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Anna Trusek-Hotownia, Andrzej Noworyta
Zaktad Inzynierii Bioprocesowe]

Instytut Inzynierii Chemicznej i Urzadzen Cieplnych
Politechnika Wroctawska, Wroctaw

Selection of reaction system for dipeptides enzymatic synthesis
Summary

Synthesis of dipeptides in water, in the solution ofwater/organic cosolvent and in
the binary aqueous-organic system was studied. A set of equlibrium equations was de-
termined and used to predict a product yield. Reagents activities served as variable.
Verification of equation’s validity was performed in the synthesis of ZAlaPheOMe di-
peptide catalysed by thermolysin. The reaction was carried out in water, metanol-wa-
ter solution and in - the binary system ethyl acetate - water.

It was shown that the synthesis in the binary system was the most effective. It
was concluded that the efficiency of ethyl acetate - water system resulted from:
1) improvement of the reagents solubility; 2) product extraction into the organic pha-
se. An insignificant difference in enzyme stability when thermolysin was immersed in
water or in the ethyl acetate - water system was observed.

Process kinetics in the binary system wil' be the aim of the next studies.

Key words:
dipeptide synthesis, equlibrium equation, organic solvent.

1. Wprowadzenie

W ostatnich latach duzg uwage poswieca sie poszukiwaniom
zwigzkéw charakteryzujacych sie silnymi zdolnoSciami smakowymi.
Najwiekszym zainteresowaniem cieszg sie produkty o stodkim smaku
jako potencjalne substytuty wysokoenergetycznej sacharozy. Do tej
grupy zwigzkow zaliczane sa m.in. pewne biatka roslinne [1], syntetycz-
ne analogi kwasu arylosulfonowego [2] oraz aspartam (AspPheOMe),
wykryty przez Schlattera w roku 1965 i od wielu lat produkowany na
skale przemystowg [3]. jest on jednym z wielu dipeptydéw smakowych,
ktére w zaleznosci od swojego sktadu aminokwasowego charaktery-
zujg sie stodkim, gorzkim, stonym lub kwasnym smakiem [4,5].
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W celu otrzymania dipeptyddw coraz czesSciej prowadzi sie synteze enzymatyczng
przy udziale proteaz, enzymow z klasy hydrolaz. Metoda enzymatyczna uwzgledniajaca
(w odréznieniu od licznych metod chemicznych) istnienie dwéch izomeréw aminokwasu
oraz eliminujgca reakcje z udziatem ich grup bocznych, pozwala na otrzymanie zwigzkéw
zawierajacych pozadane wigzanie peptydowe [6,7].

Pierwsza enzymatyczna reakcja syntezy wigzania peptydowego przeprowadzona
przez Bergmanna i Fraenkel-Conrata w 1938 r. przebiegta z wydajnoscig TI% [8]. Obecnie
rozwinieto metody majace na celu jej zwiekszenie, z ktdrych wiekszos¢ oparta jest na za-
stosowaniu odpowiednio dobranego rozpuszczalnika organicznego jako fazy groma-
dzacej reagenty stabo rozpuszczalne w wodzie [9,10].

Znaczna grupa enzymoOw proteolitycznych nie traci aktywnosci w obecnosci pewnych
rozpuszczalnikéw organicznych, ktére dobiera sie indywidualnie dla danego enzymu,
przy czym wiekszos¢ biokatalizatoréw wykazuje wyzszg aktywnosc¢ i stabilnos¢é w roz-
puszczalnikach hydrofobowych. W przypadku zastosowania rozpuszczalnika hydrofilo-
wego, wysokie stezenie substancji organicznej wokot czasteczki enzymu zwieksza praw-
dopodobienistwo zniszczenia struktury IV-rzedowej enzymu, zmian konformacyjnych
w centrum aktywnym i/lub destabilizacji kompleksu enzym - substrat [11,12].

llos¢ wody w uktadzie niezbedna do zapewnienia aktywnosci enzymu jest niewielka;
w granicznym przypadku odpowiada monowarstwie zgromadzonej wokdt hydrofitowej
czesci czasteczki biatka. Stad, w tego typu reakcjach, udziat fazy organicznej dochodzi do
97% \N [13,14]. Stosowane uklady r6znig sie miedzy sobg zakresem stezen substratow
uzywanych w reakcji wynikajacym z ich rozpuszczatnosci w danym ukfadzie, aktywnoscig
i stabilnoscig enzymu, wydajnoscig reakcji oraz tatwoscig oddzietenia produktu od katah-
zatora i pozostatych reagentéw.

Celem prezentowanej pracy jest analiza mozliwosci wykorzystania w syntezie dipep-
tydoéw réznych uktadow, tj. roztworu wodnego, jednofazowego roztworu rozpuszczatni-
ka organicznego w wodzie, uktadu dwufazowego rozpuszczatnik organiczny - woda.
Praca dotyczy wyznaczenia rownowagowego stopnia przereagowania oraz efektywnosci
procesu w kazdym z wymienionych uktadow. W czesci teoretycznej pracy przedstawiono
analize tych uktadéw pod wzgledem osigganego réwnowagowego stopnia przereagowa-
nia. Cze$¢ doswiadczalna pracy dotyczy reakcji syntezy ZAlaPheOMe, zwigzku bedacego
prekursorem gorzkiego dipeptydu - AlaPhe.

2. Réwnowaga reakcji syntezy dipeptydow
2.1. Reakcja w roztworze wodnym

Proteazy, enzymy katalizujace reakcje syntezy wigzania peptydowego, sg takze katali-
zatorami hydrolizy tego wigzania. Reakcja syntezy wigzania peptydowego pozostaje
w rownowadze z reakcja hydrolizy, a wartos¢ statej rownowagi dla danej reakcji zalezy
od warunkéw prowadzenia reakcji (temperatura, pH, sita jonowa). W roztworze wodnym
réwnowaga reakcji przesunieta jest w kierunku hydrolizy.
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Stata réwnowagi ztozonej reakcji syntezy jest kombinacja statych dwoch reakcji: dy-
socjacji substratow Kj i kondesacji K"

Ki Kk
R-COO* + +H3N-R' M » R-COOH + H2N-R'./------- » RCONHR' + H20

Przyjmujac, ze reakcje te sg elementarne, rbwnowaga moze zosta¢ przedstawiona za-
leznoscia:

K= =K K, (1)

K - stata réwnowagi,
c - stezenie molowe,
Y - wspoiczynnik aktywnosci,

a indeksy dotycza: P- RNHCOR' , A' - RCOO', - R'NH3™.

Dla warto$ci stezen reagentow stosowanych w badanej reakcji mozna z dobrym przy-
blizeniem przyja¢, ze ich wspoétczynnik aktywnosci réwny jest jednosci.

Gdy reakcje kondensacji zachodzg w roztworach o pH 6-7, tj. okoto 3 rzedy réznym
od pK(QOH i pKA™ aminokwaséw, dany reagent wystepuje gtéwnie w postaci form zjoni-
zowanych. Stad réwnanie (1) mozna wyrazi¢ w postaci:

C, C,
)

gdzie:

"¢ =[rcoo*] + [rcooh]=[rcoo"]

Xc. =[r'nh;]+[r'nh,]s[rnh;]

Reakcje syntezy dipeptyddw prowadzi sie z reguly przy niedomiarze substratu A, go-
rzej rozpuszczalnego w wodzie niz substrat B; stgd substrat ten przyjeto jako limitujgacy,

wzgledem ktérego okreslano stopien postepu reakcji.
W stanie réwnowagi, stezenia poszczeg6lnych reagentdw wynosza:

Mo(”™N Na) TP ~"AOMA
gdzie:
M=ile
~ A0

- rébwnowagowy stopien przereagowania substratu A

Cao, Cgo - stezenie poczatkowe substratow
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Rownanie (2) wyrazone za pomocg rownowagowego stopnia przereagowania substra-
tu A przyjmuje postac:

2.1.1. Reakcja w roztworze wodnym z wytraceniem produktu

Wobec niewielkiej rozpuszczalnosci dipeptydéw w wodzie (<1 mM (50°C, pH 7,0)),
dla pewnych wartos$ci stezen poczatkowych reagentéw, stezenie rownowagowe produk-
tu moze byé wyzsze anizeli jego rozpuszczalnos¢. Woéwczas powstaty produkt reakcji
wystapi w uktadzie w formie rozpuszczonej o stezeniu Cp i w formie statej o stezeniu Cp,
a réwnowagowy stopien przereagowania bedzie dodatkowo funkcjg rozpuszczalnosci
produktu.

W takim przypadku, w stanie réwnowagi, stezenie produktu w roztworze jest rowne
Cp, a substratéw odpowiednio ¢** =c”0-Cp-Cp i ¢ty ==Cgo-Cp-Cp. Réwnanie (2) przyj-
mie postac:

K=, (4)
(a0 W Apj

Okreslajac stopien przereagowania skladnika A:

N S
Cp —l—Cp

uzyskuje sie rownanie:
N
cp C,

k= Cao «(I-aA)-(M-a*A) ®)

Prowadzenie reakcji syntezy z wytraceniem produktu oprécz znacznego zwiekszenia
rbwnowagowego stopnia przereagowania substratu wigze sie dodatkowo z fatwosScig
izolacji produktu z mieszaniny poreakcyjnej. Jednakze, aby nastgpito wytracenie produk-
tu nalezy uzy¢ do reakcji odpowiednio wysokich stezen substratow. W przypadku amino-
kwaséw, zwigzkéw stabo rozpuszczalnych w wodzie, stosowanie wysokich stezen jest
ograniczone, co rzutuje na wydajnos¢ procesu.

2.2. Reakcja w jednofazowych uktadach rozpuszczalnika organicznego i wody

Wzrost rozpuszczalnosci substratow w ukladzie mozna osiggna¢ m.in. poprzez doda-
nie hydrofilowego rozpuszczatnika organicznego. W zateznosci od uzytych stezen
poczatkowych reagentdw, reakcje syntezy w jednofazowych uktadach rozpuszczalnika
organicznego i wody mogg przebiega¢ analogicznie jak w roztworze wodnym, z wytrgce-
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niem produktu z roztworu lub bez wytrgcenia. Sposréd hydrofilowych rozpuszczalnikéw
organicznych w reakcjach syntezy dipeptydéw najczesciej stosowany jest metanol, eta-
nol, aceton, acetonitryl lub dimetyloformamid [15,16].

W takich uktadach aktywnos$¢ wody ma mniejszg warto$¢ niz w roztworze wodnym,
co powoduje przesuniecie stanu réwnowagi na korzy$¢ produktu. Istotne jest uwzgled-
nienie wspétczynnika aktywnosci wody, skutkiem czego réwnanie (1) przyjmuje postac:

K= ’ ,0 6
Cio =(I-aA)-(M-a*A) ®

2.3. Reakcja w uktadzie dwufazowym

Zastosowanie uktadu dwufazowego rozpuszczalnik organiczny-woda w reakcji synte-
zy dipeptydoéw pozwala na uzycie znacznie wyzszych stezen substratéw oraz uzyskanie
wyzszego stopnia przereagowania substratu w wyniku przejscia produktu do fazy orga-
nicznej (pozareakcyjnej). Efekt ten wystepuje wyraznie, gdy wspotczynnik podziatu defi-
niowany jako Pj przyjmuje dla produktu wartos¢ > 1. W takim przypadku réwnowa-
gowy stopien przereagowania substratu zalezy nie tylko od wartosci statej réwnowagi
rozpatrywanej reakcji oraz stezen poczatkowych reagentow, ale jest takze funkcjg
wspotczynnikdw podziatlu reagentéw oraz objetoSciowego stosunku faz.

Rownowaga reakcji syntezy dotyczy fazy wodnej, stad statg réwnowagi opisuje row-
nanie:

K= 'Yh,o (7)

Przy zalozeniu, ze:
Apm ~AAn M — AR~ Al ~ARe Al —0,cpfo -0

catkowita masa substratu A w ukladzie wynosi:

AA—NAW AW TAMAO RO ~MAW (AW MA ) 8
©)

gdzie Vw. Vg odpowiednio objetosci fazy wodnej i organicznej.

Stopien przereagowania substratu A rowny jest:

AN. Nao-N,
a, = 9)
Nao Nio

Po podstawieniu réwnania (8) uzyskuje sie:

N. mCaw -(Vw +Pa -Vo)
a. = 10
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Stad: NAO-O-ttA)

C AW (]_l)
Vw+Pa-Vo

Oznaczajgc:

uzyskuje sie:
NAo-(M-gJ
CnwW - ( 9 (12)
Vw+Pb-Vo
Analogicznie:
' MO 1TMNA
VwHh Na  VateR Vg

Cow -

(13)

Wykorzystujac réwnania (7), (11), (12), (13) otrzymuje sie posta¢ wyrazenia na stalg
rownowagi reakcji syntezy przy ekstrakcji reagentéw z/do fazy organicznej.

a, ¢, (1+P,-P)-(1 +Pp-P)

K= (14)
Cao «(I-a*A)-(M-aA) P-(1+ Pp-P)

gdzie:

Vw

Dobor fazy organicznej jest sprawa podstawowa w rozpatrywanych reakcjach. Winna
ona prowadzi¢ nie tylko do osiagniecia jak najwyzszego stezenia produktu w uktadzie,
ale réwniez nie zmniejsza¢ aktywnosci i stabilnosci enzymu. Ekstrakcja produktu do fazy
organicznej, przy réwnoczesnym pozostawaniu enzymu w fazie wodnej ulatwia proces
izolacji produktu i stwarza mozliwo$¢ wielokrotnego wykorzystania katalizatora.

3. Materiaty i metody

Reakcje syntezy wybranego dipeptydu ZAlaPheOMe prowadzono przy udziale termo-
lizyny [EC 2.4.24.4], katalizatora nastepujacej reakciji:

ZAlaOH + PheOMe < n ZAlaPheOMe + H20
( Z- grupa benzyloksykarbonylowa)

Reakcje prowadzono w roztworze wodnym, 25% metanolu i uktadzie dwufazowym
octan etytu-woda przy stosunku faz 1:1, 9:1 viv.

161



Anna Trusek-Hotownia, Andrzej Noworyta

PRACE PRZEGLADOWE

3.1. Materiaty i aparatura

- termolizyna z firmy Sigma (aktywnos$¢ proteolityczna oznaczona testem Kunitza
[17] - 484 U/mg),

- ZAlaOH, PheOMe ' HCL, ZAlaPheOMe (jako standard) z firmy Bachem,
skiadniki eluentu (HPLC): metanol, woda, kwas nadchlorowy z firmy Merck,
aparat HPLC-LC Module firmy Waters,
gestosciomierz DMA 38 firmy Paar,
spektrofotometr UV-160A firmy Shimadzu.

3.2. Metody

3.2.1. Synteza ZAlaPheOMe w roztworze wodnym

Reakcje prowadzono w 0,25 M buforze Tris-HCI, pH 7,0, przy poczgtkowym stezeniu
ZAlaOH 1,6; 3,2; 5,6; 8,0; 10,4; 15; 17,6; 20 mM i przy stezeniu PheOMe odpowiednio
pie¢ razy wyzszym. Stezenie enzymu w ukladzie, oznaczone metodg Lowry’ego [18], wy-
nosito 5, 10 i 20 pM. Reakcje prowadzono w temperaturze 50°C. Produkt analizowano za
pomocg HPLC (kolumna CI8, faza ruchoma metanol-woda-kwas nadchlorowy 65:35:0,05,
przeptyw 1,2 ml/min, detekcja UV-258 nm).

3.2.2. Synteza ZAlaPheOMe w 25% metanolu

Synteze ZAlaPheOMe w jednofazowym roztworze metanolu w wodzie prowadzono
w sposéb analogiczny jak w roztworze wodnym. Do badan uzyto ZAlaOH o poczatkowym
stezeniu 3,2; 5,85; 10; 15; 20; 25 mM i pieciokrotnie wyzsze stezenie PheOMe. Stezenie
enzymu wynosito 5, 10, 20 pM.

3.2.3. Synteza ZAlaPheOMe w uktadzie dwufazowym octan etylu-woda

Reakcje prowadzono w termostatowanym (50°C) reaktorze mieszalnikowym o wymia-
rach h = 90 mm, d = 22 mm; przy dobrym przemieszaniu kazdej z faz, bez ich wzajem-
nej dyspersji. Stosunek objetosciowy octan etylu-woda wynosit 1.1 i 9:1. Stezenie
poczatkowe ZAlaOH w fazie organicznej rowne byto 10, 25, 50 mM, zas PheOMe w fazie
wodnej odpowiednio 50, 125, 250 mM. Reakcje prowadzono przy stezeniu enzymu w fa-
zie wodnej 10 i 20 pM. W czasie trwania reakcji pobierano probki z obu faz i oznaczano
w nich stezenie produktu za pomoca HPLC.

3.2.4. Wyznaczanie wspotczynnika podziatu reagentdéw w uktadzie dwufazowym
octan etylu- woda

Wspétczynniki podziatu reagentéw (ZAlaOH, PheOMe, ZAlaPheOMe) zostaly wyzna-
czone w warunkach prowadzenia reakcji (50°C, pH fazy wodnej 7,0), przy stosunku obje-
tosciowym faz 1:1. Poczatkowo ZAlaOH i ZAlaPheOMe znajdowato sie w fazie organicz-
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nej, w stezeniu 4, 10, 20, 40 i 60 mM, a PheOMe w stezeniu 20, 50, 100, 200 i 300 mM
w fazie wodnej. Po dodaniu drugiej fazy proby wytrzgsano przez jedng dobe, po czym
oznaczano stezenie reagentow w obu fazach. Pomiary wykonano zaréwno dla kazdego
reagenta osobno, jak i w obecnosci wspoétreagentow.

3.2.5- Wyznaczanie stabilnosci aktywnosci enzymu

W celu okreslenia stabilnosci termolizyny w wybranych uktadach reakcyjnych, 20 pM
roztwor enzymu inkubowano w temperaturze 50°C, przy pH fazy wodnej 7,0. Co okreslo-
ny przedziat czasu przeprowadzano test aktywnosciowy (reakcja syntezy ZAlaPheOMe
w obecnosci 5,6 mM ZAtaOH, 28 mM PheOMe, przez 90 min). Za 100 % aktywnosci przy-
jeto aktywnos$¢ w danym ukladzie w momencie rozpoczecia inkubaciji.

4. Wyniki i ich omdéwienie

4.1. Synteza w roztworze wodnym

Reakcje syntezy ZAlaPheOMe w roztworze wodnym prowadzono przy poczatkowym
stezeniu ZAlaOH 1,6; 3,2; 5,6; 8,0; 10,4; 15,0; 17,6; 20 mM i PheOMe odpowiednio pie¢
razy wyzszym. Reakcja przebiegata z wytrgceniem produktu, z wyjgtkiem syntezy prowa-
dzonej przy dwéch najnizszych stezeniach. Przykladowy przebieg reakcji syntezy w roz-
tworze wodnym dla stezenia ZAlaOH 3,2 mM przedstawiono na rysunku 1.

Rys. 1. Stopien przereagowania dla reakcji syntezy ZAlaPheOMe w 0,25 M buforze Tris-HCI, pH 7,0. Steze-
nia poczatkowe: ZAlaOH = 3,2 mM, PheOMe = 16 mM. Poszczegdlne linie odpowiadaja réznym stezeniom enzymu.
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Rys. 2. Wplyw stezenia poczatkowego ZAlaOH na réwnowagowy stopien przereagowania w reakcji prze-
biegajacej w roztworze wodnym. Punkt przegiecia krzywej odpowiada poczatkowi wytrgcania produktu z roztworu.

Réwnowagowe przereagowanie substratu wynosito = 0,0676 i = 0,120 odpo-
wiednio dla stezen poczatkowwych ZAlaOH 1,6 i 3,2 mM. Na podstawie szeSciu serii po-
miarowych, z réwnania (3) wyznaczono wartos¢ statej réwnowagi, ktéra wynosi 472,7;
przy $rednim bledzie 15%.

Znajomos¢ wartosci statej réwnowagi reakcji syntezy w roztworze wodnym oraz roz-
puszczalnosci produktu w warunkach prowadzenia reakcji (Cp = 0,714 mM) pozwolita
obliczy¢ za pomocg réwnania (5) wartos¢ réwnowagowego stopnia przereagowania sub-
stratu w reakcji przebiegajacej z wytrgceniem produktu. Wyniki obliczen przedstawiono
na rysunku 2, za$ poréwnanie z warto$ciami do$wiadczalnymi w tabeli 1. Srednia réznica
wartosci stopnia przereagowania obliczonego i uzyskanego doswiadczalnie wynosi 4,9%.

Pomimo znacznego przereagowania substratu i tatwej izolacji produktu, w przypadku
reakcji przebiegajacej z jego krystalizacjg z roztworu, zasadnicza wada procesu prowa-

Tabela 1

Réwnowagowy stopief przereagowania ZAlaPheOMe w przypadku wytracenia produktu z roztworu wodnego

Stezenie poczatkowe a* teoretyczny a* doswiadczalny Btad wzgledny (%)
ZAlaOH (mM)
8,0 0,71 0,70 14
10,4 0,80 0,89 10,1
15,0 0,91 0,94 32
17,6 0,93 0,95 21
20,0 0,95 0,96 1,0
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dzonego w roztworze wodnym jest jego mala efektywnos$¢ wynikajgca z niskiej rozpusz-
czalnosci substratow reakcji. Maksymalne stezenie produktu nie przekracza 30 mM.

4.2. Synteza w jednorodnym roztworze rozpuszczalnika organicznego - 25%
metanolu

Reakcje syntezy w 25% metanolu prowadzono przy poczatkowym stezeniu substratu
ZAlaOH - 3,2; 5,85; 10,0; 15,0; 20,0 i PheOMe odpowiednio pie¢ razy wyzszym. Przy naj-
wyzszym stezeniu poczatkowym ZAlaOH (25mM) reakcja syntezy przebiegta z wytrgce-
niem produktu, przy réwnowagowym stopniu przereagowania substratu a** = 0,90.
Poczgtkowe stadium przebiegu tej reakcji pokazano na rysunku 3.

Na podstawie wartosci stopnia przereagowania substratu w reakcjach przebie-
gajacych bez wytracenia produktu, wg réwnania (3) obliczono stalg rownowagi. Stezenie
molowe wody w 25% metanolu okreslono na podstawie pomiaru gestosci roztworu i jej
zaleznosci od stezenia masowego metanolu w wodzie; uzyskujac wartos¢ 42,87 moll/l.
Wspobtczynnik aktywnosci wody obliczono na podstawie réwnan Margulesa [19] i van La-
ar'a [20], dla ktérych wartosci wspoétczynnikdw zaczerpnieto z literatury [21]. Uzyskana
wartosé wspotczynnika aktywnosci wody wynosi 1,021, a wyznaczona wartosc statej row-
nowagi zachodzgcej w 25% roztworze metanolu jest réwna 443,4; co jest wartoscig zbli-
zong do uzyskanej dla reakcji zachodzacej w roztworze wodnym (rozbiezno$¢ 6,2%).

Znajomos$¢ wartosci statej rownowagi oraz rozpuszczalnosci substratow w ukladzie
pozwolita na oszacowanie maksymalnego stezenia produktu w procesie syntezy w 25%
metanolu na warto$¢ 130 mM.

Rys. 3. Stopien przereagowania ZAlaOH w 25% metanolu. Poszczegdine linie odpowiadajg ré6znym steze-
niom termolizyny w uktadzie. Stezenie poczatkowe ZAlaOH = 25 mM, a PheOMe = 125 mM.
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Rys. 4. Stabilno$¢ aktywnosci termolizyny (50°C, pH 7,0) w roztworze wodnym (1) i w 25% metanolu (2).

Czestym problemem zwigzanym z uzyciem rozpuszczalnika organicznego w uktadach za-
wierajgcych biokatalizator jest stopniowa utrata jego aktywnos$ci. W celu oszacowania zmia-
ny aktywnosci w czasie, zbadano stabilnos¢ aktywnosci termolizyny w 25% roztworze meta-
nolu, w warunkach prowadzenia reakcji (50°C, pH 7,0). Wyniki przedstawiono na rysunku 4,
gdzie dla poréwnania pokazano réwniez stabilno$¢ enzymu w roztworze wodnym.

Czas potowicznego zaniku aktywnosci proteolitycznej termolizyny okreslono na 77 h
w roztworze wodnym i 39 h w 25% roztworze metanolu, co wskazuje na inaktywujacy
wptyw tego rozpuszczalnika.

4.3. Synteza w uktadzie dwufazowym octan etylu-woda

W buforze nasyconym rozpuszczalnikiem organicznym (7,1% mas. octanu etylu) prze-
prowadzono reakcje syntezy w sposob i warunkach analogicznych jak w roztworze wod-
nym. Warto$¢ statej rownowagi, po uwzglednieniu nizszego stezenia wody w ukladzie
i przy zalozeniu y, » = 1,0 wynosi 468,1, co jest wartoscig zblizong do uzyskanej dla re-
akcji przebiegajacej w czystym buforze (rozhieznos¢ 0,98%).

Wspdéiczynniki podziatu reagentéw wyznaczono w warunkach prowadzenia reakcji
(50°C, pH 7,0) zaréwno w obecnosci jak i przy braku wspotreagentéw. Zaobserwowano
nastepujace tendencje:

- spadek wartosci wspotczynnika podziatu PheOMe wraz ze wzrostem jego stezenia
(w badanym zakresie stezen 50-300 mM) - rysunek 5 oraz brak wplywu ZAlaOH
i ZAlaPheOMe na jego wartosc;

- wzrost wartosci wspétczynnika podziatu ZAlaOH wraz ze wzrostem jego steze-
nia w ukladzie (w badanym zakresie stezen 10-60 mM) oraz silny wptyw PheOMe na
jego wartos¢ - rysunek 6. Nie zaobserwowano zmiany jego wartosci w obecnosci
produktu;
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Rys. 7. Wplyw poczatkowego stezenia ZAlaOH na réwnowagowy stopien przereagowania dla P=I. Po-
szczeg6lne linie dotycza réznego stosunku poczatkowych stezen substratow.

Rys. 8. Wplyw poczatkowego stezenia ZAlaOH na réwnowagowy stopien przereagowania dla p=9. Po-
szczegOlne linie dotycza réznego stosunku poczatkowych stezer substratow.
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Obliczony réwnowagowy stopien przereagowania poréwnano z do$wiadczalnym,
uzyskanym przy stezeniu poczatkowym ZAlaOH 10, 25, 50 mM i M = 5 (tab. 2). Zaobser-
wowano nieco mniejsza wartos¢ doswiadczalnego stopnia przereagowania we wszyst-
kich pomiarach. Odstepstwo od wartosci teoretycznej wynosi Srednio 5,0%.

Tabela 2

Réwnowagowy stopien przereagowania substratu w ukfadzie dwufazowym octan etylu-woda dla stosunku faz 1:1 i
9:1 viv. Reakcje prowadzono przy M=5.

Stezenie poczatkowe Stosunek faz P a* teoretyczny a* doswiadczalny Btad wzgledny (%)
ZAlaOH (mM)
10 1:1 0,88 0,81 8,6
25 11 0,95 0,92 33
50 11 0,96 0,94 21
10 9:1 0,98 0,92 6,5
25 91 0,99 0,92 7,6
50 9:1 0,99 0,97 21

Majac na uwadze rozpuszczalno$¢ substratow w ukladzie dwufazowym octan ety-
lu-woda, maksymalne stezenie produktu w ukladzie wynies¢ moze 420 mM.

Potowiczny zanik aktywno$ci enzymatycznej w uktadzie dwufazowym octan etylu-wo-
da wystepuje po czasie 61 h, co jest wartoscig zblizong do uzyskanej w roztworze wod-
nym (67 h). Swiadczy to o niewielkim ujemnym wplywie octanu etylu na stabilno$é aktyw-
nosci termolizyny.

5. Podsumowanie

Rozpatrzono réwnowage reakcji syntezy dipeptyddéw w nastepujacych uktadach:
w roztworze wodnym, w jednorodnym roztworze rozpuszczalnika organicznego i wody
oraz w ukltadzie dwufazowym rozpuszczalnik organiczny-woda. Przedstawiono réwnania
opisujace statg rownowagi reakcji w wymienionych uktadach. Wyniki uzyskane dla reakciji
syntezy ZAlaPheOMe, prowadzonej przy udziale termolizyny, pozwolity pozytywnie zwe-
ryfikowac te réwnania. Uzyskana Srednia wartos¢ K = 461,4 opisuje z dobrg dokladno-
Scig rownowage badanej reakcji w rozwazanych ukfadach.

Stwierdzono, ze reakcja syntezy najbardziej efektywnie (ze wzgledu na mozliwos¢
uzycia wysokich stezen substratow i bliski jednosci stopien przereagowania) zachodzi
w ukiadzie dwufazowym octan etylu-woda. Stwierdzono réwniez zadowalajacg stabil-
no$¢ biokatalizatora w tym uktadzie, poréwnywalng ze stabilnoscig w roztworze wod-
nym. Uklad octan etylu-woda zostat wybrany do dalszych badan majacych na celu okre-
Slenie kinetyki rozpatrywanej reakciji.
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