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Nonaqueous media - site of enzymatic catalysis

Summary

Lipases, esterases, acylases, glycosidases, aldolases are the most used en-
zymes in synthetic organic chemistry. Among the biocatalysts, lipases are the
most frequently used. This class of enzymes is able to catalyze the hydrolysis of
carboxylic acid esters in aqueous medium on the reverse reaction in organic sol-
vents. The use of enzymes in organic solvents is now well established and there
are several advantages of conducting enzymatic reaction in water poor media
such as increased solubility of hydrophobic substrates, shifting of thermody-
namic equilibrium in favour of synthesis over hydrolysis and increased
thermostability of the enzyme. However, the practical application of enzyme in
organic solvents has been hampered by tbe low catalytic activities compared to
those expressed in water. This review highlights recent research on the stabili-
zation of enzymes using both chemical and biological means to increase the
lifetime of the biocatalyst.
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1. Wprowadzenie

Aktywacja enzymow w rozpuszczalnikach organicznych Jest
godnym uwagi osiggnieciem w dziedzinie enzymologii oraz che-
mii organicznej. Wiele enzymoéw wykazuje aktywno$¢é w rézno-
rodnych rozpuszczalnikach organicznych, a ich wydajnos¢ katali-
tyczna w organicznych srodowiskach jest poréwnywalna do tej
w wodzie. Z analitycznego punktu widzenia zastgpienie wody
rozpuszczalnikiem organicznym zapewnia liczne zalety przepro-
wadzania enzymatycznych reakciji:
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- przesuniecie termodynamicznej réwnowagi reakcji w kierunku syntezy es-
trow,

- wzrost rozpuszczalnosci niepolarnych substratéw i produktow,

- wieksza wydajnos¢ reakcji spowodowang pominieciem diugotrwatych proce-
dur w czasie odzysku produktu oraz tatwiejszy odzysk produktéw,

- tatwy odzysk enzymu,

- wyeliminowanie wielu zaleznych od wody ubocznych reakcji, m.in. hydrolizy
czy polimeryzaciji,

- eliminacje mikrobiologicznych zanieczyszczen,

- wzrost termostabilnosci enzymu,

- mozliwos¢ zmiany substrato- i enancjoselektywnosci,

- inhibicja enzymu, wywotana przez lipofilne substraty czy produkty, jest zmini-
malizowana z powodu ich matego stezenia na powierzchni enzymu (1,2).

Obecnie prowadzone w wielu laboratoriach naukowych badania koncentrujg sie
gtdbwnie na wyjasnieniu struktury i wkasciwosci enzymoéw w niewodnym Srodowisku,
udoskonalaniu wtasciwosci katalizatorow do stosowania ich w organicznych roz-
puszczalnikach, projektowaniu nowych typow reakcji, i w koricu na wdrazaniu tych
nowych osiggnie¢ dla zastosowan syntetycznych.

2. Wplyw wody na katalityczng aktywnos¢ enzymu

Catkowicie bezwodny rozpuszczalnik nie jest zdolny do utrzymania aktywnosci
enzymu. Niewielka ilos¢ wody jest zawsze wymagana przez enzym dla zachowania
jego natywnej struktury odpowiedzialnej za katalize. Woda dziatajac jako ,,nawil-
zacz” pozwala enzymom na wykonywanie konformacyjnych ruchéw wymaganych do
optymalnej katalizy. Organiczne rozpuszczalniki nie sg do tego przystosowane, po-
niewaz nie posiadajg one, tak jak woda, zdolnosci do angazowania sie w wielokrot-
ne wigzania wodorowe. Majg réwniez matg stata dielektryczna prowadzaca do sil-
nych elektrostatycznych oddzialywan i powodujaca tym samym wiekszg sztywnos¢
biatek (3). Wskazuje to, ze enzymy powinny by¢é mniej aktywne w bezwodnych roz-
puszczalnikach anizeli w wodzie witasnie z powodu ograniczonej ruchliwosci kon-
formacyjnej. jednak obecnos¢ mocno zwigzanej monowarstwy wody wokot czags-
teczki enzymu przyczynia sie do tego, ze bialka enzymatyczne wykazujg znaczng
aktywnos¢ katalityczng w takich podiozach (4).

Woda wystepujgca w biologicznych systemach podzielona jest na dwie fizycznie
rézne kategorie. Wiekszos¢ wody (ponad 98%) stuzy jako ,prawdziwy” rozpuszczal-
nik (tzw. woda catkowita - rozpuszczona w calej niewodnej fazie), podczas gdy
mata frakcja jest mocno zwigzana z powierzchnig enzymu (tzw. woda zwigzana).
Zaks i Klibanov (4) udowodnili, ze aktywno$¢ enzymu jest zalezna od ilosci wody
zwigzanej z biatkiem, a nie od stezenia wody w rozpuszczalniku organicznym.
Stwierdzili réwniez, ze woda zwigzana z czasteczkg enzymu mogta nie tworzyé
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Rys. Uproszczony schemat katalizy enzymatycznej w rozpuszczalniku organicznym (6).

prawdziwej monowarstwy otaczajacej enzym, ale raczej tworzyla kilka skupisk zlo-
kalizowanych prawdopodobnie wokét natadowanych i polarnych regionéw na po-
wierzchni enzymu (rys.).

Woda zwigzana z enzymem jest istotniejsza dla struktury i aktywnosci biokatali-
zatora anizeli woda catkowita. Woda zaadsorbowana do czgsteczki enzymu wptywa
na mechanizm dziatania i strukture biatka réznymi sposobami:
oddziatujac na strukture enzymu poprzez niekowalencyjne wigzania,
zmieniajgc strukture biatka przez rozrywanie wigzan wodorowych,
utatwiajgc dyfuzje reagentow,

- wplywajgc na przesuniecie rownowagi reakciji.

Zbyt mata zawartos¢ wody generalnie obniza aktywnos¢ enzymu. Z kolei wysoka
zawarto$¢ wody moze réwniez redukowaé szybkos¢ reakcji poprzez agregacije czas-
teczek enzymu oraz wywolujgc ograniczenia dyfuzyjne (7). Optymalna ilos¢ wody
istotna dla reakcji katalitycznej czesto zawiera sie w waskim przedziale. Odpowiedz
na decydujace pytanie dotyczace tego, jak duza ilos¢ wody jest konieczna dla utrzy-
mania katalitycznej aktywnos$ci, zalezna jest od samego enzymu. Sg enzymy, dla
dziatania ktérych wystarczajgca jest duzo nizsza ilos¢ wody, niz wymagana do utwo-
rzenia pojedynczej warstwy wody wokot biokatalizatora, np. a-chymotrypsyna po-
trzebuje tytko 50 czgsteczek wody przypadajgcych na jedng czasteczke enzymu dla
zachowania aktywnosci (5). Inne enzymy, takie jak subtylizyna czy lipaza, sa podob-
ne w swoich wymaganiach, co do $ladowych iloSci wody (4).

Do wskazania ilosci wody obecnej w mieszaninie reakcyjnej. Hailing (8,9) suge-
ruje stosowanie terminu ,aktywnos$¢ wody” (aw) zamiast ,zawarto$¢ wody”, ponie-
waz aktywnos¢ wody opisuje jej oddziatywanie na rownowage reakcji i dlatego jest
lepszg miara.
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llo§¢ wody wymagana do aktywnosci biokatalizatora moze znacznie rézni¢ sie,
gdy zmieniajg sie rozpuszczalniki. Rozpuszczalniki polarne wymagaja wyzszej za-
wartosci wody, aby uzyskaé taka sama dostepnos$¢ substratu do aktywnej czasteczki
enzymu w poréwnaniu ze zwigzkami niepolarnymi (10). Aktywnos¢ wody wymagana
do dobrej sprawnosci katalitycznej moze ulega¢ zmianie w zaleznosci od zrédta po-
chodzenia enzymu. Na przyktad niektére lipazy zachowujg wysoka aktywnos$¢ nawet
po wysuszeniu za pomocag sit molekularnych, np. lipaza z Rhizomucor miehei (11)
oraz z Candida antarctica (12).

Podsumowujgc, woda odgrywa dwojaka role w aktywnos$ci enzymow w rozpusz-
czalnikach organicznych. Z jednej strony jest ona wymagana do ochrony konforma-
cji katalitycznej i funkcjonalnosci enzymu. Z drugiej jednak, moze ona bezposred-
nio oddziatywac¢ na specyficzne reakcje, jak np. na estryfikacje, w ktérych woda nie-
korzystnie wptywa na termodynamiczng réwnowage reakcji chemicznych (10). Ogél-
nie stwierdza sie, ze tylko mate objetosci wody sa wymagane do pomys$inego stoso-
wania enzyméw w rozpuszczalnikach organicznych.

3. Wybér rozpuszczalnika organicznego

Dla wysokiej aktywnosci lipaz w reakcjach w systemie niewodnym istotny jest
dobor rozpuszczalnika z tego powodu, ze moze on w rézny sposéb oddziatywac¢ na
katalize enzymatyczna:

1. Rozpuszczalnik moze inaktywowac enzym poprzez bezposrednie oddziatywanie
z nim. Natywna struktura biatka jest utrzymywana poprzez zlozone niekowalencyjne
oddziatywania, takie jak: wigzania wodorowe i jonowe, van der Waalsa oraz od-
dziatywania hydrofobowe, a woda jest wymagana do utrzymywania wielu z tych
oddziatywan. Natomiast brak wody i obecnos$¢ rozpuszczalnika organicznego moze
modyfikowaé natywng konformacje enzymu poprzez wnikanie rozpuszczalnika do hy-
drofobowego rdzenia biatka powodujac tym samym rozerwanie zaréwno wigzah wo-
dorowych, jak i oddziatywan hydrofobowych oraz redukcje aktywnosci i stabilnosci
biatka enzymatycznego (13). Oddzialywanie to jest szczegollnie istotne w przypadku
rozpuszczalnych enzymow w systemach bifazowych (woda - nie mieszajgcy sie
z wodg rozpuszczalnik) oraz w systemach wodnych z niskim stezeniem mieszajgcego
sie z woda rozpuszczalnika organicznego. W specyficznych przypadkach, dla enzy-
mow z wysokim polarnym stanem przejsciowym, wnikanie rozpuszczalnika organicz-
nego bedzie zmniejszac¢ ,lokalng” polarnos¢ enzymu w poblizu jego centrum aktywne-
go, tym samym destabilizujgc polarny stan przejsciowy (14). Przeciwnie, nierozpusz-
czalno$¢ enzyméw w monofazowym rozpuszczalniku organicznym zapobiega dodat-
kowym znieksztalceniom konformacyjnej stabilnosci katalizatora. Poza tym, stabiliza-
cja enzymu moze by¢ tez powodowana tzw. ,efektem putapki”. czgsteczki enzymu
beda mocno Scisniete ze wszystkich stron przez otaczajgce czasteczki, przypominajac
immobilizacje, ktéra powinna sprzyja¢ wzrostowi stabilnosci konformacyjnej (15).
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2. Rozpuszczalnik organiczny moze oddziatywaé na aktywnos¢ enzymatyczng
poprzez bezposrednie interakcje z wodag zwigzang wokoét czasteczki enzymu (16).
Chociaz te oddziatywania nie wplywajg na sam enzym, to majg one znaczenie dia
katalizy. Generalnie, istnieje odwrotna korelacja pomiedzy aktywnoscig enzyma-
tyczng w rozpuszczalnikach organicznych a hydrofilnoscig tychze rozpuszczalnikéw
- najwyzszg aktywnos$¢ obserwuje sie zwykle w rozpuszczalnikach hydrofobowych
(4). Wynika to stad, ze hydrofobowe rozpuszczalniki posiadajg mniejsza zdolnos¢
niz ich hydrofilowe odpowiedniki do odciggania czy znieksztatcania istotnej dla
czgsteczki enzymu warstwy wody niezbednej. Hydrofobowe rozpuszczalniki chro-
nig warstwe wody tworzacg pokrywe ochronng enzymu i dzieki temu zachowana
zostaje aktywnos¢ katalityczna lipaz (17). Istniejg jednak od tej zasady godne uwagi
wyjatki, np. subtylizyna oraz lipaza z wieprzowej trzustki funkcjonujg jeszcze wte-
dy, gdy sg zawieszone w rozpuszczalnikach mieszajacych sie z wodg (hydrofilo-
wych) (18). Jednym z mozliwych wyjasnien tego zjawiska jest to, ze wymienione en-
zymy sg zdolne do utrzymania swojej otoczki hydratacyjnej tak mocno, ze nawet hy-
drofilowe rozpuszczalniki nie potrafig odciagna¢ niezbednej warstwy wody. Takie
enzymy sg aktywne zaréwno w hydrofobowych, jak i w hydrofilowych rozpuszczal-
nikach.

Parametrem dobrze opisujacym rozpuszczalnik i obrazujacym istniejaca zalez-
nos¢ pomiedzy hydrofobowoscig rozpuszczalnika a aktywnoscig lipaz w nim dzia-
tajacych jest tzw. wspétczynnik polarnosci (hydrofobowosci), okreslany jako log P
(wspotczynnik podziatu rozpuszczalnika pomiedzy oktanolem a wodg) (19). Ogolnie
aktywno$¢ enzymatyczna lipaz jest niska w polarnych rozpuszczalnikach o log P < 2,
Srednia w rozpuszczalnikach o log P pomiedzy 2 i 4 oraz wysoka w apolarnych roz-
puszczalnikach o log P > 4 (tab.).

Tabela

Warto$¢ log P dla niektérych rozpuszczalnikéw organicznych (19)

Rozpuszczalnik LogP Rozpuszczalnik LogF
1 2 3 4

DMSO -1,30 kwas benzoesowy 1,90
dioksan -1,10 eter dipropylowy 1,90
metanol -0,76 chloroform 2,00
acetonitry! -0,33 heptanol 2,40
etanol -0,24 toluen 2,50
aceton -0,23 ksylen 3,10
propanol 0,28 cykloheksan 3,20
tetrahydrofuran 0,49 heksan 3,50
butanol 0,80 dekanol 4,00
cykloheksanon 0,96 heptan 4,00
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heksanon 1,30 oktan 4,50
fenol 1,50 dodekanol 5,00
cykloheksanol 1,50 tetradekan 7,60
lieksanol 1,80 oleinian butynu 9,80

3. Nastepnym parametrem, ktory nalezy uwzgledni¢ przy wyborze rozpuszczal-
nika jest rozpuszczalnos¢ substratow i produktéw w srodowisku (20) oraz zgodnosé
produktéw reakcji z rozpuszczalnikami. Polarne produkty mogg pozostawaé w war-
stwie wody otaczajgcej enzym i w ten sposdb powodowac inhibicje katalizatora, czy
nawet podlega¢ niepozadanym reakcjom ubocznym.

4. Wihasciwosci katalizatoréw w rozpuszczalnikach organicznych

4.1. Struktura enzymu

Jednym z wazniejszych problemoéw ,niewodnej enzymologii” jest pytanie, jak
kontakt z rozpuszczalnikiem organicznym wptywa na strukture enzymu. Wiedza
0 konformaciji bialek w srodowisku niewodnym jest podstawowa dla zrozumienia
| lepszego wykorzystania enzymatycznej katalizy w takim srodowisku. Badania do-
tyczace wptywu organicznych rozpuszczalnikéw na strukture enzymu sg prowadzo-
ne intensywnie od lat. Niestety, rozpuszczalno$¢ biatek w wiekszosci tych zwigzkow
znaczaco ogranicza liczbe badanych rozpuszczalnikéw. Zwigzki organiczne, w Kto-
rych bialka rozpuszczajg sie, a zatem DMSO, DMF, 2-chloroetanol, bezposrednio
oddziatujg z bialkiem enzymatycznym, powodujgc znaczgce zmiany w ich struktu-
rze (zawarto$¢ a-helis i struktur p mocno rézni sie od zawartosci tych struktur
w wodnych roztworach) (21). Rozpuszczalniki te moga tatwo usuwa¢ wode z po-
wierzchni biatka i konkuruja o wiazania wodorowe pomiedzy atomami czasteczki
enzymu, co prowadzi do dos¢ duzego rozfatdowania tancucha biatkowego, powo-
dujgc jego denaturacje.

W licznych eksperymentach kinetycznych ujawnia sie takze, ze enzymy w nie-
ktérych rozpuszczalnikach organicznych wykazuja aktywnosé poréwnywalng do ak-
tywnosci w wodzie (4). To wskazuje, ze ich struktura nie rézni sie znaczaco od
osigganej w wodzie. Wazne informacje o zmianach struktury mozna uzyska¢ ekspe-
rymentalnie, dzieki badaniom krystalograficznym. Kilka lat temu udato sie ustali¢
krystaliczng strukture usieciowanej subtylizyny w bezwodnym acetonitrylu (22). Po-
réwnanie tej struktury z jej odpowiednikiem w wodzie ujawnito, ze sg one praktycz-
nie identyczne. Takie same wyniki otrzymano dla lekko usieciowanej subtylizyny
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W niewodnym dioksanie (23). Krystalografia z wykorzystaniem promieniowania X
nie moze byc¢ niestety stosowana w przypadku enzymow liofilizowanych, zawieszo-
nych w rozpuszczalnikach organicznych. Mimo to, niektére dane o strukturze takich
enzyméw moga by¢ uzyskane dzieki zastosowaniu metody FTIR, czyli absorpcyjnej
spektrometrii w podczerwieni z transformacjg Fouriera. Uzycie tej metody pozwo-
lito ostatnio na stwierdzenie, ze biatka (np. liofilizowana subtylizyna) sg raczej nie-
wrazliwe na rodzaj organicznych rozpuszczalnikéw, ktére réznig sie znacznie polar-
noscig i naturg chemiczng. Jednakze, katalityczne witasciwosci enzymu mocno réz-
nig sie w obrebie tej samej grupy rozpuszczalnikéw, co sugeruje, ze zaleznos¢ kata-
litycznej aktywnosci od rozpuszczalnika moze nie by¢ ttumaczona strukturalnymi
zmianami w czasteczce enzymu (24).

Wielu badaczy w prowadzonych przez siebie doSwiadczeniach starato sie daé
odpowiedz na pytanie, czy czgsteczka biatka enzymatycznego moze wtasciwie fal-
dowac¢ sie w rozpuszczalniku niewodnym. Rariy i Klibanov (25) wykazali, ze lizozym
umieszczony w glicerolu zawierajgcym ilos¢ wody réwng Q,2%, mdgt ponownie spon-
tanicznie faldowaé sie do aktywnej katalitycznie konformaciji. To sugerowatoby, ze
woda nie jest jedynym Srodowiskiem posiadajgcym zdolnos$¢ do utrzymywania od-
dziatywan molekularnych wymaganych do fatldowania tancuchéw polipeptydowych
w konformacje aktywne katalitycznie.

Podsumowujgc te rozwazania mozna stwierdzi¢, ze to nie kontakt enzymu z roz-
puszczalnikiem organicznym, lecz wazniejsze w tym przypadku odwodnienie biatka
enzymatycznego, powoduje zmiany w jego strukturze i bez watpienia obniza aktyw-
nos¢ katalityczng. Ten niekorzystny efekt mozna powstrzymac lub przynajmniej
zminimalizowac, np. poprzez stosowanie do liofilizacji enzyméw tzw. lioprotektan-
téw, o czym bedzie mowa w dalszej czesci artykutu.

4.2. ,,Pamie¢ pH” enzymoéw

W wodnych roztworach kataliza enzymatyczna jest mocno zalezna od pH i kazda
reakcja posiada swoje optimum stezenia jonéw wodorowych, jednak w przypadku
rozpuszczalnikbw organicznych pojecie pFl nie ma sensu. Z tego powodu, stan
Liprotonowania enzymu grupami jonowymi musi byé kontrolowany przez inne czyn-
niki. Grupa naukowcéw pod kierunkiem Klibanova (26) dowiodta, ze enzymy posia-
dajg tzw. ,pamie¢ pFI". W wodnych roztworach buforowanych jonotwércze grupy
enzymu nabywajg odpowiedni i wiasciwy stan jonizacji, ktéry pozostaje niezmienio-
ny w rozpuszczalnikach organicznych. Innymi stowy, katalityczne zachowanie sie
enzymow w rozpuszczalnikach organicznych odzwierciedla pFl ostatniego roztwo-
ru, z ktérego zostaty one pozyskane (np. z ktérego zostaly zliofilizowane). Chociaz
w ostatnich badaniach liofilizowanych enzymoéw z zastosowaniem metody FTIR po-
twierdzono istnienie ,pamieci pFl”, to jednak istniejg wyjatki od tej koncepciji. Na
przyktad dehydrogenaza alkoholowa izolowana z konskiej watroby wykazywata
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W heptanie najwyzszg aktywnos¢, gdy byta liofilizowana z roztworu wodnego
0 pH 2,0, mimo ze w wodzie w tym pH byla zupetnie nieaktywna (27).

4.3. Zmiana specyficzno$ci substratowej enzymu

Sitg napedowg dla molekularnego rozpoznania substratu oraz katalizy enzyma-
tycznej jest energia wigzania. Miedzyczasteczkowe oddziatywania warunkujg moc
wigzania pomiedzy ligandami a receptorami oraz sg odpowiedzialne za wigzanie
substratéw do enzyméw. W biologicznych systemach energia wigzania jest zawsze
wyznaczana przez rdznice w energii pomiedzy czasteczkami w roztworze, oddzia-
tujacymi z rozpuszczalnikiem a czgsteczkami w kompleksie oddziatujagcymi miedzy
sobg (21). Zatem, jesli wodne Srodowisko reakcji zostanie zastgpione przez roz-
puszczalnik organiczny, wéwczas wolna energia wigzania enzym - substrat zmie-
nia zaréwno specyficznos¢ substratowa, jak rowniez aktywnos¢ katalizatora. Ta
zmiana specyficznosci enzymu powstaje w wyniku modyfikacji konformacji centrum
aktywnego. Eliminacja catej wody z podioza reakcji prowadzi bowiem do zwigeksze-
nia sztywnosci konformacyjnej (15), a takze powoduje niezdolno$¢ wigzania sub-
stratéw przez enzym. Zaks i Klibanov (28) prowadzac badania na wieprzowej lipazie
trzustkowej stwierdzili, ze ,wilgotny” enzym moze akceptowaé szeroki zakres sub-
stratdw o réznych rozmiarach. Sugeruje to, ze szkielet biatkowy tejze lipazy jest
elastyczny i moze przybiera¢ rézne konformacje dopasowujac sie do czasteczki da-
nego substratu. jednakze ,suchy” enzym nie reaguje ze wszystkimi substratami,
prawdopodobnie z powodu wiekszej sztywnosci centrum aktywnego, ktére nie jest
juz zdolne do dopasowania sie do réznorodnych substratow.

Zatem réwniez w przypadku zmiany specyficznosci substratowej enzymu istotna
jest obecnos$¢ wody w podtozu. Ma ona znaczenie dla hydrofobowych oddziatywan
pomiedzy taricuchami bocznymi aminokwaséw a wigzaniem do samego centrum kata-
litycznego enzymu, a preferencja substratéw dla tych enzyméw w Srodowisku orga-
nicznym rdzni sie znaczaco od tej w wodzie. Najlepiej przebadany enzym, lipaza,
w $rodowisku organicznym, ale z matym stezeniem wody katalizuje r6znorodne reak-
cje, m.in. aminolize, transestryfikacje, estryfikacje, wymiane reszt acylowych (29). Na-
tomiast w wodzie, reakcje te sg prawie catkowicie ttumione przez procesy hydrolityczne.

4.4. Termostabilno$é

W wysokich temperaturach enzymy stajg sie nieaktywne z powodu cze$ciowego
rozfatldowania czasteczki, jak réwniez zmian kowalencyjnych w 1-rzedowej struktu-
rze biatka (30). Procesy, ktore prowadza do nieodwracalnej inaktywacji enzymow,
czyli tworzenia nieprawidtowych struktur, wymiany wigzan disiarczkowych, czy hy-
drolizy wigzan peptydowych wymagaja obecnosci wody. jest zatem oczywiste, ze
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enzymy powinny by¢ bardziej stabilne w Srodowisku o malej zawartosci wody, ta-
kim jak rozpuszczalniki organiczne. Ponadto spadek aktywnosci wody zmniejsza ru-
chliwos¢ czasteczek biatek i w rezultacie chroni je przed czesciowym rozfaldowa-
niem, ktore jest pierwszym krokiem procesu termoinaktywacyjnego (21). Tak za-
tem, w niewodnych Srodowiskach termostabilno$¢ enzymu rosnie gtdéwnie w wyni-
ku wzrostu sztywnosci biatek w tych systemach. Zostato to potwierdzone przez Za-
ksa i Klibanova (28), ktérzy wykazali, ze wieprzowa lipaza trzustkowa umieszczona
w bezwodnej mieszaninie trimaslan-heptanol w temperaturze 100°C utrzymuje sta-
bilnos¢ przez ponad 12 godzin. Ponadto, w tej temperaturze enzym jest 10 razy bar-
dziej aktywny anizeli w temperaturze 20°C.

Innym powodem wzrastajacej termostabilnosci enzyméw w Srodowiskach orga-
nicznych jest to, ze wiele wymagajacych wody, kowalencyjnych proceséw wywo-
tujacych odwracalng badZ nieodwracalng inaktywacje biatek, w niewodnych systemach
zachodzi niezwykle wolno. Ueda i wsp. (31) zaobserwowali, ze lipaza pochodzaca
z Rhodococcus equi posiada bardzo wysoka aktywnos$¢ w alkoholowym rozpuszczalniku
w temperaturze 70°C tak diugo, jak rozpuszczalnik ten pozostaje suchy. W ,wilgot-
nym” podtozu stabilno$¢ enzymu jest juz bardzo mata. Podnoszenie termostabilnosci
biatek enzymatycznych w organicznych podtozach jest réwniez istotne ze wzgledu na
fakt, ze rozszerza sie wéwczas zakres temperatury, w ktérych enzymy te sa aktywne.

Zatem na stabilnos¢ enzyméw w niewodnych podtozach mocny wptyw ma ilos¢
wody, jak rowniez i natura samego rozpuszczalnika. Reslow i wsp. (32), a takze Zaks
i Klibanov (28) zgodnie potwierdzajag, ze termiczna stabilnos¢ enzymu wzrasta wraz
z hydrofobowoscia rozpuszczalnikbw - enzymy umieszczone w bezwodnych hy-
drofobowych rozpuszczalnikach wykazuja najwyzsza stabilno$¢. Natomiast termo-
stabilno$¢ biokatalizatorow w polarnych zwigzkach jest dos¢ niska.

Z kolei, podczas reakcji syntezy w rozpuszczalnikach organicznych (np. estryfika-
cji) moga pojawiac sie zaklécenia spowodowane obecnoscig wody, ktdra jestjednym
z produktéw reakcji. Gromadzenie wody wplywa na zmiane poziomu réwnowagi,
i w efekcie obnizenie aktywnosci enzymu. Ponadto akumulacja wody niekorzystnie
oddziatuje na dtugoterminowg stabilno$¢ enzymu (33), natomiast redukcja zawarto-
$ci wody w podtozu reakcji prowadzi zwykle do wzrostu stabilnosci enzymu.

5. Strategie stabilizacji enzymow

5.1. Modyfikacje Srodowiska reakcji

Enzymy w systemach niewodnych pozostajg aktywne przy zatozeniu, ze istotna
i niezbedna monowarstwa wokot czasteczki enzymu pozostaje nienaruszona. Inzynie-
ria Srodowiska, w kontekscie biokatalizy w srodowisku organicznym, bedzie dotyczyé
przede wszystkim modyfikacji najblizszego sasiedztwa biokatalizatora. Niepolarne
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rozpuszczalniki sa lepsze niz polarne, poniewaz zapewniajg korzystne mikrosrodowi-
sko dla dziatania enzymu. Przy konstruowaniu $rodowiska reakcji powinny by¢ réw-
niez brane pod uwage wilasciwosci substratow i produktow, ktére bedg uczestniczyé
w danej reakcji. Szybkos¢ reakcji bedzie wysoka, w przypadku gdy $srodowisko biatka
enzymatycznego preferuje substraty o duzej rozpuszczalnosci, a produkty o matej roz-
puszczalnosci. Przy wyborze odpowiedniego rozpuszczalnika bierze sie pod uwage
m.in. niskg gestos¢ w celu zminimalizowania ograniczeh w przeptywie materii, jego
kompatybilnos¢ z przeprowadzang w nim reakcjg, toksycznosé czy tatwopalnosé (33).

5.2. Modyfikacje enzymow

Wiadomo, ze enzymy w niekonwencjonalnych Srodowiskach (np. organicznych)
wykazuja mniejszg aktywnosc¢, anizeli w ich naturalnym Srodowisku dziatania. Po-
szukuje sie obecnie metod pozwalajgcych na zwiekszenie szybkosci reakcji enzyma-
tycznych. Szybkos$¢ takich reakcji w srodowisku organicznym jest w znacznym stop-
niu zalezna réwniez od sposobu przygotowania enzymu (34,35). Inzynieria kataliza-
tora dotyczy zatem przede wszystkim sterowania aktywnoscig enzymu poprzez
zoptymalizowanie jego preparatyki do zastosowania w reakcjach organicznych.

W niewodnych systemach stosowane sg r6zne formy enzymow:
enzymy natywne,
enzymy liofilizowane zawieszone w rozpuszczalnikach organicznych,
enzymy stale zaadsorbowane na nosnikach,
rozpuszczalne w rozpuszczalnikach organicznych enzymy modyfikowane gli-
kolem polietylenowym (36),

- enzymy putapkowane w zelu czy w mikroemulsjach (37),

- biokatalizatory immobilizowane.

Brak jest jednak ogoélnych wskazowek, co do wyboru najodpowiedniejszej formy
enzymu katalizujgcego specyficzne reakcje. W celu bardziej ekonomicznego i sku-
tecznego stosowania enzymoéw w wodnych i niewodnych rozpuszczalnikach prze-
prowadza¢ mozna modyfikacje tych enzyméw w sposéb fizyczny, jak i chemiczny.

5.2.1. Modyfikacja przez immobilizacje

Obecnie najczesciej stosowang modyfikacjg biokatalizatoréw w odniesieniu do
lipaz, jest immobilizacja, czyli kowalencyjne badz niekowalencyjne przytaczanie en-
zymow do statych lub rozpuszczalnych nosnikéw (38). Niektére z szeroko stosowa-
nych metod immobilizacji to:

- adsorpcja do hydrofobowych lub jonowych nos$nikéw (m.in. do szkta, zelu),

- kowalencyjne przytaczanie do odpowiednich aktywowanych chemicznie sta-
tych matryc.
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- putapkowanie lub kapsutkowanie w zelowych polimerach czy mikroemulsjach (39).

Uzywanie modyfikowanych w ten sposéb lipaz jest bardzo korzystne ze wzgledu
na poprawe stabilno$ci temperaturowej, immobilizacja jest bowiem procesem, kto-
ry zapobiega bezposredniemu kontaktowi enzymu z rozpuszczalnikiem organicz-
nym. Lipaza z Mucor miehei immobilizowana na nosniku jonowymiennym jest stabil-
na nawet w temperaturze 70°C, podczas gdy natywny wolny enzym ulega znacznej
deaktywacji juz w temperaturze 50°C po 3 godz. (40). Modyfikujgc fizycznie enzym
bez problemu mozna go réwniez odzyska¢ w koncowym etapie reakcji oraz wyko-
rzysta¢ ponownie do pracy ciggtej (41). Interesujace jest takze to, ze immobilizacja
lipaz moze chroni¢ te enzymy przed inaktywacja przez niektore produkty reakcji.
Dobrze znanym przyktadem jest inhibujacy wptyw acetaldehydu na lipazy rozpusz-
czalne. Ten produkt przejsciowy tworzony jest podczas reakcji transestryfikacji,
w ktérych estry winylowe wykorzystywane sg jako donory grup acylowych (42).
Immobilizacja moze prowadzi¢ réwniez do zmian w specyficznosci substratowej. Li-
paza z Pseudomonas cepacia pokazuje zupetnie odwrécong specyficznos¢ wzgledem
substratow po immobilizacji na polipropylenie (43). Enzym wolny preferuje dtu-
gotancuchowe estry kwasow tluszczowych (C14 - C18), podczas gdy biokatalizator
immobilizowany wykazuje wieksze powinowactwo do substratéw z krétkimi fancu-
chami ttuszczowymi (C2 - C6). Efekt taki moze by¢ ttumaczony czesciowym oczysz-
czeniem surowej lipazy podczas procesu immobilizacji oraz ograniczeniami dyfuzyj-
nymi dla enzyméw immobilizowanych.

W procesie unieruchamiania enzymoéw, stosowanych nastepnie w reakcjach w sro-
dowiskach organicznych, istotny jest dobér wlasciwej matrycy. Wazne jest, aby no$nik
byt obojetny i nie wplywat na kinetyczne zachowanie sie enzymu. Réwnie wazne jest,
by nosnik nie zmieniat mikrosrodowiska w poblizu czasteczki enzymu. Hydrofilowe
nos$niki (np. alginian wapnia) sg kompatybilne z enzymami i mogg by¢ stosowane w ce-
lu zwiekszenia poziomu uwodnienia enzymu, omijajac w ten sposéb tworzenie od-
dzielnej fazy wodnej w podtozu organicznym. Ekstremalnie polarne matryce moga zas
ogranicza¢ szybkos¢ przeptywu hydrofobowych substratow do warstwy enzymu (44).
Przy wyborze metody immobilizacji biokatalizatorow znaczenie ma tatwos¢ przepro-
wadzania tego procesu. Generalnie adsorpcja jest najtatwiejsza do wykonania tech-
nikg, jednak wigzania sg czesto stabe i sg atakowane przez rozpuszczalniki organicz-
ne. Biokatalizatorom unieruchamianym w ten sposo6b brakuje zatem czasami stabilno-
Sci takiej, jakg uzyskuje sie dzieki kowalencyjnemu wigzaniu czy putapkowaniu (2).

5.2.2. Modyfikacje chemiczne
W chemicznych modyfikacjach lipaz stosuje sie réoznego rodzaju modyfikatory,
ktore oddziatujac ze specyficznymi resztami aminokwasowymi, umozliwiajg wyja-

Snienie struktury biatka i jego centrum aktywnego oraz zmiane i poprawe natyw-
nych wtasciwosci lipaz.
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5.2.2.1. Kowalencyjna modyfikacja glikolem polietylenowym oraz innymi polimerami

Do kowalencyjnej modyfikacji lipaz stosowane sg hydrofobowe polimery, np. po-
listyren, jak rowniez ampifiliczne polimery, np. glikol polietylenowy (PEG). Modyfi-
katory te zapewniajg biokatalizatorom wodnopodobne Srodowisko. Lipazy mody-
fikowane PEG stajg sie rozpuszczalne w wiekszosci rozpuszczalnikoéw organicznych,
takich jak benzen, czy chlorowane weglowodany, natomiast nie rozpuszczajg sie
m.in. w n-heksanie (45). W wyniku chemicznych modyfikacji polimerami hydrofobo-
wymi wolne grupy aminowe enzymow, ktére sg aktywne katalitycznie, moga byé
czesciowo utracone przez te enzymy. Inaczej jednak zachowujg sie enzymy modyfi-
kowane PEG. W obecnosci niepolarnych rozpuszczalnikbéw organicznych utrzymuja
one swoja aktywnos¢, poniewaz mocno uwodnione fancuchy PEG tworza wokot
czgsteczki biokatalizatora wodng otoczke chronigcg biatko przed denaturacjg. Jed-
nakze rozpuszczalniki organiczne mieszajgce sie z wodg powodujg catkowitg inak-
tywacje enzyméw modyfikowanych PEG, poprzez zniszczenie wtasnie tej wodnej
otoczki (15).

5.2.2.2. Sieciowanie

Do tworzenia nierozpuszczalnych usieciowanych krysztatdbw enzymoéw (CLEC)
stosuje sie aldehyd glutarowy. Chociaz chemiczne sieciowanie jest metodg tatwag
i niedroga, to jednak ilos¢ oraz doktadna lokalizacja modyfikacji biokatalizatora nie
jest do konca poznana. Trudne do interpretacji jest tez to, ktére zmiany prowadzag
do wzrostu stabilnosci enzymu (2).

5.2.2.3. Opfaszczanie enzyméw lipidami i surfaktantami

Optaszczanie lipaz roznymi surfaktantami, czy lipidami nalezy do niekonwencjo-
nalnych metod modyfikacji enzymoéw. Polega ona na tym, ze hydrofilowy koniec sur-
faktanta wigze sie niekowalencyjnie do polarnych (jonowych) grup na powierzchni
lipazy, tworzac w ten sposéb kompleks enzym-surfaktant, ktérego powierzchnia
jest hydrofobowa z powodu wystajacego na zewnatrz hydrofobowego korica mody-
fikatora (2).

Okahata i ljiro (46) jako pierwsi opisali preparatyke lipazy powlekanej lipidami.
Lipazy z Rhizopiis delemar, Pseudomonas fragi i Rhizopus niveus byly powlekane niejo-
nowymi syntetycznymi dialkilowymi ampifilami. Wiekszg szybkos$¢ interestryfikacji
tripalmitynianu i kwasu stearynowego w n-heksanie zaobserwowano dla lipazy
optaszczonej monostearynianem sorbitanu (Span 60) (47). Span 60 zostat rowniez
zastosowany przez Isono i wsp. (48) do syntezy kompleksu lipaza-surfaktant z enzy-
mu pochodzgcego z Pseudomonas sp. i biorgcego udziat w reakcji estryfikacji alkoho-

BIOTECHNOLOGIA 4 (87) 168-182 2009 179



Renata Bancerz, Grazyna Ginalska

lu cetylowego i kwasu palmitynowego w n-heksanie. Na podstawie obserwacji mo-
dyfikacji biatka lipolitycznego réznymi surfaktantami stwierdzono, ze aktywnos¢ ka-
talityczna byta wieksza dla enzyméw optaszczonych modyfikatorami posiadajgcymi
odgatezienia lub podwdjne wigzania, w poroéwnaniu do surfaktantéw z prostymi
tancuchami pod warunkiem, ze liczba wegli w takich zwiazkach byta taka sama. Ist-
niejg tez doniesienia wskazujgce na to, ze wptyw surfaktantéw na aktywnosc¢ i sta-
bilnos¢ lipaz jest zalezny zaréwno od pochodzenia lipazy, jak i struktury modyfika-
tora.

5.2.3. Enzymy w formie stalej - modyfikacje w trakcie liofilizacji

Enzymy czesto otrzymywane sg z odpowiednich wodnych lub buforowanych roz-
tworéw w procesie liofilizacji. Udowodniono, ze liofilizacja to prosta i skuteczna
technika tworzenia form biokatalizatoréw, ktére szczegdlnie nadajg sie do katalizy
w rozpuszczalnikach organicznych. Sklada sie ona z trzech etapéw: zamrazania,
pierwszego oraz drugiego suszenia. Niestety, w kazdym etapie procesu liofilizacji
moze nastepowal inaktywacja enzymow na skutek niepozgdanych zmian w !Urze-
dowej strukturze biatek (14). W ten spos6b okoto 40% powierzchni centrum aktyw-
nego moze ulec denaturaciji.

Aktywnos¢ katalityczng enzymu podczas liofilizacji poprawi¢ mozna kilkoma
sposobami:

- dodajgc mate specyficzne substancje pomocnicze, m.in. weglowodory (49),
polimery (50), kwasy ttuszczowe (51). Jednak aktywnos¢ enzymatyczng w podiozach
organicznych najbardziej podnosi dodatek soli nieorganicznych (52). Monot i wsp.
(53) dowiedli ponadto, ze aktywujacy efekt takich substancji pomocniczych jest wy-
razniejszy w ,suchych” rozpuszczalnikach anizeli w rozpuszczalnikach czesciowo
uwodnionych;

- dodajgc etery koronowe, np. 18-korona - 6 (54,55);

- dodajgc lioprotektanty (ligandy), np. sole (56). Nieligandowe lioprotektanty
(sorbitol, PEG, cukry, np. trehaloza) sg takze zdolne do podnoszenia aktywnosci bio-
katalizatorow w rozpuszczalnikach organicznych pod warunkiem, ze byly one obec-
ne w wodnym s$rodowisku przed rozpoczeciem liofilizacji. Liofilizacja enzymoéw
w obecnosci wymienionych zwigzkéw zapewnia nadzwyczajny poziom aktywacji
biokatalizatoréw w poréwnaniu do enzyméw natywnych zawieszonych w rozpusz-
czalnikach organicznych. Liofilizacja w obecnos$ci KCI prowadzita do 3700-krotnego
wzrostu aktywnosci transestryfikacyjnej subtylizyny w heksanie (56). Interesujgce
jest tez to, ze aktywnos¢ enzymatyczna byla mocno zalezna od stezenia procento-
wego KCI uzytego do liofilizacji. Tak duzy wzrost aktywnosci byt wynikiem przede
wszystkim wzrostu obrotéw katalitycznych enzymu, a nie tempa wigzania sub-
stratu.
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5.2.4. ,Molekularne wdrukowanie”

Molekularne wdrukowanie polega na tworzeniu komplekséw pomiedzy enzyma-
mi a niskoczasteczkowymi Ugandami w roztworze, ktéry nastepnie suszy sie i prze-
mywa odpowiednio dobranymi rozpuszczalnikami usuwajgcymi te Ugandy. Biatko
indukowane ligandem w bezwodnych podiozach wykazuje drastyczne obnizenie
elastycznosci, umozliwiajgc ruchliwos¢ tylko bardzo matym jego taricuchom i dlate-
go enzymy zachowujg konformacje indukowang Ugandami nawet po uwolnieniu li-
ganda z kompleksu. Po raz pierwszy ,molekularne wdrukowanie” przeprowadzili
Russell i Klibanov (57) dla subtylizyny. Enzym ten zostat zliofilizowany z roztworu
wodnego, w ktérym obecny byt inhibitor kompetycyjny, usuniety w nastepnym eta-
pie z kompleksu. Powstaly w ten sposéb biokatalizator wykazywat ok. 100-krotnie
wyzsza aktywnos¢ w poréwnaniu do enzymu natywnego.

6. Podsumowanie

Wiele enzyméw wykazuje aktywnosé w srodowisku niewodnym. Zmiana specy-
ficznosci, robwnowagi chemicznej oraz rozpuszczalnosci substratow i produktow
w rozpuszczalnikach organicznych w poréwnaniu do srodowisk wodnych stwarza
mozliwosci wykorzystania biokatalizatoréw do otrzymywania produktow, ktére nie
moga by¢ wytwarzane w wodzie. Zdolnos¢ enzymow do pracy w niewodnych srodo-
wiskach oferuje zatem nowe i wieksze mozliwosci ich zastosowan w przemysle.

Literatura

Dordick J. S., (1992), Biotechnol. Prég., 8, 259-267.

Hari Krishna S., Karanth N. G., (2002), Catal. Rev., 44, 499-591.

Affleck R., Haynes C. A, Clark D. S., (1992), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89, 5167-5170.

Zaks A., Klibanov A. M., (1988), J. Biol. Chem., 263, 3194-3201.

Zaks A., Klibanov A. M., (1986), J. Am. Chem. Soc., 108, 2767-2768.

Diaz-Garcia M. E., Valencia-Gonzalez M. J., (1995), Talanta, 42, 1763-1773.

Hari Krishna S., (2002), Biotechnol. Adv., 20, 239-267.

Hailing P. J., (1984), Enzyme Microb. Techno!., 6, 513-516.

Hailing P. J., (1987), Biocatalysis, 1, 109-115.

Muralidhar R. V., Chirumamilla R. R., Marchant R., Ramachandran V. N., Ward O. P., Nigam P.

(2002), World J. Microb. Biotechnol., 18, 81-97.

11. Valivety R. H., Hailing P. J., Macrae A. R., (1992), Biochim. Biophys. Acta, 1118, 218-222.

12. Orrenius C., Norin T., Hult K., Carrea G., (1995), Tetrahedron Asymmetry, 6, 3023-3030.

13. Kiintz I1.D., Kauzmann W., (1974), Adv. Protein Chem., 28, 239-345.

14. Serdakowski A. L., Dordick J. S., (2007), Trends Biotechnol., 26, 48-54.

15. Khmelnitsky Y. L., Levashov A. V., Klyachko N. M. L., Martinek K., (1988), Enzyme Microb. Technol.
10, 710-724.

16. Gormau L. A. S., Dordick J. S., (1992), Biotechnol. Bioeng., 39, 392-397.

17. Yamane T., (1998), Biocatalysis, 2, 1-9.

© N O oA WwN e

N
°

BIOTECHNOLOGIA 4 (87) 168-182 2009 181



Renata Bancerz, Grazyna Ginalska

18.
19.
20.
21.
22.

23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.

38.

39.
40.

41.
42.
43.
44.
45.

46.
47.
48.
49.
50.
51.
52.
53.

54.
55.
56.
57.
58.

182

Zaks A., Klibanov A. M., (1985), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82, 3192-3196.

Laane C., Boeren S., Vos K., Veeger C., (1987), Biotechnol. Bioeng., 30, 81-88.

Martinek K., Semenov A. N., Berezin I. V., (1981), Biochim. Biophys. Acta, 658, 76-8‘

Zaks A., (1991), Biocatalysis for Industry, Ed. Dordick J. S., 161-180, Plenum Press, Nev York.
Fitzpatrick P. A., Steinmetz A. C. U., Ringe D., Klibanov A. M., (1993), Proc. Natl. Acad. S:i. USA, 90,
8653-8657.

Schmitke J. L., Stern L. J., Klibanov A. M., (1997), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94, 425)-4255.
Griebanov K., Klibanov A. M., (1997), Biotechnol. Bioeng., 53, 351-362.

Rariy R. V., Klibanov A. M., (1997), Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 94, 13520-13524.

Klibanov A. M., (1986), Chemtech., 16, 354-359.

Guinn R. M., Skerker P. S., Kavanaugh P., Clark D. S, (1991), Biotechnol. Bioeng., 3', 303-308.
Zaks A., Klibanov A. M., (1984), Science, 224, 1249-1251.

Santaniello E., Ferraboschi P., Grisenti P., (1993), Enzyme Microb. Technol., 15, 367 182.
Ahern T. J., Klibanov A. M., (1985), Science, 228, 1280-1284.

Ueda M., Mukataka S., Sato S., Takahashi T., (1986), Agric. Biol. Chem., 50, 1533-1517.

Reslow M., Adlercreutz P., Mattiasson B., (1987), Appl. Microbiol. Biotechnol., 26, 1-U

Hari Krishna S., Divakar S., Prapulla S. G., Karanth N. G., (2001), J. Biotechnol., 87, 93-201.
Paradkar V. M., Dordick S. J., (1994), Biotechnol. Bioeng., 43, 529-540.

Triantafyllon A. O., Wehtje E., Adlercreutz P., Mattiasson B., (1997), Biotechnol. Bioeng. 54, 67-76.
Inada Y., Yoshimoto T., Matsushima A., Saito Y., (1986), Trends Biotechnol., 4, 68-7!.
Bornscheuer U. T., Padmanabhan P., Scheper T., (1999), Microspheres, microcapsules ani liposomes,
Ed. Arshady R., 541-558, Citus Books, London.

Mateo C., PalomoJ. M., Fernandez-Lorente G., GuisanJ. M., Fernandez-Lafuente R., (20(7), Enzyme
Microb. Technol., 40, 1451-1463.

Villeneuve P., Muderhwald. M., GrailleJ., Haas M.J., (2000),J. Mol. Catal. B; Enzymatic, 9.113-148.
Gandhi N. N., Patii N. S., Sawant S. B., JoshiJ. B., Wangikar P. P., Mukesh D., (1996), Cat.l. Rev., 42,
439-480.

Kilara A., Shahani K. M., (1978), CRC Crit. Rev. Food Sci. Nutr., 12, 161-198.

Weber H. K., Stecher H., Faber K., (1995), Biotechnol. Lett., 17, 803-808.

Pancreach G., Leullier M., Baratti J. C., (1997), Biotechnol. Bioeng., 56, 181-189.

Tramper J., (1985), Trends Biotechnol., 3, 45-50.

Inada Y., Nishimura H., Takahashi K., Yoshimoto T., Saha A.R., Saito Y., (1984), Biochen. Biophys.
Res. Commun., 122, 845-850.

Okahata Y., ljiro K., (1995), J. Chem. Soc. Chem. Commun., 11, 1392-1394.

Basheer S., Mogi K., Nakajima M., (1995), Biotechnol. Bioeng., 45, 187-195.

Isono Y., Nabetani H., Nakajima M., (1995), J. Am. Oil Chem. Soc., 72, 887-890.

Dabulis K., Klibanov A. M., (1993), Biotechnol. Bioeng., 41, 566-571.

Otamiri M., Adlercreutz P., Mattiasson B., (1992), Biocatalysis, 6, 291-305.

Fishman A., Basheer S., Shatzmiller S., Cogan U., (1998), Biotechnol. Lett., 20, 535-5)8.

Bedell B. A., Mozhaev V. V., Clark D. S., Dordickj. S., (1998), Biotechnol. Bioeng., 58, 65°657.
Monot F., Paccard E., Borzeix F., Bardin M., Vandecasteele J.-P., (1993), Appl. Microbid. Biotech-
nol., 39, 483-486.

Lee M.-Y., Dordick j. S., (2002), Curr. Opin. Biotechnol., 13, 376-384.

van Unen D. j., Engbersen J. F. J., Reinhoudt D. N., (2002), Biotechnol. Bioeng., 77, '.48-255.
lyer P. V., Ananthanarayan L., (2008), Process Biochem., 43, 1019-1032

Khmelnitsky Y. L, Welch S. H., Clark D. S., DordickJ. S., (1994), j. Am. Chem. Soc., 116, 2(47-2648.
Russell A. J., Klibanov A. M., (1988), J. Biol. Chem., 263, 116624-11626.

PRACE PRZ-GLADOWE



