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ENZYMATYCZNA SYNTEZA ESTRU ETYLOWEGO
N-ACETYLO-L-TYROZYNY W ORGANICZNYCH MEDIACH

Streszczenie

Badano estryfikacje N-acetylo-L-tyrozyny katalizowang przez natywng oraz immobilizowang na szkle
alkalostabilong proteinaz? szczepu B.alcalophilus PB92 w $rodowisku etanolu. Zaobserwowano, ze na-
tywna proteinaza katalizowata synteze estru etylowego N-Ac-L-Tyr (ATEE) w $rodowisku zawierajgcym
6% wody, z predkoscia poczatkowa 2,5’10"2nmol'min™'. Natomiast immobilizowana proteinaza wykazy-
wata wyzsza aktywno$é i stabilno$¢ w poréwnaniu z jej natywna forma. Badano réwniez aktywnos$é
katalityczng natywnej proteinazy w uktadach kosolwentéw (stezenie wody 6%): etanol - aceton// -

acetonitryl//-DMF w stosunku 1:1 (v/v). Nie zaobserwowano syntezy ATEE w obecnosci acetonu
i DMF-u.

Wstep

Juz w 1908 roku lkeda odkryt i potwierdzit, na przyktadzie soli monosodowej
kwasu L-glutaminowego (MSG), duze znaczenie aminokwasdéw w kreowaniu smaku
produktéw zywnosciowych. MSG byt gtéwnym komponentem dodatkéw smakowych
tradycyjnej japonskiej zywnosci pochodzacej z morza. Dzisiaj aminokwasy stosowane
w przetwérstwie zywnosci (food processing), nie tylko wzmacniajg jej walory odzyw-
cze, ale rowniez udoskonalajg naturalny smak. Duzg role jako dodatki smakowe petnig
dipeptydy, czego przyktadem jest aspartam (AspPheOMe). Obecnie produkowany na
skale przemystowg jest cenionym substytutem sacharozy. W zaleznos$ci od sktadu ami-
nokwasowego dipeptydy mogga charakteryzowaé sie smakiem stodkim, stonym, gorz-
kim oraz kwasnym [s], W ostatnich latach dipeptydy otrzymuje sie na drodze enzy-
matycznej syntezy, wykorzystujagc m.in. enzymy proteolityczne, np.: termolizyne,
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a-chymotrypsyne, subtilizyne. Procesy te prowadzi sie w uktadach r6znych solwentow
o0 niskiej zawarto$ci wody [17].

W ciggu ostatniej dekady ,enzymologia niewodna” wytonita sie jako jeden
z gtbwnych obszarow badan biotechnologicznych. Postep jaki osiagnieto w tej dzie-
dzinie doprowadzit do pojawienia sie wielu interesujgcych mozliwosci praktycznego
zastosowania enzymow w $rodowisku rozpuszczalnikéw organicznych. Srodowisko
bardziej lub mniej polarne jest tylko pozornie nietypowe dla katalizy enzymatycznej,
poniewaz znaczna cze$¢ enzymdw in vivo jest zasocjowana ze strukturami bton ko-
maérkowych lub cytoplazmatycznych [13].

Zastosowanie biokatalizatorow (enzymdw, organelli komérkowych, catych ko-
morek lub fragmentéw tkanek) w Srodowisku organicznym o obnizonej zawartosci
wody posiada kilka istotnych zalet:

e umozliwia przesuniecie réwnowagi termodynamicznej w kierunku reakcji syntezy

(w przypadku stosowania enzyméw hydrolitycznych),

e wzrasta rozpuszczalnos$¢ hydrofobowych reagentdw,
e ufatwia odzysk produktu i biokatalizatora,

e zmniejsza ryzyko zakazen mikrobiologicznych,

« stabilizuje biokatalizator [1, s, 7].

Enzymy w uktadach organicznych sg zdolne katalizowac procesy, ktore praktycz-
nie nie przebiegajg w roztworach wodnych, np. enzymy proteolityczne uczestniczg
w reakcjach transestryfikacji, estryfikacji, syntezy peptydéw i amidéw, ktérych réw-
nowaga termodynamiczna w wodzie jest przesunieta na korzys$¢ hydrolizy [9, 10, 17],
Jednakze, ich aktywnos$¢ katalityczna jest nizsza w S$rodowisku solwentow nawet
0 kilka rzedow wielkos$ci pordwnujac z ta, jakg posiadajg w srodowisku wodnym. Ba-
dania Klibanova i wsp. [3, 12, 19] wykazaty, iz a-chymotrypsyna i subtilizyny w okta-
nie oraz wielu innych rozpuszczalnikach sg o ok. 10s mniej aktywne. Obnizenie reak-
tywnosci enzymu uznaje sie za gtbwng wade enzymatycznej katalizy w uktadach orga-
nicznych ijest to jeden z powodoéw uniemozliwiajacych jej aplikacje na wiekszg skale.

Struktura czgsteczki biatka w roztworze wodnym zalezy od skomplikowanej sieci
wigzan wodorowych oraz elektrostatycznych i hydrofobowych interakcji; sg one waz-
nym czynnikiem determinujgcym katalitycznie aktywng konformacje czgsteczki enzy-
mu. Generalnie rozpuszczalniki nie posiadajg zdolnosci tworzenia wigzan wodorowych
1z powodu niskich statych dielektrycznych prowadzg do silnych oddziatywan elektro-
statycznych usztywniajacych strukture biatka [12], Wedtug badan Laane’a [15], ak-
tywnos¢ katalityczna enzymow w takich warunkach jest efektem ich zdolnosci do sil-
nego wigzania ,,wody niezbednej” (essential water layer), tworzacej tzw. ptaszcz hy-
dratacyjny budowany przez kilka warstw czasteczek wody przylegajacych bezposred-
nio do powierzchni czasteczki biatka, ktéry zachowujg nawet wtedy, gdy sg zawieszo-
ne w niewodnym rozpuszczalniku. Obok konformacyjnych zmian enzymu i redukcji
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jego ,gietkosci”, istnieje szereg innych czynnikéw fizykochemicznych, takich jak,
ograniczenia dyfuzyjne, blokowanie centrum aktywnego, problem zwigzany z pH,
destabilizacja stanu tranzycji, ktore powodujg obnizenie enzymatycznej aktywnosci
w organicznych solwentach.[3, 12]. Aby zminimalizowa¢ wptyw tych czynnikéw sto-
suje sie szereg metod. Jedng z nich jest immobilizacja enzymu. Unieruchamianie en-
zymow jest doskonatg metodg ich stabilizacji w obecnoS$ci réznych rozpuszczalnikéw,
a ponadto pocigga za sobg wzrost trwatosci termicznej i odpornosci na denaturacje
biatka enzymatycznego. W celu zachowania witasciwosci Kkatalitycznych enzymoéw
w systemach hydro-organicznych, przy wysokich stezeniach sktadnikdw organicznych,
konieczne jest utrwalenie ich aktywnej konformacji. Ponadto, reakcje katalizowane
immobilizowanymi enzymami sg tatwiejsze do kontroli i automatyzacji [7],

W artykule prezentujemy wyniki badan nad synteza estru etylowego N-acetylo-L-
tyrozyny (ATEE) katalizowang przez alkalostabilng proteinaze szczepu B.alcalophilus
PB92. Obejmujg one rowniez eksperymenty nad okres$leniem wpiywu rozpuszczalni-
kéw hydrofilowych, tj. acetonu, acetonitrylu i N,N-dimetyloformamidu (DMF) na
synteze ATEE, ktdrg przyjeto za uktad modelowy.

Materiaty i metody badan

Serynowa proteinaza alkalostabilna PB92 (EC 3.4.21.62) szczepu B. alcalophilus
PB92 [18] (preparat handlowy Maxacal) o aktywnos$ci wiasciwej 12 mj A/mg biatka (1
mg preparatu zawiera 0,045 mg biatka). N-acetylo-L-tyrozyna (AT) i ester etylowy N-
acetylo-L-tyrozyny (ATEE) firmy Sigma. Rozpuszczalniki organiczne czda., firmy
POCH, osuszone sitem molekularnym 4A. Szklo porowate Cormay (Lublin), zestaw
do ultrafiltracji (Aldrich, Amicon).

Metody analityczne

Aktywnos$é proteolityczng enzymu oznaczono metodg Ansona [4], stosujac jako
substrat zdenaturowang mocznikiem hemoglobine wotowa.

Za jednostke aktywnos$ci proteolitycznej Ansona [jA] przyjeto te iloS¢ enzymu,
ktora w warunkach standardowych testu (s cmsinkubatu, 100 mg hemoglobiny, tempe-
ratura 25°C) hydrolizuje zdenaturowang hemoglobine z takg szybkoscig poczatkowsa,
ze ilos¢ rozpuszczonego w 5% kwasie trichlorooctowym produktu hydrolizy powstaja-
ca w czasie 1 minuty, daje po reakcji z odczynnikiem Folina warto$¢ absorbancji od-
powiadajgcg Immolowi tyrozyny.

Biatko oznaczono metodg Lowry’ego [16].

Statg Michaelisa-Menten okreslono w reakcji dla AT w nastepujacych warun-
kach: stezenia substratu 2,5; 5; 7,5; 10; 12,5; 15; 17,5 mM, zawarto$¢ wody w uktadzie
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reakcyjnym 6%, temperatura 30°C. Wartosci KMi Vmxwyznaczono z wykresu Line-
weavera-Burka.

Produkty reakcji estryfikacji analizowano metodg HPLC (chromatograf Gold
Beckman wyposazony w detektor UV-Vis model 166). Probke mieszaniny reakcyjnej
0 objetosci V = 50 pt, z ktdrej biatko usunieto metoda ultrafiltracji (membrany PTFE
oraz YM), nastrzykiwano bezposrednio na kolumne ODS (250x4,6 mm) i eluowano z
szybkoscig 1 cm3min'lw temp. 25°C mieszaning woda/acetonitryl w stosunku 1:1
(vlv). Otrzymany produkt (ATEE) oraz nie przereagowany substrat (AT) monitorowa-
no przy dtugosci fali A = 280 nm (rys. 2).

Immobilizacja enzymu na szkle porowatym metodg diizocyjanianows [Z]

1 g no$nika (szkta porowatego posiadajgcego wolne grupy -OH, dp = 200-315

g, D = 63,2 nm) zawieszono w 50 cm3acetonu. Nastepnie dodano po 2 cm3trietylo-
aminy i heksametylenodiizocyjanianu. Mieszanine reakcyjng pozostawiono na 45 min
w temperaturze pokojowej. Nastepnie no$nik przemyto acetonem i woda. Do 3 g uak-
tywnionego, wilgotnego nos$nika dodano 12,5 cm3roztworu proteinazy o stezeniu 20
mg preparatucm'3 i cato$¢ inkubowano w temperaturze 4°C w ciggu 16-18 godzin,
mieszajgc. Immobilizowany na szkle enzym oddzielono od roztworu, przemyto kilko-
ma porcjami 0,1% roztworu octanu wapnia i pozostawiono do wysuszenia w tempera-
turze pokojowej na 24 godziny.

Enzymatyczna synteza estru etylowego N-Ac-L-Tyr

Synteze prowadzono w szczelnie zamknietych naczyniach zawierajgcych miesza-
nine N-Ac-L-Tyr (2,5-17,5 mM), alkoholu etylowego - stanowigcego jednoczes$nie
substrat oraz Srodowisko reakcji (V = 5¢cm3) - i wody (0-25%). Sprawdzano réwniez
warianty: etanol-rozpuszczalnik hydrofilowy (aceton, acetonitryl, DMF) w stosunku
1:1 (v/v) z dodatkiem 6% wody. Enzym stosowano w formie preparatu handlowego
(22 mg preparatu zawierato 1 mg biatka) lub w formie preparatu immobilizowanego na
szkle porowatym (30 mg preparatu zawierato ok. 0,7 mg biatka). Mieszanine reakcyjng
intensywnie wstrzgsano w temperaturze 30°C.

Whyniki i dyskusja

Wptyw zawarto$ci wody na synteze ATEE

Podczas przemian katalizowanych przez proteinazy w $rodowisku niewodnym
woda stanowi zaréwno element Srodowiska, jak ijeden z produktéw reakcji, ajej zna-
czenie w katalizie nalezy uzna¢ za kluczowe. W $rodowisku rozpuszczalnikow orga-
nicznych wptywa ona nie tylko na warto$¢ statej réwnowagi reakcji, ale wysycajac
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hydrofitowe regiony biatka utrzymuje réwniez jego katalityczng konformacje. Rys. 1
prezentuje przebieg syntezy ATEE katalizowanej przez wolng oraz immobilizowang
alkalostabilng proteinaze w funkcji stezenia wody w $rodowisku reakcji. W warun-
kach, gdzie zawarto$¢ wody nie przekraczata 0,5% nie zaobserwowano wyraznego
przyrostu produktu. Enzym w obu formach natywnej i immobilizowanej wykazywat
niewielkg aktywnos$¢ katalityczng. Stezenie powstatego produktu byto tak mate, ze
wyniki analizy HPLC mieScity sie w granicach btedu. Wraz ze wzrostem zawartosci
wody, w uktadzie gwattownie wzrastata szybkos$¢ estryfikacji AT. Reakcja z udziatem
natywnej proteinazy przebiegata najszybciej w przedziale stezeri wody od 5 do 7%,
osiggajac najwiekszg szybko$é poczatkowa, 2,5T0'2unto0-nin", w $rodowisku zawie-
rajagcym 6% wody. W tym przedziale zmiany zawartosci wody w Srodowisku reakcji
0 + 2% w sposOb znaczacy wptywajg na efekty syntezy ATEE przez te forme enzymu.
Zaréwno obnizenie, jak i wzrost zawartosci wody w uktadzie, poza optymalny zakres
(dla kazdej formy stosowanego preparatu), powodowat stopniowe hamowanie reakcji
1spadek ilosci syntetyzowanego estru. W obu przypadkach mamy z pewnoscig do czy-
nienia ze zmianami konformacyjnymi zachodzacymi w biatku proteinazy, generowa-
nymi zmianami $rodowiska reakcji. Przy wysokich stezeniach wody przebiegajg

AT (0,011 g; 0,05 mmol), woda 6%, EtOH 5 cm3 natywny enzym (1 mg biatka), immobilizowany prepa-
rat 30 mg (0,7 mg biatka), temp. 30°C, pomiar po czasie t = 12h.

AT (0.011 g; 0.05 mmol), water 6%, EtOH 5 cm3, native enzyme (1 mg of protein), immobilized prepara-
tion 30 mg (0.7 mg of protein), temp. 30°C, measurement after 12 h.

Rys. 1. Wplyw zawarto$ci wody na syntezg ATEE katalizowang przez natywng oraz immobilizowang
proteinaze alkalostabilng.

Fig. 1. Influence of water content on synthesis of ATEE catalysed by native and immobilized high-
alkaline proteinase.
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dodatkowo: reakcja rewersji oraz proces autolizy proteinazy [6], Immobilizacja enzy-
mu na no$niku moze zmniejszy¢ problem autolizy. Wyniki badan wskazujg, ze unieru-
chomiona na szkle alkalostabilna proteinaza katalizuje proces estryfikacji AT z wiek-
szg wydajnoscig niz enzym nie immobilizowany - szczeg6lnie przy wiekszej zawarto-
sci wody w Srodowisku reakcji. Immobilizacja umozliwia zatem utrwalenie katalitycz-
nie aktywnej konformacji enzymu i w ten sposdb czyni go mniej wrazliwym na zmiany
srodowiska reakcji. Rowniez charakter samego nosnika (hydrofilowy, z wysokim
ujemnym tadunkiem elektrostatycznym) moze ksztattowa¢ mikrosrodowisko w bezpo-
$rednim sgsiedztwie czasteczek biatka immobilizowanego biokatalizatora. W przypad-
ku immobilizowanej proteinazy zjawisko to wyjasnia obserwowane przesuniecie wy-
dajnosci syntezy ATEE w kierunku nizszych stezei wody (4%). Ksztatt krzywej 2. na
rys. 1. wskazuje na wiekszg tolerancje immobilizowanej proteinazy na wzrost zawarto-
$ci wody w uktadzie reakcyjnym. Preparat ten katalizuje estryfikacje AT w $rodowisku
etanolu zawierajgcym nawet 25% wody.

Wplyw srodowiska reakcji (rozpuszczalnika) na synteze ATEE

Badano estryfikacje AT w uktadach kosolwentdw: EtOH - acetonitryl// -aceton// -
DMF w porownaniu z tym procesem w $Srodowisku samego etanolu (tab. 1). Woda
w kazdym uktadzie stanowita 6%. W badaniach stosowano natywny preparat proteina-
zy. W S$rodowisku etanolu reakcja przebiegata z najwyzsza szybkosScig poczatkowa
réwng 2,5x10'2 pyinoi-nin'l Po 48 godzinnej reakcji uzyskano wydajno$¢ przereago-
wania AT 96%. Uklad EtOH-acetonitryl tworzy mniej korzystne warunki dziatania
enzymu w poréwnaniu ze Srodowiskiem samego etanolu. Wyznaczone state Michaelisa
wskazujg na dwukrotne obnizenie powinowactwa proteinazy do AT, gdy potowe ob-
jetosci EtOH zastgpiono acetonitrylem. Uzyskane rezultaty wskazujg na wybitnie nie-
korzystny wptyw acetonu i dimetyloformamidu na przebieg syntezy ATEE. W ukia-
dach etanolu z tymi rozpuszczalnikami otrzymano $ladowe ilosci produktu.

By¢ moze ilos¢ wody optymalna dla srodowiska czystego etanolu jest niekorzyst-
na dla badanych uktadéw kosolwentéw. Laane i wspétpracownicy [11] zaproponowali
pewien model oparty na ilosciowej zaleznosci fizykochemicznych witasciwosci indy-
widualnych rozpuszczalnikdw, a aktywnos$cig biokatalizatorow. W modelu tym mier-
nikiem polamosci-hydrofobowosci jest warto$¢ log P, ktorg dla rozpuszczalnikéw or-
ganicznych wylicza sie z czgstkowych statych hydrofobowych. Jezeli rozpuszczalniki
charakteryzujg sie wartoSciami log P > 4 (apolame), nie niszczg warstwy wody nie-
zbednej enzymu. Rozpuszczalniki z log P o warto$ciach ponizej 2 (polarne) sg nieko-
rzystne dla biokatalizy, poniewaz silnie oddziatujg na ptaszcz hydratacyjny. Majg one
zdolnosé do ,,odrywania” warstwy wody niezbednej stabilizujgcej biokatalizator, pro-
wadzac w ten sposob do jego inaktywacji lub denaturacji. Czynnikiem zabezpieczajg-
cym enzym przed tego typu dziataniami jest woda zawarta w $rodowisku reakcji.
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W przypadku rozpuszczalnikéw hydrofitowych stezenie wody w $srodowisku musi by¢
wyzsze w porownaniu z rozpuszczalnikami apolamymi [19]. Dlatego tez nalezatoby
zoptymalizowac zawarto$¢ wody lub aktywnos$¢ wody [5] dla kazdej mieszaniny roz-
puszczalnikéw. W kolejnym etapie badan planuje sie kontynuacje tych eksperymentéw

z udziatem immobilizowanej proteinazy.

Wptyw rozpuszczalnikéw na synteze ATEE.
Influence of solvents on ATEE synthesis.

Rozpuszczalnik Szybkos$¢ poczatkowa
Solvent Initial rate [pinoi-nnn']
Etanol 2 5-10°2
Ethanol "~

Etanol-Acetonitryl

Ethanol-Acetonitrile 164 102
Etanol-Aceton Etha- 0
nol-Acetone

Etanol-DMF 0
Ethanol-DMF

KM [mM]

11

2,4

Log P

-0,24

-0,33

-0,23

-1,0

Tabela 1

Wydajnos¢ ATEE

ATEE Yield
[%]
24h 48h
70 96
42 74
0 R
0 -

AT (0,011 g; 0,05 mmol), woda, water 6%, EtOH-solwent 1:1 (v/v), Vc=5 cm3, prot.alk. 1 mg, temp.30°C

Rys. 2. Rozdziat AT (1) i ATEE (2) metodg HPLC.

Fig. 2. Resolution of AT (1) and ATEE (2) by HPLC method.
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Analiza produktow reakcji

Opracowana metoda analizy HPLC umozliwia w ciggu 4 minut jednoczesne
oznaczenie ATEE i AT w mieszaninie reakcyjnej z pominieciem oddzielnego wydzie-
lania produktu reakcji.

Podsumowanie

Badano synteze estru N-Ac-L-Tyr z udziatem natywnej oraz immobilizowanej se-
rynowej proteinazy alkalostabilnej PB92 w $rodowisku alkoholu etylowego o zawarto-
$ci wody od 0 do 25%. Uzyskane wyniki potwierdzity duzy wptyw wody na aktyw-
nos¢ katalityczng enzymu. Wykazano, ze dla natywnego enzymu, 6% wody w uktadzie
stwarza optymalne warunki, w ktérych reakcja przebiega z najwiekszg szybkoscia
poczatkowa, 2,5-10'2uniol-mon'ly z wydajnoscig 96% (po 48 godzinach reakcji). Jednak
immobilizowana proteinaza wykazywata generalnie wyzszg aktywnos$¢ i stabilno$¢ w
porownaniu z jej natywng forma. Dlatego tez preparat ten zostat wybrany do przy-
sztych badan kinetycznych w uktadach niektérych rozpuszczalnikow hydrofilowych
oraz hydrofobowych. Reakcje estryfikacji N-Ac-L-Tyr katalizowang przez natywng
proteinaze przeprowadzono réwniez w uktadach hydrofilowych solwentéw: EtOH-
acetonitryl// -aceton// -DMF. Synteza nie przebiegata w obecnoS$ci acetonu oraz dime-
tyloformamidu. Stwierdzono, ze ich niekorzystny wptyw na katalize reakcji moze by¢
spowodowany deformacjg warstwy wody niezbednej do stabilizowania konformacji
biokatalizatora.
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ENZYMATIC SYNTHESIS OF N-ACETYL-L-TYROSINE ETHYL ESTER
IN ORGANIC MEDIA

Summary

The esterification of N-acetyl-L-tyrosine catalysed by native and immobilized on porous glass high-
alkaline proteinase from B. alcalophilus PB92 in ethanol was studied. It was observed that native protei-
nase catalysed synthesis of N-Ac-L-Tyr ethyl ester (ATEE) in environment of 6% water concentration
with initial rate 2.510'2 yo1oindn'l However immobilized proteinase showed higher activity and stability
comparing with her native form. Catalytic activity in cosolvent systems (water concentration 6%): etha-
nol-acetone// -acetonitrile// -DMF 1:1 (v/v) was also investigated. Synthesis of ATEE in the presence of
acetone and acetonitrile wasn’t observed. §1



