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Summary

Burgeoning scientific literature proves that enzymes can catalyze chemical
reactions in non-conventional media, are active against liquid, solid or gaseous
substrates, retain their catalytic function in organic solvents, biphasic systems
composed of organic solvent and water and supercritical fluids. Non-aqueous
media appeared to be a promising alternative as an environment for the reac-
tions catalyzed by enzymes. The possibility of carrying out enzymatic processes
in such unusual milieus enlarged the range of applications of biocatalysis, and
solved many problems witnessed by pharmaceutical, food and chemical indus-
tries. The paper describes both advantages and disadvantages of non-conven-
tional media, and presents the examples of practical uses of selected enzymes
(lipases, proteases, oxidoreductases, glycosidases) in these systems. The details
on medium composition and the form of the biocatalyst are included.
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1. Wstep

Po raz pierwszy jako niewodne medium katalizy enzymatycz-
nej zastosowano rozpuszczalniki organiczne. Proby te wykonano
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juz na poczatku XX w. (1). Ponowiono je w latach trzydziestych, stosujac lipaze
trzustkowa do syntezy estrow (2,3). Po kilkudziesieciu latach, dopiero w latach
sze$édziesiagtych, pojawity sie w literaturze naukowej ponowne informacje o zasto-
sowaniu lipaz do syntezy estréw w Srodowisku rozpuszczalnikéw organicznych (4).
Od tej pory, poczatkowo dos¢ wolno, problematyka biokatalizy w srodowisku nie-
wodnym zaczeta byé rozwijana w wielu laboratoriach na catym Swiecie. Do 1987 r.
opublikowano okoto 150 prac naukowych dotyczacych zastosowania $rodowisk nie-
wodnych, gtéwnie rozpuszczalnikéw organicznych, w procesach biokatalizy (5).
Brak jest zrddia, ktore zawieratoby petne (zbiorcze) informacje na temat wszystkich
zastosowan niewodnych mediéw w biokatalizie, ale wystarczy przeglad niektdérych
dostepnych obecnie baz danych, aby stwierdzi¢, ze liczba artykutéw, patentéw oraz
innych opracowan z tej dziedziny, siega wielu tysiecy i ro$nie kazdego roku w za-
wrotnym tempie.

2. Zalety i wady $rodowisk niewodnych

Duza dynamika wzrostu liczby publikowanych corocznie opracowan dotyczacych
biokatalizy w mediach niewodnych wynika z ogromnej uzytecznosci tych srodowisk
w rozszerzaniu zakresu mozliwych zastosowan biokatalizatoréw, a tym samym w roz-
wigzywaniu wielu probleméw przemystu farmaceutycznego, spozywczego i che-
micznego.

Prowadzenie katalizy enzymatycznej w $rodowisku niewodnym odznacza sie
szeregiem zalet, do ktérych przede wszystkim nalezy zaliczy¢ (6-8):

- mozliwo$¢ prowadzenia biotransformacji zwigzkéw nierozpuszczalnych w
wodzie, np. produkcja biopaliwa, thuszczéw dietetycznych i substytutéw masta o ni-
skiej temperaturze topnienia;

- mozliwos¢ stosowania tanich preparatdbw enzymow hydrolitycznych (lipazy,
proteazy czy glikozydazy) jako katalizatorow w reakcjach syntezy (gdyz eliminacja
wody ze $rodowiska zmienia kierunek reakcji z hydrolizy na synteze), np. do otrzy-
mywania estrow o pozadanych wiasciwosciach smakowych i zapachowych, skiadni-
kéw smarow i paliw, prekursorow feromonéw, peptydowych prekursoréw lekéw
oraz oligosacharydéw o wiasciwosciach prebiotycznych;

- mozliwo$¢ uzyskiwania produktow o okreslonej konfiguracji (Srodowisko od-
powiedniego rozpuszczalnika moze ukierunkowac stereospecyficznos¢ enzymow),
np. lekéw (ibuprofen, o wiasciwosciach przeciwzapalnych) i herbicyddw;

- zabezpieczenie przed zakazeniami mikrobiologicznymi (Srodowiska niewod-
ne nie sprzyjaja rozwojowi wiekszosci drobnoustrojow);

- nieduze nakfady inwestycyjne, np. koszt instalacji w przypadku prowadzenia
reakcji enzymatycznej w medium organicznym jest nizszy od kosztéw instalacji dla
syntez chemicznych wymagajacych z reguty wysokiej temperatury i podwyzszonego
cisnienia.
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Procesy prowadzone w Srodowiskach niewodnych posiadajg tez zalety general-
nie przypisywane zjawiskom, w ktérych wykorzystuje sie biokatalizatory, a mianowicie:

- optymalne wykorzystanie surowcow z uwagi na duzg efektywno$¢ katalizy en-
zymatycznej;

- prowadzenie proceséw w warunkach energooszczednych (temp. 30-60°C);

- ograniczenie puli produktéw ubocznych, co ulatwia oczyszczanie;

- ulatwienie prowadzenia procesow ciggtych lub zawracania katalizatora do po-
nownego uzycia, szczegolnie w przypadku stosowania immobilizowanych enzymow.

jednakze prowadzenie biokatalizy w $rodowiskach niewodnych niesie ze sobg
nastepujace problemy:

- aktywno$¢ enzyméw w Srodowiskach niewodnych (szczegdlnie w polarnych
rozpuszczalnikach organicznych) jest czesto wielokrotnie nizsza niz w wodzie;

- kiedy substraty reakcji sa nierozpuszczalne w srodowisku hydrofobowym ist-
nieje konieczno$¢ prowadzenia procesu w bardziej polarnych rozpuszczalnikach or-
ganicznych, a te nie sg dopuszczone w produkcji zywnosci;

- utrudniona jest regeneracja i zawracanie kofaktoréw enzyméw (problem doty-
czy szczegolnie coraz czesciej stosowanych oksydoreduktaz) oraz ograniczona jest
mozliwo$¢ stosowania zywych komorek drobnoustrojow, dla ktérych Srodowisko
rozpuszczalnikéw organicznych jest czesto silnie toksyczne (9,10);

- prowadzenie proceséw w ptynach nadkrytycznych oraz pod wysokim cisnie-
niem w znacznym stopniu ogranicza wykorzystanie do katalizy catych, zywych ko-
mérek drobnoustrojoéw i konieczne jest stosowanie barofili (inaczej piezofile) (11),
oraz podwyzsza koszty z uwagi na wysoka cene aparatury.

Problemy te sg rozwigzywane w wielu o$rodkach naukowych i juz obecnie zna-
lez¢ mozna w literaturze fachowej informacje o interesujacych sposobach ich omi-
niecia badz zmniejszenia (12-17).

3. Srodowisko reakcji i postaé biokatalizatora

w licznych badaniach z zakresu enzymologii niewodnej udowodniono, ze reak-
cje mozna prowadzi¢ w Srodowiskach: rozpuszczalnikéw organicznych lub dwufa-
zowych uktadéw rozpuszczalnik organiczny-woda, ptyndw nadkrytycznych, jak
réwniez w obecnosci samych substratow wystepujacych w formie cieczy, ciata
statego lub gazu (18-22).

Powigzania pomiedzy postacig biokatalizatora a medium, w ktérym moze on
dziata¢ zaprezentowano na rysunku 1. W schemacie tym pojecie uktadu dwufazowe-
go, zgodnie z piSmiennictwem, dotyczy jedynie faz dwoch rozpuszczalnikéw. Nie
uwzglednia ono, np. nierozpuszczalnej postaci katalizatora jako dodatkowej, trze-
ciej fazy ukfadu reakcyjnego.
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Rys. 1. Réznorodnos$¢ preparatéw katalizatora i $rodowisk ich dziatania ((8) zmodyfikowane).
‘Ograniczone zastosowanie w przypadku stosowania catych komorek.

4. Dobor rozpuszczalnika organicznego jako Srodowiska reakcji
enzymatycznej

Stosujac enzymy lub cate komérki mikroorganizmdw w procesach katalizy za-
chodzacych w srodowisku wodnym doktadnie oznacza sie zazwyczaj stezenia: jo-
néw wodorowych, substratow, produktow, aktywatoréw, inhibitoréw i innych skfad-
nikdw mieszaniny reakcyjnej, a nie mierzy, réwnie precyzyjnie, bedacego w nadmia-
rze stezenia rozpuszczalnika, poniewaz reakcje ,,zawsze” zachodza w wodzie. Sytu-
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acja jest diametralnie rozna jezeli biokatalize zamierzamy prowadzi¢ w srodowisku
innym niz woda. Woéwczas, optymalny dla katalizy rozpuszczalnik i jego stezenie
nalezy dobrac sposréd wielu mozliwych, oferowanych przez przemyst. W bogatej na
ten temat literaturze wskazuje sie¢, ze - nie bez powodu - rozpuszczalnikami naj-
powszechniej stosowanymi jako niewodne srodowisko reakcji sg rozpuszczalniki
organiczne (9,23-31).

4.1. Kryteria doboru rozpuszczalnika

Dotychczas nie wiadomo, co decyduje o przydatnosci lub nieprzydatnosci dane-
go rozpuszczalnika jako Srodowiska biokatalizy dla danej reakcji. Brak jednoznacz-
nych regut, ktére pomogtyby przewidzie¢ wszystkie niuanse ,,zachowan” réznych
biatek (preparatow) enzymatycznych, czy szerzej biokatalizatorow, w Srodowisku
roznych rozpuszczalnikéw niewodnych. Wiadomo tylko, ze biatka enzymatyczne
w spos6b indywidualny ,,optymalizujg” wewnetrzne upakowanie swego taficucha
polipeptydowego oraz indywidualny jest tez sposob i zakres ich oddziatywania
z otoczeniem (32). Wiadomo réwniez, ze czasteczki rozpuszczalnika organicznego
moga w réznorodny sposob oddziatywac z molekutg danego biatka. Moga one spe-
cyficznie wigzac sie z enzymem i nie dopuszcza¢ do tworzenia kompleksu enzym-sub-
strat, moga zmienia¢ stan réwnowagi Kkatalizowanej reakcji, wchodzi¢ w reakcje
z enzymem, stabilizowac lub destabilizowac enzym oraz na rozmaite inne sposoby
wptywac na szybko$¢ katalizowanej reakcji. Obecnie znane jest jedynie kryterium
doboru rozpuszczalnika organicznego, sformutowane w sposob do$¢ ogolny przez
Laane i in. (5,33): [Dobry] (...) rozpuszczalnik powinien miesza¢ sie w sposéb ograniczony
z woda oraz zaktdcaé warstwe wody niezbednej enzymu w stopniu mozliwie najmniejszym.

Poszukujac kryteriow doboru rozpuszczalnikdéw odpowiednich i uniwersalnych
dla réznych enzymow w poszczego6lnych reakcjach, siegano do chemicznych i fi-
zycznych wihasciwosci rozpuszczalnikéw, takich jak: skfad chemiczny, gestosc, lep-
kos¢, stata dielektryczna, punkt krzepniecia, punkt topnienia, aktywno$¢ proto-
no-donorowa, moment dipolowy, zdolnos¢ do tworzenia wigzahn wodorowych, pola-
ryzowalno$¢, rozpuszczalno$é w wodzie, wspdtczynnik rozpuszczalnosci Hildebran-
da. Prébowano, lecz bez sukcesu, znalez¢ korelacje miedzy tymi cechami rozpusz-
czalnikéw a wykazywang przez enzym w ich $rodowisku aktywnoscia (34-37).

Przydatne natomiast przy doborze rozpuszczalnika okazato sie kryterium
polarno$ci medium, liczone jako suma statych hydrofobowych poszczegdl-
nych atomdw, wyrazone jako tzw. ,,log P” (partition coefficient). Parametr ten okresla-
ny jest tez definicjg (stosowana w praktyce) jako ujemny logarytm ze wspétczynnika
podziatu danej substancji miedzy oktanot i wode. Laane i in. (5) obliczyt wartosci log
P dla 107 najczesciej stosowanych w biotechnologii rozpuszczalnikéw. Podobne
dane - w znacznie szerszym zakresie - mozna znalez¢ w Internecie, np. (38). Jed-
nakze to kryterium polarnosci nie jest uniwersalne, poniewaz nie rozrdznia ono
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chemicznej natury rozpuszczalnika, a jedynie jego sklad atomowy. Rozpuszczalniki
organiczne zbudowane z takiej samej liczby atomoéw, np. wegla, tlenu i wodoru sg
opisywane przez liczbowo taki sam wspotczynnik log P, pomimo ze moga by¢ roz-
nymi zwigzkami chemicznymi. W charakterystyce substancji zawierajacych grupy
mogace ulegac jonizacji zaleca sie do okre$lania ich hydrofobowosci liczenie tzw.
log D (distribution coejficient), parametru bedacego funkcja log P, pKa i pH $rodowi-
ska, co utatwiajg dostepne w handlu programy komputerowe. Natomiast stosowa-
nie parametru log P poleca sie gdy poréwnywane sg substancje obojetne, o zblizo-
nej budowie chemicznej, np. grupy weglowodorow alifatycznych lub aromatycznych
czy eterow alifatycznych, itp. Typowa krzywa zaleznosci aktywnosci enzymu od log
P rozpuszczalnika - podawana w pracach Laane i in. (5,33) - ma ksztalt sigmo-
idalny, co wskazuje, ze uzdolnienia katalityczne enzymu wzrastajg wraz z podwyz-
szaniem sie hydrofobowosci Srodowiska. Rozpuszczalniki organiczne o niskich war-
tosciach log P nie sg zatem dobrym S$rodowiskiem dla reakcji enzymatycznych.
Wedtug Laane, aktywnos$¢ enzymoOw jest najwyzsza gdy log P > 4. Opisany przez
Lanne i in. przebieg funkcji E = f (log P), gdzie E oznacza aktywno$¢ enzymu, jest
zatem zblizony do hiperbolicznego ksztaltu zaleznosci rozpuszczalnosci rozpusz-
czalnika organicznego w wodzie (Ri) (lub wody w rozpuszczalniku, Rz) od potarno-
$ci danego rozpuszczalnika {Ri(z) = f(log P)} (39). Sugerowato to niewatpliwie de-
cydujacy wptyw tych parametréw na aktywnos¢ enzymu, a takze prostote opisu ma-
tematycznego. Taki opis wykluczat jednak mozliwo$¢ wystepowania maksimow ak-
tywnosci enzymOw w Srodowisku rozpuszczalnikdw organicznych o $redniej polar-
nosci, tzn. o log P w zakresie 1-4.

W pracy (40) dotyczacej syntezy laktondw po raz pierwszy opisano, ze enzym
(wewnatrzkomorkowa lipaza Mucor) wykazywa¢ moze maksymalng aktywno$¢ kata-
lityczng w Srodowisku rozpuszczalnikéw organicznych, dla ktérych wartos¢ log P
waha sie pomiedzy wartosciami 2-4,5 (rys. 2). Te wihasciwos¢ lipaz potwierdzono
w dalszych pracach (41-43).

Podobne efekty uzyskano niedawno w badaniach enancjoselektywnej estryfikacji
flurbiprofenu butanolem. Lipaza z Candida rugosa wykazywala w tej reakcji wyzsza
aktywnos$¢ w izooktanie (log P = 4,5) niz w n-nonanie (log P = 5,1) (44). jednak
dwie inne lipazy (Mucor javanicus i trzustkowa) dziataty najefektywniej w rozpusz-
czalniku o najwyzszej hydrofobowosci (n-nonan). Autorzy sugerowali indywidualny,
aktywujacy wptyw rozpuszczalnika o rozgatezionej budowie (izooktanu) na czas-
teczke lipazy Candida rugosa. Wskazuje to na ztozono$¢ zjawisk zachodzacych
w mediach niewodnych i konieczno$¢ indywidualnego doboru polarnosci i rodzaju
Srodowiska organicznego dla kazdej prowadzonej reakcji. Generalizujac, jezeli sita
wigzania warstwy wody niezbednej z enzymem jest duza, to moze on wykazywac
aktywnos$¢ katalityczng takze w rozpuszczalnikach mieszajacych sie z wodg (tzn.
0 niskiej wartosci log P). jednakze sita wigzania, rejony wystepowania i grubo$¢ war-
stwy wody niezbednej jest cechg indywidualng enzymu, uzalezniong od przestrzen-
nej struktury biatka oraz ilosci i usytuowania w jego strefie powierzchniowej polar-
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Toluen logP Eter naft.

Rys. 2. Wplyw polarnosci $rodowiska organicznego (log P) na aktywnos$¢ (As) lipazy M. circinelloides w
reakcji syntezy heksadekanolidu (40). A - Synteza prowadzona w $rodowisku réznych rozpuszczalni-
kéw temp. 30°C; B - Synteza prowadzona w réznych mieszaninach toluenu i eteru naftowego.

nych grup funkcyjnych (9). Poniewaz dotychczas poznano struktury przestrzenne
niewielu enzymdw, jest oczywiste, ze w zasadzie nadal wybor najlepszego rozpusz-
czalnika dokonywany jest zmudnymi, empirycznymi metodami.

Kuo i in. (45) stwierdzit, ze podczas selekcji rozpuszczalnika organicznego powin-
no uwzgledniac sie takze inne elementy nie brane pod uwage przez Laana i in., a mia-
nowicie: postep i dynamike reakcji, polarnosci substratow oraz produktdéw posred-
nich i kofcowych, specyficznos¢ enzymu, wzajemne oddziatywanie faz srodowiska re-
akcji oraz ,toksyczno$¢” rozpuszczalnika wzgledem enzymu.

Dotychczas, rozwazajac temat wyboru niewodnego Srodowiska reakcji, ograni-
czono sie do zagadnien dotyczacych oddziatywania jednego (pojedynczego) rozpusz-
czalnika organicznego na aktywno$¢ enzymu. W wielu przypadkach okazuje sieg, ze
optymalnym $rodowiskiem reakcji jest mieszanina rozpuszczalnikéw. Nie chodzi tu
0 stosowanie niewielkich dodatkow tzw. kosolwentdw, tzn. substancji, ktére mogg
zwiekszac aktywno$¢ enzymow modyfikujac korzystnie strukture warstwy wody nie-
zbednej enzymu (zagadnienia oméwiono w czesci | artykutu), ale o dobranie skiadu
mieszaniny kilku rozpuszczalnikow, w ktorej biokatalizator wykazuje wysoka (mak-
symalng) aktywnos$¢. Oczywiscie aktywnos$¢ te mozna dalej probowaé dodatkowo
zwiekszaé, stosujac substancje modyfikujace warstwe wody niezbednej danego en-
zymu. Przyktadem tego typu badan byty poszukiwania optymalnego srodowiska dla
reakcji syntezy laktonu kwasu 16-hydroksyheksadekanowego (heksadekanolidu) ka-
talizowanej przez lipaze M. circinelloides, opisane w pracy (40). Warto$¢ log P dla mie-
szaniny ztozonej z dwoch rozpuszczalnikéw obliczyé mozna wg wzoru (5):
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log ~mieszaniny  Xilog Pi + X2I0g P2 [1]

gdzie: Xi i X2 - liczba moli pierwszego i drugiego rozpuszczalnika,
log P] i log P2 - polarno$¢ pierwszego i drugiego rozpuszczalnika.

Po wyselekcjonowaniu dwoch rozpuszczalnikow (toluenu, log P = 2,5 i eteru
naftowego, log P = 3,2), w ktdrych enzym ten wykazywat najwyzsze aktywnosci, za-
stosowano mieszaniny tychze rozpuszczalnikéw w réznych proporcjach i prowa-
dzono w nich reakcje. Optymalnym Srodowiskiem dla omawianej reakcji okazata sie
mieszanina o polarnosci opisanej wartoscig log P rowng 2,95.

Poprzez dobor odpowiedniego rozpuszczalnika kontrolowaé mozna zatem kie-
runek reakcji i efektywno$¢ dziatania enzymoéw lecz, co wiecej takze catkowicie
zmieniac¢ ich selektywnos$¢. Z tego powodu poszukuje sie wcigz nowych zastosowan
dla znanych handlowych preparatéw enzymoéw badajac ich katalityczne wiasciwosci
w réznych niekonwencjonalnych srodowiskach. Ten kierunek badan (zwany w litera-
turze anglojezycznej solvent lub medium engineering) dostarcza, obok inzynierii
biatek, alternatywnych rozwigzan dla procesow biokatalizy. Okazuje sie, ze lipazy
i proteazy w Srodowisku o obnizonej zawarto$ci wody wykazujg fenomenologiczne
wiasciwosci. Proteazy, np. w odpowiednio dobranym $rodowisku organicznym, ka-
talizujg synteze estrow wyzszych kwaséw ttuszczowych, a zatem wykazujg aktyw-
no$¢ przypisywang lipazom i esterazom. Lipazy natomiast mogg katalizowa¢ reakcje
syntezy peptydéw, zatem wykazujg aktywnos$¢ proteaz. jednakze w przeciwien-
stwie do proteaz, ktére syntezuja peptydy prawie wytacznie z izomeréw L-amino-
kwasOw, lipazy przyspieszajg rowniez reakcje syntezy, w ktdérych substratami sa
D-izomery aminokwasOw (46). jest to szczegdlnie istotne, gdyz D-aminokwasy s3
sktadnikami niektorych peptyddw biologicznie aktywnych. Na przykiad lipaza Candi-
da rugosa w uktadzie dwufazowym woda-chlorek metylenu katalizuje synteze N-fe-
nacetylo-L-cysteinylo-D-waliny (prekursora penicyliny G).

Badania majace na celu poszukiwanie optymalnego, niewodnego Srodowiska re-
akcji sg tanie i wzglednie proste w wykonaniu. Ich zasadnicza wadg jest niewielki
jeszcze poziom wiedzy teoretycznej na temat wihasciwosci biatek w wielu niewod-
nych Srodowiskach. Sprawia to, ze dotychczas nie jest wiadomo ostatecznie, co de-
cyduje o przydatnosci lub nieprzydatnosci danego rozpuszczalnika jako Srodowiska
biokatalizy. Dotyczy to zwihaszcza mozliwosci teoretycznego przewidy-
wania optymalnego rozpuszczalnika lub mieszaniny rozpuszczalnikéw organicz-
nych, cho¢ takie préby wielokrotnie podejmowano (5,34-37). Dlatego, dobor nie-
wodnego $rodowiska reakcji (rozpuszczalnika organicznego) realizowany jest wcigz
w zasadzie wylgcznie dosSwiadczalnie. Pomimo ogromnego, w ciggu ostatnich 10
lat, rozszerzenia wiedzy biotechnologicznej, rowniez w zakresie ,,inzynierii srodo-
wiska reakcji”, dotychczas intuicja i wyobraznia badacza, czyli po prostu tzw. ,,nos”,
decyduje niejednokrotnie o postepie badan w tej dziedzinie.
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4.2. Hydrofobowe $rodowisko reakcji

Ku wielkiemu zaskoczeniu wielu naukowcéw okazato sie, ze bardzo czesto naj-
lepszym, niewodnym Srodowiskiem dla przemian enzymatycznych sg rozpuszczalni-
ki hydrofobowe, a zatem te, ktére swg chemiczng naturg najmniej przypominajg
wode. Dotyczy to zwlaszcza reakcji, w ktorych substraty sa nierozpuszczalne w wo-
dzie, lub dla ktérych mozliwo$¢ przesuniecia rdwnowagi reakcji metodami chemii
organicznej (np. przez dodanie nadmiaru jednego z substratéw, usuwanie produktu,
np. estru lub wody za pomoca destylacji mieszaniny azeotropowej lub uzycie srodka
odwadniajacego) jest istotnie ograniczona. Z tego powodu problem pojawia sie gdy
jeden z substratéw jest polarny, w niewielkim tylko stopniu rozpuszczalny w apolar-
nym, hydrofobowym $rodowisku, gdyz rozpuszczenie substratu warunkuje mozli-
wos¢ utworzenia wigzania pomiedzy centrum aktywnym enzymu a substratem (czyli
powstanie kompleksu przejsciowego). Energia tego wigzania jest gtownym ,,moto-
rem napedowym” powodujacym ogromny wzrost tempa reakcji (47). Problem malej
rozpuszczalnosci wysoko polarnych substancji w rozpuszczalnikach apolarnych, do-
tyczy np. reakcji, w ktorych substratem jest glicerol - jego dostepnos¢ katalityczng
mozna jednakze zwiekszy¢ wprowadzajgc do hydrofobowego $rodowiska reakcji zel
krzemionkowy spetniajagcy w tych warunkach funkcje ,,rezerwuaru” tego stabo roz-
puszczalnego substratu (48). Podobne problemy dotycza tez otrzymywania réznych
estrow sacharydéw nalezacych do tzw. ,,zielonych” detergentéw lub farmaceutykow,
ktorych tworzenie katalizowane jest przez lipazy. Substratami sg w tym przypadku,
nierozpuszczalne w $rodowisku apolarnym cukry, oraz kwasy ttuszczowe. Zastoso-
wanie organicznych rozpuszczalnikoéw, w ktorych rozpuszczajg sie cukry, mija sie
z celem, poniewaz estry otrzymywane w takim $rodowisku nie sg dopuszczane do
spozycia. Rozwigzaniem moze by¢ stosowanie sacharyddw w postaci ich pochodnych
acetalowych (49) lub acylowych (48), rozpuszczalnych w srodowisku hydrofobowym,
lub prowadzenie procesu w uktadzie dwufazowym: woda-rozpuszczalnik apolarny,
albo niewielki dodatek do hydrofobowego medium rozpuszczalnika polarnego. Roz-
puszczalnikiem spetniajgcym wymienione kryteria (tzn. nietoksycznos¢ i polarnosg)
jest dwutlenek wegla stosowany w postaci cieczy w stanie nadkrytycznym (rozdz. 8).

Whbrew pierwszym, mylnym prognozom okazato si¢, ze w Srodowisku rozpusz-
czalnikéw apolarnych enzymy wykazuja wysoka termostabilno$¢. Wiele enzymaw,
np. lipazy, proteinazy, rybonukleazy i inne, jest odpornych w tym $rodowisku na
dziatanie warunkow ekstremalnych, np. temperatury podwyzszonej do 100-140°C
(42,50-52). Mechanizm stabilizacji biatek przez apolarne srodowisko w podwyzszo-
nej temperaturze nie jest do korica poznany. Wiadomo, ze znaczace udziaty energii
stabilizacji pochodza z oddziatywan elektrostatycznych miedzy polarnymi i zjonizo-
wanymi grupami (wigzania wodorowe, oddziatywania pomiedzy dipolami i parami
jonowymi) oraz efektéw hydrofobowych, w ktérych udziat biora niepolarne reszty
aminokwasoéw. Fizyczna natura oddziatywan hydrofobowych, z uwagi na to, ze
stwierdzono znaczny w nich udziat sit van der Waalsa, jest obecnie rozwazana jako
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pochodzgca ze zmian entropii i entalpii. Oszacowanie wptywu temperatury, cisnie-
nia, fadunku i aktywnosci wodnej na swobodng energie stabilizacji biatek do dzi$
pozostaje problemem do rozwiagzania (32).

Generalnie, apolarne rozpuszczalniki organiczne, z racji swoich wiasciwosci (tzn.
braku zdolnosci do tworzenia wielokrotnych wigzah wodorowych), generujg zmiany
konformacyjne biatek powodujgce silne oddziatywania elektrostatyczne wewnatrz
molekut, czego efektem jest usztywnienie ich struktury. Powoduje to ograniczenie
mozliwosci konformacyjnych zmian czasteczek enzyméw w trakcie Kkatalizy, co
w ostatecznym efekcie przeklada sie na obnizenie ich aktywnosci, jednakze, ele-
mentami sprzyjajacymi zachowaniu aktywnej struktury enzymow, np. lipaz w Srodo-
wisku apolarnym, jest ,,usztywniajgce” oddziatywanie warstwy wody niezbednej (za-
gadnienia te poruszano w czesci | artykutu) oraz odpowiednia budowa centrum ak-
tywnego enzymu. Hydrofobowy charakter tego centrum sprawia, ze substancje o po-
dobnym, hydrofobowym charakterze moga wykazywa¢ dziatanie ochronne wzgle-
dem tego rejonu biatka (6,47). Dla przyktadu, w pracach (42,50) opisano zwigzang
z mycelium lipaze Mucor circinelloides, ktéra ogrzewana przez godzine w temperatu-
rze 100°C w $Srodowiskach: eteru naftowego, cykloheksanu, heptanu oraz benzenu
zachowywata ok. 90% aktywnosci wyjsciowej, podczas gdy w srodowisku wodnym
ulegata ona denaturacji juz po minutowej inkubacji w tej temperaturze. Enzym ten,
jak opisano w cytowanej pracy, wykazywat tak wysoka stabilno$¢ w srodowisku wy-
mienionych weglowodoréw, ktérych polarnos¢, wyrazona w log P, zawarta jest
w przedziale 2,0-8,8. Sktonito to autoréw artykutu do wniosku, ze wiasnie te roz-
puszczalniki powinny by¢ ,,preferowane” podczas wyboru niewodnego Srodowiska
zapewniajgcego optymalne dziatanie enzymu z Mucor.

5. Przyktady enzymoéw stosowanych w $rodowisku niewodnym

5.1. Lipazy

Biologiczng funkcjq lipaz jest katalizowanie w $rodowisku wodnym hydrolizy
triacylogliceroli (ttuszczéw prostych) do kwaséw ttuszczowych i glicerolu lub do
produktow przejsciowych: diacylogliceroli i monoacylogliceroli. Reakcja ta jest od-
wracalna. Zmieniajgc Srodowisko z wodnego na niewodne mozna tak pokierowac
reakcjg, by - w obecnosci lipaz - przebiegata w kierunku syntezy (53,54).

W zaleznosci od stezenia wody w Srodowisku lipazy moga katalizowa¢ naste-
pujace reakcje: hydroliza lub synteza estrow kwasow karboksylowych, estrow tiolo-
wych, amidow; transestryfikacja estrow kwasow karboksylowych, aminoliza oraz
synteza acetali i peroksykwasow (6). Z uwagi na tak szerokie spektrum dziatania li-
paz prace dotyczace tych enzymow byly geneza i sg niezmiennie kotem napedowym
rozwoju enzymologii niekonwencjonalnej.
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Dotychczas lipazy znalazty praktyczne zastosowania w przemysle spozywczym,
wiokienniczym, chemicznym i farmaceutycznym do:

- hydrolizy ttuszczéw jadalnych (otrzymywanie, mydia, gliceryny, emulgatoréw)
(55-57);

- otrzymywania bioemulgatoréw (mono- i diacyloglicerydy - najlepsze emul-
gatory spozywcze, estry sacharydow) (58,59);

- produkcji substytutu masta kakaowego z oleju palmowego i kwasu stearyno-
wego lub palmitynowego (60);

- produkcji thuszczow dietetycznych (thuszczow zawierajacych kwasy ttuszczo-
we o krétszych tancuchach) (61-63);

- produkcji kosmetykdw (estry kwasdéw wielonienasyconych) (64);

- produkcji lekow (65-68);

- produkcji $rodkéw zapachowych (estry kwasow karboksylowych o krétkich
fancuchach, sktadniki naturalnego pizma - laktony) (40,69-71);

- produkcji smarow i sktadnikéw paliw (estry wyzszych kwasOw ttuszczowych,
estry sacharydow) (72-74);

- otrzymywaniu i recyklingu tworzyw sztucznych (g - kaprolaktam i alifatycz-
ne poliestry) (75-76).

- W enancjo- i stereoselektywnych syntezach oraz rozdziale mieszanin race-
micznych {kinetic resolution oraz dynamie resolution) réznych zwiazkow (65-71,77-79).

5.2. Proteazy

Proteazy w $rodowisku wodnym katalizujg hydrolityczne rozszczepienie wigza-
nia peptydowego. W medium niewodnym, w warunkach termodynamicznie sprzy-
jajacych (obnizona zawarto$¢ wody), katalizujg reakcje rewersji, w wyniku ktérych
powstajg peptydy lub estry aminokwaséw (80,81). W przeciwienstwie do metod
chemicznej syntezy peptyddw zastosowanie proteaz wyklucza zjawisko racemizacji
oraz, z uwagi na ich wysoka specyficzno$¢ dziatania, nie wymaga stosowania ochron-
nych grup funkcyjnych tancuchéw bocznych aminokwaséw w peptydach.

Do najczesciej wykorzystywanych enzymdw proteolitycznych nalezy zaliczy¢ chy-
motrypsyne, subtylizyne, termolizyne i papaine. Stosujgc preparaty tych enzyméw
w Srodowisku niewodnym mozna otrzyma¢ zaréwno peptydy o znanych wiasciwo-
Sciach, np. takie, jakie powstajg w efekcie hydrolizy naturalnie wystepujacych biatek
lub sg produktami metabolizmu komérek, jak i nowe, biologicznie aktywne substan-
cje nie wystepujace w Swiecie ozywionym. Metodg syntezy enzymatycznej otrzymaé
mozna obecnie catg grupe fizjologicznie aktywnych substancji o wiasciwosciach:
antybiotycznych i antywirusowych, inhibitoréw i regulatorow enzymoéw oraz sub-
stancji immunoaktywnych. Na przyktad chymotr>'psyne i amidaze penicylinowg wy-
korzystano - z duza efektywnoscig - w systemie dwufazowym woda-rozpuszczal-
nik organiczny do syntezy zar6wno peptydow jak i estréw (82).
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W skali przemystowej proteazy wykorzystuje sie w srodowisku niewodnym m.in.
do produkcji dwupeptydu bedacego prekursorem popularnego stodzika Aspartam
(N-L-alpha-Aspartyl-L-phenylalanine 1-methyl ester) (83) oraz do syntezy jabtczanu tyro-
zyny - podstawowego skiadnika kremdéw samoopalajacych (84).

5.3. Oksydoreduktazy

Oksydoreduktazy, w poréwnaniu z enzymami nalezacymi do klasy hydrolaz, ka-
talizujg bardziej ztozone reakcje redukcyjno-oksydacyjne wymagajgce obecnosci
kofaktorow (przenosnikéw elektronéw i protonéw), ktére zwykle nie sa rozpusz-
czalne w $rodowisku organicznym oraz wymagajg regeneracji. Dlatego czesto jako
Zrédto tych enzymdw stosuje sie cale, zywe komorki mikroorganizmdw, jak row-
niez kultury tkankowe i komdrkowe roslin z aktywnym systemem regeneracji kofak-
torow (85,86).

Zrodiem oksydoreduktaz sg np. komorki Rhizopus arrhizus oraz Aspergillus niger

- stosowane na skale przemystowa do regioselektywnej hydroksylacji steroidéw
w Srodowisku niewodnym. Hydroksyluja one progesteron, co zastepuje okoto poto-
we z 37 etapébw konwencjonalnej syntezy chemicznej podczas otrzymywania
11-a-hydroksyprogesteronu. Roéwniez na skale przemystowg z udzialem enzymow
komorek Pseudomonas sp. prowadzi sie selektywng hydroksylacje kwasu nikotyno-
wego w pozycji 6. Z kolei dwuoksygenazy zawarte w komorkach Pseudomonas sp.
katalizujg synteze asymetrycznych dwuhydroksypochodnych aromatycznych, réw-
niez te procesy prowadzone sg na skale przemystowa (7). Natomiast dehydrogenazy
alkoholowe z drozdzy i trzustki zostaty zastosowane do asymetrycznej redukcji
ketonéw w ukladzie odwroconych myceli zapewniajacych regeneracje kofaktora
(87,88). Wreszcie peroksydaze uzyto do katalizy reakcji sulfooksydacji tioanizoli
w $rodowisku rozpuszczalnikéw organicznych (89).

Zainteresowanie przemystu chemicznego oksydoreduktazami dynamicznie wzras-
ta z uwagi na mozliwo$¢ zastepowania szeregu szkodliwych dla Srodowiska techno-
logii procesami katalizowanymi enzymatycznie (tzw. green chemistry (90)).

5.4. Glikozydazy

Oligosacharydy petnig wiele istotnych funkcji w zywych organizmach. Glikozyda-
zy hydrolitycznie rozszczepiaja wigzania cukrowe w oligo- i polisacharydach. Nato-
miast w srodowisku o obnizonej zawartosci wody tworza wigzania glikozydowe na
drodze odwrdéconej hydrolizy lub transglikozylacji, co umozliwia uzyskanie nowych
oligocukrow (91,92). Ten sposdb otrzymywania oligosacharydow, bedacych wazny-
mi sktadnikami zywnosci, a takze lekdw, pozwala zaniecha¢ stosowania ucigzliwych
metod chemicznych, tym bardziej, ze potaczenie tylko trzech r6znych monosachary-
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déw dwoma réznymi wigzaniami glikozydowymi w wigkszosci przypadkdéw stanowi
powazny problem dla syntezy chemicznej. Regio- i stereospecyficzna chemiczna
synteza oligosacharyddw jest metoda zmudna, wymagajacg skomplikowanych pro-
cedur blokowania i odblokowywania reaktywnych grup hydroksylowych, co powo-
duje, ze w wiekszej skali proces jest nieoptacalny. Realng alternatywg uzyskiwania
nowych oligosacharyddw jest zatem ich synteza enzymatyczna. Prowadzi¢ jg mozna
przy wykorzystaniu tanich i fatwych w stosowaniu preparatow hydrolaz glikozydo-
wych, ktére w Srodowisku o obnizonej aktywnosci wodnej, zawierajgcym substrat
0 wysokim stezeniu lub dodatek rozpuszczalnika organicznego mieszajacego sie
z woda, wykazuja, w zaleznosci od specyficznosci, wkasciwosé katalizowania reakcji
syntezy oligosacharydow lub transglikozylacji.

Stosujgc sacharoze jako substrat oraz (3-fruktofuranazydaze zsyntezowano na
przyktad rézne oligosacharydy w $rodowisku acetonitryl-woda (93). W innej pracy
(94) opisano zastosowanie glukozylotransferazy w Srodowisku eteru bis-2-metoksy
etylowego (MEE) do glikolizacji dwuhydroksyaromatycznych pochodnych katecholu
przy zastosowaniu sacharozy jako donora glukozylowego. Z kolei tani preparat glu-
koamylazy wykorzystano w uktadzie dwufazowym woda-rozpuszczalnik organiczny
do syntezy dwu- i trojsacharydéw - proces przebiegat z 90% wydajnoscia (95).

6. Biokataliza w $rodowisku bez rozpuszczalnikow

z przemystowego punktu widzenia korzystne jest prowadzenie syntezy w $rodo-
wisku samych ciektych substratéw (56,96). Minimalizuje to objeto$¢ reaktora, co ob-
niza koszty procesu. Wyeliminowanie rozpuszczalnikow organicznych jest wazne
réwniez z tego wzgledu, ze stosowanie ich czesto stwarza problemy w zakresie
bezpieczenstwa pracy, czystosci produktow, zanieczyszczenia Srodowiska, takze
wymdg ich regeneracji zwieksza koszty produkcji. Wiele proceséw katalizowanych
przez enzymy jest prowadzonych wiasnie tym sposobem (tzn. bez rozpuszczalni-
kéw) na skale przemystowa. Tak otrzymuje sie np. namiastke masta kakaowego z ta-
niego oleju palmowego oraz tréjstearynianu glicerolu (transestryfiakcja) lub kwasu
stearynowego (acydoliza) (96).

Metody ,,bez rozpuszczalnikéw” wymagaja jednak, aby substraty w temperatu-
rze procesu znajdowaty sie w fazie ciektej lub gazowej, co czesto stwarza koniecz-
no$¢ jej podwyzszenia, a jest to niekorzystne dla stabilnosci enzymow. Lotnos¢ sub-
stratbw w nizszych temperaturach mozna takze uzyska¢ prowadzac proces pod
zmniejszonym ci$nieniem lub stosujgc niewielki dodatek substancji obnizajgcych
punkt topnienia w przypadku substratow statych.
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7. Biokataliza z wykorzystaniem substratow gazowych

Biokataliza z zastosowaniem gazowych substratéw ma miejsce, wowczas gdy
drobnoustréj lub enzym znajduje sie w fazie statej, a substrat lub substraty w fazie
gazowej (97,98). Sposob ten jest wykorzystywany w biofiltrach do dezodoryzacji
powietrza odlotowego w zaktadach hodowli zwierzat, przy utylizacji odpadéw mie-
snych i rybnych oraz w ucigzliwych dla otoczenia zakladach produkcji Srodkow
spozywczych, a takze do usuwania rozpuszczalnikéw i innych zanieczyszczen z ga-
z6w odlotowych emitowanych w wytworniach farb i lakierdw, malarni, odlewni, wy-
tworni ptyt wiérowych i wielu innych. Gtéwnym elementem biofiltru jest warstwa
porowatego materiatu filtracyjnego zasiedlonego przez mikroorganizmy zdolne do
biologicznego rozktadu zanieczyszczen gazowych.

W przypadkach tej odmiany biokatalizy jako katalizator stosowane sg immobilizowa-
ne enzymy. Kataliza nie przebiega bezposrednio w fazie gazowej. Gazowe substraty ule-
gaja rozpuszczeniu w warstwie wody stanowigcej mikrootoczenie enzymu i tam zachodzi
wihasciwa reakcja. Zapewnia to tatwg i doktadng kontrole zawartosci wody w biokataliza-
torze, eliminuje wymywanie enzymu i kofaktora oraz zapewnia ich wiekszg trwatosc¢ (99).

W praktyce, stosujac gazowe substraty, wykonano w skali pottechnicznej proby
syntezy lotnych aldehydéw, ketonow i estréw (w tym zapachowych) za pomoca: pre-
paratéw lipaz Novozyme 435 i Lipozyme IM 200 (NovoNordisk), kutynazy (cutinase)
oraz lipazy z Candida rugose (Sigma) (100,101). W innym przypadku, wykorzystujac
oksydaze alkoholowa koimmobilizowang z koenzymem na DEAE-celulozie (102),
a takze na albuminie usieciowanej aldehydem glutarowym (103) przeprowadzono
procesy utleniania etanolu i metanolu do aldehyddw.

Przysztos¢ tej metody zalezy od rozszerzenia ilosci dostepnych, tanich prepara-
tow termostabilnych enzymow, gdyz uzyskanie w fazie gazowej wysokiego stezenia
wiekszosci substratow wymaga zazwyczaj podwyzszenia temperatury procesu.
W celu obnizenia temperatury procesu mozna go takze prowadzi¢ pod zmniejszo-
nym cisnieniem (104).

8. Biokataliza w ptynach nadkrytycznych

Ptyny nadkrytyczne (supercritical fluids), sg to ciecze o temperaturze i cisnieniu
powyzej punktu krytycznego (304°K i 7,38 MPa dla COz). Cechuje je gestos¢ poréw-
nywalna z gestoscig cieczy w warunkach normalnych, wysoka $cisliwo$¢ oraz, co
najwazniejsze, niska warto$¢ wspotczynnika lepkosci i wysoka wartos¢ wspotczyn-
nika dyfuzji. Parametry ptynu nadkrytycznego jako rozpuszczalnika (tzw. solvating
power) sg fatwe do kontroli przez zmiane cisnienia i/lub temperatury. Natomiast cha-
rakterystyczne dla tego Srodowiska: niska lepkos¢ i wysoka warto$¢ wspotczynnika
dyfuzji (wielokrotnie wyzsza niz cieczy) zwiekszajg znaczaco szybkos$¢ transportu
mas, co korzystnie wptywa na kinetyke proceséw (22).
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Ptyny nadkrytyczne, szczegdlnie ciekty CO2, sg bardzo interesujaca alternatywa
niewodnego medium reakcji enzymatycznych w stosunku do rozpuszczalnikéw or-
ganicznych (22,105,106). Sa one nietoksyczne, niepalne i nieszkodliwe dla Srodowi-
ska naturalnego. Typowe warunki procesow prowadzonych w srodowisku ptynow
nadkrytycznych to: temperatura 40-70°C i cisnienie 10-20 MPa.

Stosujac nadkrytyczny CO2 opracowano proces interestryfikacji oleju palmowego
(107), katalizowany przez lipazy, prowadzacy do uzyskania namiastki masta kakaowego
oraz randomizacji tegoz surowca - otrzymujgc w efekcie nowe glicerydy mogace zna-
lez¢ zastosowanie do produkcji margaryn (108). Badano takze mozliwosci utleniania fe-
noli przez oksydaze polifenolowg i cholesterolu przez oksydaze cholesterolows, a tak-
ze konwersji p-nitrofenylofosforanu do p-nitrofenolu katalizowanej przez alkaliczng
fosfataze. Opracowano procesy syntezy chiralnych zwigzkéw biologicznie aktywnych:
ibuprofenu i glicydu (7). Wydajnosci przemian zachodzacych w nadkrytycznym CO: byty
zblizone do wydajnosci uzyskiwanych w rozpuszczalnikach organicznych.

Ciecze nadkrytyczne moga by¢ zastosowane rowniez do ekstrakcji niektorych
produktow przemian metabolicznych, takich jak np. etanol lub kwasy karboksylo-
we. Jednakze obecnie jest mato prawdopodobne, aby medium to znalazto wieksze
zastosowanie w praktyce do prowadzenia biotransformacji, w ktérych wykorzysty-
wane sg zywe komorki drobnoustrojéw, gdyz stwierdzono duzy, inhibicyjny wplyw
wysokiego ci$nienia na zyciowe funkcje drozdzy (22).

Reasumujac, technologie, w ktérych wykorzystuje sie ptyny w stanie nadkrytycz-
nym wychodzg naprzeciw dominujacym obecnie trendom ograniczenia stosowania
rozpuszczalnikow organicznych, charakteryzujacych sie czesto nadmierng toksycz-
noscig i zastepowania ich efektywnymi zamiennikami, nieszkodliwymi fizjologicz-
nie i obojetnymi dla Srodowiska. Cechy takie posiadaja wtasnie niektore substancje
w stanie nadkrytycznym, a szczeg6lnie CO=. Najbardziej cennymi zaletami ptynacy-
mi z zastosowania ptyndw nadkrytycznych jest ich nieszkodliwo$¢ dla Srodowiska
naturalnego oraz mozliwo$¢ zintegrowania procesow: wiasciwej reakcji i separacji.
Jednakze, niezmiernie istotnymi wadami sg: znaczne zuzycie energii oraz wysoki
koszt aparatury wysokocisnieniowej.

9. Biokataliza pod wysokim ci$nieniem

Cisnienie jest parametrem fizycznym wplywajagcym na szybko$¢ przebiegu reak-
cji oraz na wiasciwosci substratéw. Pierwsze préby wykorzystania podwyzszonego
cisnienia do sterylizacji mleka pochodzg z korica XIX w. Cisnienie hydrostatyczne
rzedu 300-600 MPa powoduje inaktywacje drobnoustrojow. Wptywa ono negatyw-
nie na biosynteze biatek, wywotuje niekorzystne zmiany w biomembranach i powo-
duje degradacje organelli komdérkowych (109).

Zbadano, ze najwrazliwsze na podwyzszanie ci$nienia hydrostatycznego w biatkach
enzymatycznych sg oddziatywania hydrofobowe. Dilatego najbardziej podatne na
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denaturacje sg czwartorzedowe struktury biatek. Przy cisnieniach powyzej 200 MPa,
0 tym czy zmiany struktury trzeciorzedowej biatek bedg miaty charakter odwracalny
decyduje szybko$¢ kompensacji cisnienia. Natomiast przy bardzo wysokich cisnie-
niach zachodza dodatkowo zmiany struktury drugorzedowej biatek i majg one
zwykle charakter nieodwracalny. Stwierdzono jednakze, ze przy cisnieniach rzedu
50-350 MPa wiele enzymow, takich jak: lipazy, p-galaktozydazy i inwertaza, nie tyl-
ko wykazuje aktywno$¢ katalityczna, lecz takze jest bardziej stabilna w wysokiej
temperaturze. Te cechy enzymow stwarzajg nowe mozliwosci prowadzenia proce-
sow technologicznych w warunkach ekstremalnych (110,111).

10. Stosowanie enzyméw rozpuszczalnych w rozpuszczalnikach
organicznych

Natywne biatka enzymatyczne sg zasadniczo nierozpuszczalne w srodowisku roz-
puszczalnikéw apolarnych. Mozna je jednakze przeprowadzi¢ w forme rozpuszczalng
poprzez ich chemiczng modyfikacje substancjami o charakterze detergentéw. Taka-
hashi i in. (112) orazjene i in. (113) kowalencyjnie podstawiajgc zwigzki o charakterze
surfaktantu do wolnych grup aminowych katalazy, otrzymali formy tego enzymu roz-
puszczalne i aktywne w rozpuszczalnikach apolarnych. Natomiast Mogi i in. (114) uzy-
skiwali katalitycznie aktywne kompleksy biatka lipazy Rhizopus japonicus z surfaktan-
tem. Z kolei Inada i in. (115) do modyfikacji lipazy, katalazy, chymotrypsyny oraz pe-
roksydazy zastosowali glikol polietylenowy, otrzymujac rozpuszczalne w rozpuszczal-
nikach organicznych i aktywne formy tych enzymoéw. Roéwniez Fukunaga i in. (116) uzy-
skali rozpuszczalng w apolarnych rozpuszczalnikach forme lipazy Pseudomonas sp. mo-
dyfikujac jg za pomocg dioleinianu glukozyloglutaminianowego. Do modyfikacji polar-
nosci mikrootoczenia lipazy Candida rugosa zastosowano z kolei dekstran, ktdry nieko-
walencyjnie potaczony z enzymem pozytywnie wpltywat na szybko$¢ estryfikacji
(R,S)-ibuprofenu w $rodowisku rozpuszczalnikéw organicznych (117).

Wiasciwosci modyfikowanych biatek enzymatycznych, podobnie do ich natyw-
nych form ulegajg zmianom, gdy wodne $rodowisko reakcji zastepowane jest nie-
wodnym. Zmieni¢ sie moze m.in. ich specyficznos¢, ulega tez czesto obnizeniu
optymalna temperatura ich dziatania (hawet ponizej zera) (105).

Niektore wewnatrzkomérkowe lipazy sg rozpuszczalne w Srodowisku apolar-
nych rozpuszczalnikéw organicznych. W pracach (43,118) po raz pierwszy opisano
lipazy Mucor circinelloides i Mucor racemosus wykazujace te fenomenologiczng wias-
ciwos¢, nie opisang dotychczas w literaturze. Stwierdzono mianowicie, ze homo-
genne preparaty tych enzyméw, w formie natywnej (tzn. nie modyfikowanej che-
micznie) sa dobrze rozpuszczalne i wysoko aktywne w reakcjach syntezy estrow
kwasow karboksylowych w $rodowisku toluenu.

Otrzymanie enzymow rozpuszczalnych w rozpuszczalnikach organicznych i ak-
tywnych w tym $rodowisku stanowi posredni dowdd mozliwosci istnienia zycia bio-
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logicznego, ktére moze funkcjonowa¢ w warunkach nienaturalnych {unusual environ-
ment), w tym w rozpuszczalnikach innych niz woda.

11. Zakonczenie

Enzymologia niekonwencjonalna, rozwija sie obecnie bardzo intensywnie pomi-
mo niewystarczajgcych podstaw teoretycznych, ktdre wyjasniatyby dostatecznie, na
poziomie molekularnym, obserwowane zjawiska. Poruszone w pracy zagadnienia
stanowig przekrdj tematyki z tego zakresu prezentowanych na tamach czasopism
naukowych. W tym miejscu, w ostatnich latach zadano pytanie: dlaczego tak p6zno
ta dziedzina wiedzy zainteresowata uczonych? Przeciez, jak wspomniano na wste-
pie, juz ok. 1900 r. pojawita sie pierwsza publikacja z tej dziedziny, a w latach trzy-
dziestych 20, stulecia - dwie nastepne, ktére tak jak pierwsza, niestety, nie zostaty
zauwazone i docenione. Gdyby tamte prace wzbudzity wieksze zainteresowanie
uczonych zapewne moglibysmy dzis wiedzie¢ wiele wiecej. Z dzisiejszej perspekty-
Wy ocenia sig, ze brak zainteresowania tg tematyka wynikat z 6wczesnego poziomu
wiedzy. Nie zauwazono wtedy nic nadzwyczajnego i uzytecznego w tym, ze lipazy
sg katalitycznie aktywne w $rodowisku organicznym, poniewaz synteze estrOw moz-
na byto z powodzeniem prowadzi¢ w obecnosci katalizatoréw chemicznych. Row-
noczesnie, nie wiedziano woweczas, ze aktywno$¢ biologiczna wielu syntetyzowa-
nych substancji (np. lekéw, $rodkéw owado- i chwastobdjczych) zalezy w tak duzym
stopniu od ich konfiguracji przestrzennej, a katalizatory chemiczne nie sg dosta-
tecznie selektywne (7). Zaréwno przemyst chemiczny jak i spozywczy oraz farma-
ceutyczny nie miaty zatem zapotrzebowania na stereospecyficzne syntezy. Potrzeba
taka pojawiata sie dopiero w latach sze$édziesiatych i to bylo zaczynem rozwoju
niekonwencjonalnej enzymologii.

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