw. wieczka {lid,
flap) lipaz. Wskazuje to na wptyw tych substancji na potozenie wieczka wzgledem
aktywnego centrum lipazy. Oznaczatoby to, ze molekularne podstawy aktywacji li-
paz M. circinelloides i M. racemosus w $rodowisku niewodnym sg identyczne jak akty-
wacji miedzyfazowej w srodowisku wodnym w obecnosci substratow hydrofobo-
wych, chociaz przyczyna jej zaistnienia jest inna. Przypuszcza sie, ze opisywane zja-
wisko zachodzi w efekcie utworzenia wigzain wodorowych pomiedzy indolowg
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resztg tryptofanu znajdujaca sie na powierzchni ,,wieczka” a substancjg generujacg
te wigzania (pirydyna, TEtA, DEtA, itp.), co zmienia potozenie ,,wieczka” wzgledem
centrum aktywnego enzymu na korzystne katalitycznie (31).

W interpretacji efektéw dziatania eterow koronowych uwaza sie, ze tworza one
kompleksy z biatkiem poprzez aminowe grupy lizyny. Te makrocykliczne interakcje
zmniejszajg mozliwo$¢ formowania miedzyczasteczkowych i wewngtrzkomorko-
wych mostkoéw elektrolitycznych w enzymie, co w konsekwencji obniza bariere ki-
netyczng oraz umozliwia konformacyjne zmiany biatka. Na skutek zmian sfatdowa-
nia molekuty enzymu powstaje konformacja bardziej aktywna i termodynamicznie
stabilna (50).

5. ,,Pamie¢ pH”

W rozpuszczalnikach apolarnych pojecie pH Srodowiska reakcji nie ma sensu fi-
zycznego. Nie oznacza to, ze tadunek elektryczny polarnych grup czynnych biatka
enzymatycznego (tak wazny dla regulacji aktywnosci enzymu w $rodowisku wod-
nym) nie wptywa na szybko$¢ przemian katalizowanych przez enzymy w Srodowisku
niewodnym.

Klibanov i in. (51,52) stwierdzili, ze enzymy umieszczone w Srodowisku niewod-
nym ,,posiadajg pamie¢” pH. Pod tym pojeciem nalezy rozumie¢ wiasciwos¢ biatek
enzymatycznych polegajaca na tym, ze w rozpuszczalniku organicznym polarne gru-
py reszt aminokwasow wykazujg tadunek elektryczny ,,wyniesiony” z roztworow
wodnych, w ktérych biatko przebywato przed umieszczeniem w medium niewod-
nym. Najprostszy sposob regulacji tego parametru polega na liofilizacji biokataliza-
tora rozpuszczonego (lub zawieszonego) w roztworze o zgdanym, optymalnym pH.
Enzym o odpowiednio ,,nastawionym” pH stosowany nastepnie w medium niewod-
nym wykazuje najwyzsza aktywno$¢ katalityczng. Stan jonizacji biatek enzymatycz-
nych mozna tez w pewnym zakresie zmieni¢ wprowadzajac do rozpuszczalnika or-
ganicznego skiadniki buforéw, tzn. odpowiednie mieszaniny kwasOw rozpuszczal-
nych w fazie organicznej i ich skoniugowanych zasad (52-54).

6. Potencjat elektrostatyczny enzymu

Potencjat elektrostatyczny powierzchni enzymu odgrywa znaczacg role w katalizie
prowadzonej zaréwno w Srodowisku wodnym jak i niewodnym. jego warto$¢ i usytu-
owanie jest pochodng liczby oraz rodzaju atomow polarnych zlokalizowanych na po-
wierzchni enzymu jak réwniez stopnia ich jonizacji, jaaskelainen i in. (55) liczyli me-
toda molekularnego modelowania potencjaty elektrostatyczne komplekséw lipazy
Rhizoniucor miehei z réznymi substratami. Stwierdzili, ze katalitycznie wazne wigzania
wodorowe sg tworzone fatwiej, kiedy kwas jest zlokalizowany w hydrofobowym, a es-
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ter w hydrofilowym regionie centrum aktywnego. Postawiono hipoteze, ze r6znice
miedzy warto$ciami potencjatéw elektrostatycznych na powierzchni czasteczki lipazy
moga pomagac¢ w odpowiedniej orientacji tego biatka w przestrzeni miedzyfazowe;j.
Petersen i in. (56) wykazali, ze rozktad elektrostatycznego potencjatu na powierzchni
molekuty lipazy (bedacy funkcja pH) oddziatuje w duzym zakresie na profil pH aktyw-
nosci enzymow.

7. Aktywno$¢ enzymdéw w Srodowisku niewodnym

Aktywnos$¢é enzyméw w Srodowisku niekonwencjonalnym (niewodnym) jest za-
zwyczaj nizsza niz w Srodowisku wodnym (57). Wyjatek stanowig enzymy hydroli-
tyczne katalizujace reakcje rewersji - w $rodowisku wodnym (aw ~ 1) praktycznie
nie wykazujg one aktywnosci syntetycznej. Natomiast ich zdolno$¢ do katalizowa-
nia reakcji hydrolizy jest uzalezniona od stezenia wody (bedacej jednym z substra-
tow) w Srodowisku reakcji. W $srodowisku rozpuszczalnikdw organicznych steze-
nie molowe wody jest zawsze nizsze niz w wodzie (w ktérej wynosi ono maksy-
malnie 55,55 M), co niewatpliwie wywiera niekorzystny wptyw na szybkos$¢ reakcji
hydrolizy prowadzonej w takich mediach. Czesto trudno jest, w takim przypadku,
podwyzszy¢ rozpuszczalnos¢ wody bezposrednio w srodowisku, ale mozna zwiek-
szy¢ dostepnos¢ czasteczek wody dla enzymu, prowadzac procesy w dwufazo-
wych ukfadach micelialnych. Reakcje hydrolityczne biegngce w takich uktadach,
inaczej niz w wodzie, charakteryzuje sie podajgc state kinetyczne wyznaczane od-
dzielnie wzgledem obu substratéw reakcji, np. estru i wody w reakcjach hydrolizy
estrow.

Uwaza sie, ze Katalityczna aktywno$¢ enzymoéw w rozpuszczalnikach niewod-
nych moze ulega¢ obnizeniu z nastepujacych powodoéw, wg (57):

1. Ograniczonej dyfuzji substratow.

Zmniejszonej dostepnosci substratow do centrum aktywnego enzymu.
Strukturalnych zmian w biatku enzymatycznym.

Ograniczenia mozliwosci zmian konformacyjnych enzymu.

Wzrostu energii aktywacji.

6. Niewtasciwego pH mikrootoczenia enzymu (Scislej niewtasciwego stanu joni-
zacji polarnych grup enzymu).

Istnieje zatem wiele fizykochemicznych czynnikdw, ktére moga obniza¢ aktyw-
no.s¢ enzymdw w rozpuszczalnikach organicznych. Efekty dziatania niektérych z tych
czynnikbw mozna zminimalizowaé (tab.).

o~ wd
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Tabela

Przyczyny obnizenia aktywnosci enzyméw w rozpuszczalnikach organicznych (wg 57)

Caynnik 'o,bnlzajqcy Komentarz Srodki zaradcze

aktywno$¢ enzymu
ograniczenie procesow  wptyw nie tak duzy, jak sie powszechnie uwaza - intensywne mieszanie w trakcie procesu
dyfuzji - stosowanie bardzo dobrze rozdrobnionych

preparatéw enzymatycznych

blokada centrum odpowiada za kilkakrotne obnizenie aktywnosci - jesli mozliwe, uzywa¢ raczej formy krysta-
aktywnego liczne niz amorficzne biatek enzymatycznych

zmiany konformacyjne  wystepuja podczas liofilizacji i innych zabiegbw - stosowa¢ lioprotektanty
dehydratacji. Forma CLC jest bardziej odporna - alternatywa jest tworzenie komplekséw en-
Zazwyczaj nie sa spowodowane przez kontakt z zymu z substancjami amfifilnymi, rozpuszczal-
rozpuszczalnikiem nymi w rozpuszczalnikach organicznych
- stosowanie formy CLC enzyméw
niekorzystna energetycznie hydrofobowy rozpuszczalnik silnie ,wigze” hy- — dobieranie rozpuszczalnika, dla ktorego nie
desoiwatacja substratu  drofobowy substrat. Oddziatywanie to moze po- wystepuja niekorzystne interakcje rozpuszczal-
wodowaé nawet 100-krotng redukcje aktywno- nik — substrat (zbyt silne wigzanie)

sci
destabilizacja stanu prawdopodobna gdy stan przejéciowy {transi- - wybranie rozpuszczalnika korzystnie oddzia-
przejéciowego tion state) jest przynajmniej czesciowo dostep- tujacego z kompleksem enzym-substrat w sta-
ny dla rozpuszczalnika nie przejsciowym

zredukowana mozliwos¢  bezwodny, hydrofilowy rozpuszczalnik moze - optymalizowanie wartosci a*
zmian konformacyjnych  usuna¢ warstwe wody niezbednej, co wywotuje — uwodnienie rozpuszczalnika
co najmniej 100-krotne obnizenie aktywnosci — stosowanie hydrofobowego rozpuszczalnika
- stosowanie substancji modyfikujacych wars-
twe wody niezbednej
nieoptymalne pH moze powodowaé nawet 100-krotny spadek ak- — odwadnianie enzymu z roztworéw wodnych
tywnosci o pH optymalnym
- stosowanie buforéw fazy organicznej

CLC - cross-linked crystals.

Rozszerzajac informacje zawarte w tabeli nalezy dodac, ze do korygowania jed-
nego z najwazniejszych parametréw, tzn. stanu jonizacji biatka enzymatycznego
w $rodowisku niewodnym stosowa¢ mozna specjalne bufory dla fazy organicznej
(organo-soluble buffers). Sa to mieszaniny rozpuszczalnych w rozpuszczalnikach orga-
nicznych kwasow i ich soli sodowych badz amin i ich chlorowodorkéw (58-61). Row-
nania ukazujg zasade kontroli rownowagi stanu jonizacji enzymu przez te dwie kla-
sy buforéw (61):

Enz-COOH + ANa+  Enz-COO Na+ -f AH m
Enz-NH2 + BH+ Cf  Enz-NH3+Cl- -f B 2

Dobér buforu uzalezniony jest od wiasciwosci enzymu i hydrofobowosci (potar-

nosci) rozpuszczalnika. Na przyktad odpowiedni stan jonizacji lipazy z Rhizomucor
miehei w Srodowisku pentanonu-3 uzyskiwano przez dodatek trdjizooktyloaminy
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i jej chlorowodorku, a subtylizyny Carlsberg w heksanie i toluenie - poprzez doda-
tek tréjdodecyloaminy (TDA) i jej chlorowodorku (61). Udowodniono, ze w ten spo-
sob zapewni¢ mozna wysoky aktywnos$¢ preparatéw réznych enzymow (liofilizowa-
nych i CLC) stosowanych w rozpuszczalnikach organicznych.

Z kolei, aby uniemozliwi¢ denaturacje enzymow podczas ich odwadniania stosu-
je sie lioprotektanty, takie jak: rozne sacharydy, glikol polietylenowy lub sole mine-
ralne (zwiaszcza KCI), substratopodobne ligandy i etery koronowe (57,59). Innym
rozwigzaniem jest tworzenie komplekséw enzymdw z czasteczkami surfaktantow
(lub innych substancji amfipatycznych) rozpuszczalnych w rozpuszczalnikach orga-
nicznych (57,62). Enzymy posiadajg najwidoczniej w tych kompleksach konformacije
zblizong do naturalnej. Rozwigzania te doprowadzi¢ mogg do podwyzszenia aktyw-
nosci enzymow w rozpuszczalnikach organicznych, nawet od 3 do 4 rzeddéw wiel-
kosci.

Bardziej efektywng metodg uzyskiwania aktywnych w $rodowiskach rozpusz-
czalnikbw organicznych enzyméw jest tzw. bioimprinting (wykonanie
odcisku) - sposob polegajagcy na umieszczaniu w czasteczkach enzymu, przed
jego odwodnieniem (np. przez liofilizacje), odpowiedniego liganda, najczesciej ta-
kiego, ktdry lokuje sie w centrum katalitycznym (sa to np. analogi substratow) i usu-
nieciu go z odwodnionego biatka (0 usztywnionej juz strukturze) odpowiednim roz-
puszczalnikiem organicznym (63). Biatko ,,zapamietuje” konformacje korzystng dla
katalizy i mozna je dodatkowo zimmobilizowaé, np. usieciowa¢ (metoda CUP, cros-
slinked imprinted proteins (64,65)). Uzyskano w ten sposdb wysoko aktywne w nie-
wodnych $rodowiskach, czesto o zaprojektowanej enancjo- czy stereospecyficzno-
éci, proteazy (a-chymotrypsyne, subtylizyne) (66,67), hydrotaze epoksydowa (68)
i lipazy (69-72). W ostatnim przypadku imprinting polega na odwadnianiu lipazy, np.
w obecnosci substancji amfifilnej (technika IAMI, interfacial activation based molecular
bioimprinting). Idea tych metod zaczerpnieta jest z techniki nazywanej w skrdcie MIP
(molecular imprinting polymer) wykorzystywanej w chemii do wytwarzania polimeréw
stosowanych w rozdziatach chromatograficznych, w separacji enancjomeréw oraz
w biosensorach.

Innym, wydajnym sposobem zwiekszania katalitycznych uzdolnier enzyméw
w rozpuszczalnikach niewodnych jest ,,rozluznienie” ich struktury za pomocg wody.
W efekcie dodania malej ilosci wody do rozpuszczalnika organicznego, lub przez
podwyzszenie aktywnosci wody (aw) w Srodowisku oraz przez dodanie wodopodob-
nych wspotrozpuszczalnikow do niewodnego srodowiska reakcji aktywnos¢ enzy-
matyczng mozna podwyzszy¢ 100-1000-krotnie (w poréwnaniu do wartosci w bez-
wodnym rozpuszczalniku organicznym) (57). Wiecej sposobow zabezpieczania ak-
tywnosci enzyméw - bedacej podstawg ich wydajnego funkcjonowania w srodowi-
sku niewodnym - podano w tabeli. W tabeli nie wspomniano o najefektywniej-
szych metodach podwyzszania aktywnosci enzymoéw w $rodowiskach niewodnych,
mianowicie 0 sposobach ktérymi dysponuje inzynieria genetyczna, gdyz wymaga-
tyby one oddzielnego, obszernego omdéwienia.
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8. Podsumowanie

Na podstawie dostepnej literatury wykazano, ze aktywno$¢é enzyméw w Srodo-
wisku niewodnym jest zazwyczaj nizsza niz w wodzie. By¢ moze w przysztosci moz-
liwe bedzie uzyskanie enzymow wykazujacych wyzszg aktywno$¢ w rozpuszczalni-
kach organicznych anizeli w wodzie, na przyktad w efekcie optymalizacji ich aktyw-
nosci w rozpuszczalnikach organicznych z wykorzystaniem metody bioimprinting,
tzn. przez odcisk czasteczki substratu (57), ktéra stosowana bedzie w potaczeniu
z modyfikacjami enzymoéw metodami inzynierii genetycznej. Warunkiem jest pozna-
nie, obok przestrzennej struktury enzymu, zasad rozpoznawania substratu przez
enzym oraz nabycie umiejetnosci w petni kontrolowanego ksztattowania centrum
aktywnego z wykorzystaniem metod komputerowego modelowania oraz inzynierii
genetycznej. Przyszie biokatalizatory efektywnie dziatajace w mediach niekonwen-
cjonalnych beda, by¢ moze, przygotowywane na bazie polimeréw, np. syntetycz-
nych, trwatych w tych Srodowiskach, po nadaniu im ksztattu i wprowadzeniu grup
funkcyjnych odpowiednich dla centrum katalitycznego zadanego enzymu (jest to je-
den z rozwijanych juz kierunkéw MIP, molecular imprinting polymer) (73-75).

W badaniach struktury czasteczek DNA w $rodowisku rozpuszczalnikéw orga-
nicznych udowodniono zaréwno zachowywanie jak i tworzenie sie podwajnej helisy
w Srodowiskach 99% glicerolu i 99% glikolu etylenowego. Taka struktura DNA nie
wystepowata natomiast w 99% amidzie kwasu mréwkowego, metanolu i DMSO. Od-
dziatywanie rozpuszczalnikow na DNA, generalnie podobne do ich oddziatywania
na biatka, wskazuje na duze znaczenie hydrofobowych interakcji dla stabilnosci
struktury tych czgsteczek. Sugeruje to, ze woda nie jest wyjatkowym i jedynym me-
dium, w ktérym biatka i kwasy nukleinowe posiadajg natywng (aktywna) strukture
(76).

Przedstawione przykfady zastosowania enzyméw w mediach niekonwencjonal-
nych rozwiato dotychczasowe, popularne przekonanie, ze biokatalizatory te powin-
ny by¢ jedynie aktywne w wodzie, poniewaz ,tak... zaplanowata natura”.

Praca finansowana byla z grantu Komitetu Badan Naukowych PBZ KBN 021/P06/99/22.
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