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BIOKATALIZA

WSTEP

Biokataliza, to kataliza reakcji chemicz-
nych przez biokatalizatory, takie jak dwie
grupy bialek globularnych, czyli enzymy i ab-
zymy (katalityczne przeciwciala) oraz pewne
kwasy rybonukleinowe (rybozymy) i deoksy-
rybonukleinowe (deoksyrybozymy). Kwasy
nukleinowe i pokrewne do nich zwiazki, naj-
prawdopodobniej odgrywaly role kluczowych
biokatalizatorOw podczas najwczeSniejszych
etapow ewolugcji, jednakze zostaly zastapione
w jej kolejnych etapach przez enzymy, ktore
katalizuja ogromna wigkszoS¢ reakcji meta-
bolicznych i tak znaczaco obnizaja ich barie-
re energetyczna, ze reakcje te osiagaja stan
rownowagi z 10°-10'* wigksza szybkoScia
niz reakcje niekatalizowane. Enzymy sa wy-
twarzane przez wszystkie organizmy i albo
pehia role katalizatorow wewnatrz komorek,
w ktorych zostaly zsyntetyzowane (enzymy
wewnatrzkomorkowe), albo sa eksportowa-
ne poza te komorki (enzymy pozakomorko-
we). Efektem trwajacej miliony lat naturalnej
ewolucji enzymow jest ich wysoka chemo-,
regio- i enancjo-selektywnos¢, a takze Sci-
ste dostosowanie do warunkow bytowania
wytwarzajacych je organizmow. WiekszoS¢
enzymow zapewnia szybki przebieg reakcji
chemicznych w tagodnych warunkach pH,
temperatury i ciSnienia. Wyjatkiem pod tym
ostatnim wzgledem sa enzymy wytwarzane
przez drobnoustroje ekstremofilne, czyli eks-
tremozymy.

Poniewaz wickszo$¢ enzymow ze zrodet
naturalnych wykazuje zbyt mala aktywnoSc
i stabilnos¢ w warunkach przemystowych,
zaczeto je intensywnie udoskonalac¢ i dosto-

sowywac do potrzeb konkretnych procesow
technologicznych. Osiagane jest to albo na
drodze tzw. ukierunkowanej ewolucji enzy-
mow, czyli z zastosowaniem technik inzynie-
rii genetycznej, albo na drodze chemicznej
modyfikacji enzymow. W wyniku zastosowa-
nia tej ostatniej metody otrzymuje si¢ synzy-
my, czyli enzymy semisyntetyczne. Do grupy
tej zaliczane sa takze otrzymywane ,w pro-
bowce” peptydy, ktorych sekwencja i struk-
tura przestrzenna wzorowana jest na frag-
mentach czasteczek enzymow.

W przypadku enzymow wewnatrzkomor-
kowych, czesto z technologicznego i ekono-
micznego punktu widzenia, bardziej korzyst-
ne jest wykorzystanie ich w postaci catych
komoérek lub ich fragmentéw. Ta ostatnia
forma biokatalizatora umozliwia m.in. katali-
z¢ okreSlonej sekwencji reakcji i ulatwia re-
generacje niezbednych koenzymoéw. Ponad-
to, zarOwno enzymy, jak i cale komorki lub
ich fragmenty unieruchamia si¢ na réznych
noSnikach, otrzymujac preparaty, ktére moz-
na wykorzystywa¢ wielokrotnie w procesie
technologicznym. Wybor formy biokataliza-
tora dokonywany jest w oparciu o ekono-
miczna analize procesu technologicznego,
uwzgledniajaca m.in. koszt produkgcji i stabil-
noS¢ operacyjna biokatalizatora. Wydajnosc i
optacalno$¢ procesu opartego o biokatalize
mozna tez podnieS¢ zmieniajac warunki tego
procesu, np. stosujac podwyzszone ciSnienie,
srodowisko dwufazowe (rozpuszczalnik or-
ganiczny-woda) lub wykorzystujac jako roz-
puszczalniki ciecze nadkrytyczne, gazy, ciekle
krysztaly, ciecze jonowe albo rozpuszczalniki
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nadfluoranowe. Ponadto, enzymy sa stosowa-
ne do katalizy reakcji zachodzacych w fazie
statej (REENTS i wspotaut. 2002). W tym ostat-
nim przypadku, poddawane transformacji
czasteczki substratOw sa zwiazane z matryca
polimerowa za pomoca specyficznych linke-

row, ktore po zakoniczeniu okreSlonych faz
procesu poddaje si¢ enzymatycznemu rozkla-
dowi w Scisle okreSlonym miejscu. Upraszcza
to bardzo etap oczyszczania gotowego pro-
duktu.

EKSTREMOZYMY

Pierwsze przemystowe preparaty enzy-
matyczne pochodzenia mikrobiologicznego
otrzymywano na drodze hodowli drobno-
ustrojow mezofilnych. Enzymy te ulegaly
dos¢ szybkiej inaktywacji (i) w temperaturze
powyzej 50°C, (ii) zbyt kwasowym lub zasa-
dowym pH lub (iii) przy podwyzszonym za-
soleniu Srodowiska reakcji. Poznanie mikro-
organizmoOw bytujacych w tzw. Srodowiskach
ekstremalnych, takich jak adaptowane do
zimna psychrofile i psychrotrofy, preferujace
wysoka temperature termofile i hipertermo-
file, bytujace w Srodowiskach o ekstremal-
nym pH alkalifile i acidofile, wymagajace za-
solenia halofile, odporne na susze kserofile i
adaptowane do wysokiego ciSnienia barofile,
zwane rowniez piezofilami, umozliwilo zba-
danie wlasciwos$ci wytwarzanych przez nie
enzymoOw. Stwierdzono, ze optymalne wa-
runki dzialania i stabilnoSci tych enzymow
sa bardzo interesujace dla biotechnologow.
Poznanie struktury pierwszorzedowej i prze-
strzennej tych enzymOw oraz badania kine-
tyczne pozwolily poznac zasady molekular-
nej i kinetycznej adaptacji do ekstremalnych
warunkow Srodowisk, w ktorych enzymy te
dzialaja. Dane te sa wykorzystywane podczas
konstruowania zmutowanych enzymow, kto-
re maja dziala¢ z najwyzsza efektywnoScia w
ekstremalnych warunkach technologicznych.

Najwicksze zainteresowanie biotechnolo-
gow wzbudzily enzymy termofilne i hiper-
termofilne, wykazujace najwyzsza aktywnoSc
w przedziale temperatur od 80 do 105°C, a
w niektorych przypadkach wytrzymujace in-
kubacje nawet w 121°C. Wysoka termosta-
bilnos¢ tych biatek katalitycznych umozliwia
prowadzenie proceséw technologicznych w
warunkach ograniczajacych zakazenia mikro-
biologiczne. Ponadto, w wysokiej tempera-
turze wicksza jest energia kinetyczna reagu-
jacych czasteczek i ich rozpuszczalnosSé, co
sprzyja lepszej wydajnoSci katalizowanego
procesu. Psychrozymy, czyli enzymy wyka-
zujace relatywnie wysoka aktywnoS¢ Kkata-
lityczna w przedziale temperatury od 0 do
15°C, takze budza zainteresowanie biotech-

nologow, gdyz i w tych warunkach rozwoj
zakazen mikrobiologicznych jest ograniczo-
ny, a ponadto substancje termolabilne nie
sa narazone na rozklad termiczny. Enzymy
adaptowane do zimna moga dziala¢ podczas
przechowywania modyfikowanego surowca
w chlodzie. Ponadto, dzi¢ki na ogot niskiej
termostabilnoSci, ulegaja one stosunkowo fa-
two denaturacji termicznej w temperaturze
30-40°C.

Przyktadem intensywnie poszukiwanego,
psychrofilnego enzymu jest f-galaktozyda-
za, ktora mozna by zastosowac¢ do hydrolizy
laktozy w temperaturze bliskiej 4°C. Laktoza,
czyli cukier mleczny nie moze by¢ spozywana
przez osoby cierpiace na niedobor trawien-
nej B-galaktozydazy, gdyz powoduje zaburze-
nia gastryczne, w tym wzdecia i biegunke.
Nietolerancja laktozy wystepuje u okoto 30%
ogotu populacji na kuli ziemskiej, wiec enzy-
matyczne usuwanie tego dwucukru z mleka
i jego przetworow stanowi przedmiot wielu
badan. Proces ten powinien by¢ prowadzony
w chlodzie, tak by mleko nie tracilo wartoSci
odzywczych i nie nabieralo niekorzystnych
cech sensorycznych. Dotychczas stosowa-
ne w tym celu p-galaktozydazy mezofilnych
drobnoustrojow wykazuja bardzo niewielka
aktywnoS¢ w tak niskiej temperaturze i dla-
tego probuje sie je zastapi¢ odpowiednimi
psychrozymami.

Roéwnie waznym zastosowaniem psychro-
zymoOw, umozliwiajacym oszczednoS¢ energii,
jest wykorzystanie ich do prania na zimno.
W tym celu probuje sie uzywac zimnolubne
enzymy rozktadajace biatka (proteinazy), tria-
cyloglicerole (lipazy) i skrobi¢ (amylazy).

Rowniez pozostate grupy ekstremozymow
zaczynaja by¢ stosowane w praktyce, m.in. do
katalizy w Srodowiskach o wysokim lub ni-
skim pH, wysokim zasoleniu lub bardzo ma-
tej zawartoSci wody. Na ogol, handlowe pre-
paraty ekstremozymOw otrzymywane s3a na
drodze hodowli organizméw transgeniczych,
zapewniajacych wyzsza wydajnoS¢ biosynte-
zy i nizsze koszty produkcji niz tzw. dzikie
szczepy. Nalezy podkresli¢, ze wyizolowane
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z organizmoOw ekstremofilnych geny poszcze-
golnych enzymoéw roéwniez poddaje sie¢ mu-
tagenizacji celem uzyskania biokatalizatorow

jeszcze lepiej dopasowanych do wymogow
okreslonych proceséw technologicznych.

UKIERUNKOWANA EWOLUCJA ENZYMOW

Podstawowym  sposobem = modyfika-
cji wlasciwosSci enzymow przemystowych,
umozliwiajacym dostosowanie ich aktywno-
Sci, stabilnosci i enancjo-selektywnosci do
potrzeb konkretnych proceséw, jest wpro-
wadzanie okreSlonych zmian w ich struk-
turze pierwszorzedowej na drodze mody-
fikacji sekwencji nukleotydowej w genie.
Proces ten nazywany jest ukierunkowana
ewolucja enzymow. Do biosyntezy zmuto-
wanych bialek wykorzystywane sa drobno-
ustroje transgeniczne. Nalezy podkreslic, ze
obecnie ogromna wigkszoS¢ enzymow sto-
sowanych przez przemyst, to enzymy wy-
twarzane przez te wlasSnie drobnoustroje.
Dobo6r wlasciwego gospodarza zastepczego,
zwlaszcza celem heterologicznej ekspre-
sji genow eukariotycznych, wymaga czesto
sprawdzenia wielu organizmow (bakterii i
grzybow), gdyz w wyniku udanej transkryp-
¢ji i translacji genu mozna uzyskac agregaty
nieprawidlowo sfaldowanych, a tym samym
nieaktywnych katalitycznie czasteczek bial-
ka, zawieszonych w cytoplazmie i okresla-
nych mianem ciatek inkluzyjnych.

Nowoczesne metody stosowane w celu
wprowadzania pozadanych mutacji do se-
kwencji nukleotydowej genow kodujacych
bialka enzymatyczne zostaly przedstawione
w Tabeli 1 (KAUR i SHARMA 20006). Ze wzgle-
dow praktycznych zachowano anglojezyczne
nazwy tych metod.

Kazda z metod ukierunkowanej ewolucji
daje obszerne, najczeSciej liczace setki ty-
siecy komorek, biblioteki klonéw. Ich prze-
szukiwanie pod katem izolacji najlepszego

producenta okreSlonego enzymu jest zauto-
matyzowane, za$§ hodowla klonéw prowa-
dzona jest na mikroptytkach, ktore pozwalaja
zaoszczedzi¢ skladniki podiozy do hodowli i
umozliwiaja automatyczny odczyt wynikOw
skriningu. Metody detekcji aktywnoSci poszu-
kiwanych enzymow sa ciagle doskonalone,
gdyz metody tradycyjne sa zbyt mato czule w
tym celu. W wielu przypadkach jako substra-
ty wykorzystuje si¢ pochodne umozliwiajace
odczyt fluorescencji po uwolnieniu produktu
reakgcji.

Duzym ulatwieniem podczas skriningu
jest ekspozycja zmutowanych biatek enzy-
matycznych na powierzchni faga lub komo-
rek drozdzowych, na mRNA lub rybosomie,
a takze wymieniona w tabeli kompartmen-
tyzacja kompleksu DNA-biatko in vitro w
mikro-kroplach wody. Podstawa bardzo
czesto stosowanej ekspozycji na fagu jest
wlaczenie poszczegolnych wariantow zmu-
towanego enzymu do DNA faga, tak by uzy-
ska¢ biatko fuzyjne z jednym z bialek ptasz-
cza wirusa. Zasada ekspozycji wariantow
enzymu na powierzchni komoérki drozdzo-
wej jest podobna.

Niezaleznie od kreowania wciaz nowych
mutantow poszczegllnych enzymow, efek-
tywnoS¢ ich dzialania usiluje sie tez zwick-
szy¢ opracowujac nowe metody immobiliza-
¢ji, modyfikacji chemicznej, np. sieciowania
krysztaltdbw (CLECs) lub agregatow (CLEAs)
tych bialek, a takze poprzez inzynierowanie
srodowiska reakcji, polegajace m.in. na zasto-
sowaniu innych rozpuszczalnikéw niz woda
lub bufory.

BIOKATALIZA W SRODOWISKU ROZPUSZCZALNIKOW ORGANICZNYCH

Naturalnym Srodowiskiem dzialania en-
zymOw jest Srodowisko wodne, jednakze
bialka te wykazuja aktywnoS$¢ katalityczna
takze w Srodowisku rozpuszczalnikéw or-
ganicznych, w ktorym struktura wickszoSci
bialek ulega usztywnieniu i na ogoét wy-
kazuja one odmienna (czesto podwyzszo-
na) enancjo-selektywnoS¢ oraz wyzsza niz
w Srodowisku wodnym termostabilnoSc.
Zastosowanie rozpuszczalnikOw organicz-

nych umozliwia prowadzenie reakcji, kto-
re praktycznie nie zachodza w Srodowisku
wodnym, ze wzgledu na bardzo niska roz-
puszczalnos$¢ substratow lub niekorzystne
potozenie stanu rownowagi reakcji. Ponad-
to, rozpuszczalnik organiczny mozna po za-
koficzeniu procesu doS¢ tatwo odparowac,
co ulatwia oczyszczanie i zatezanie produk-
tow reakcji (CASTRO i KNUBOVETS 2003).
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Tabela 1. Metody stosowane w ukierunkowanej ewolucji enzymow.

Metoda

Zasada metody i uzyskiwane wyniki

Error Prone PCR

Zastosowanie termostabilnych polimeraz o niskiej aktywnoSci ko-
rekcyjnej, np. polimerazy Taq, pozwala na wprowadzenie do lancu-
cha DNA stosunkowo duzej iloSci btednych nukleotydow podczas
PCR (np. 0,1 x10%2 x 10* na jeden cykl procesu katalizowanego
przez w/w enzym).

Cassette Mutagenesis

Mutacje sa wprowadzane do stosunkowo krotkich fragmentow ge-
now, odpowiadajacych najwazniejszym dla aktywnosci katalitycznej
fragmentom lancucha polipeptydowego bialka enzymatycznego.

DNA Shuffling

,Tasowanie” fragmentow homologicznych genow.

Staggered Extension Protocol
(StEP)

Biblioteka chimerycznych genoéw jest wynikiem wielokrotnej dena-
turacji sekwencji matrycowego DNA przedzielonych bardzo krotki-
mi etapami laczenia uzyskanych fragmentéw. W kazdym cyklu ro-
snace fragmenty DNA przylaczaja sie do innej matrycy.

Synthetic Shuffling

»Tasowaniu” poddaje si¢ seri¢ syntetycznych oligonukleotydow, kodu-
jacych wszystkie warianty sekwencji obserwowane w przypadku dwu
genow rodzicielskich, ktére moga by¢ np. niedostepne do badan.

Structure Based Combinatorial
Protein Engineering (SCOPE)

Pozwala uzyska¢ biblioteke chimerycznych gendéw niehomologicz-
nych (np. uzyskanych w wyniku wymieszania fragmentow genow
polimerazy DNA ze szczura i wirusa).

Incremental Truncation for the
Creation of Hybrid Enzymes

Dwa geny rodzicielskie trawi si¢ egzonukleaza III uzyskujac biblio-
teke genow rozniacych sie¢ dlugoscia, a nastepnie taczy sie¢ fragmen-

(ITCHY) ty 5’-koncowe jednego genu i 3-koncowe drugiego.

SCRATCHY Kombinacja ITCHY i DNA shuffling.

Sequence  Homology-Indepen- Umozliwia generowanie hybryd dwu genoéw o bardzo zréznicowa-
dent Protein Recombination nej sekwencji. W wyniku wieloetapowej procedury uzyskuje sie
(SHIPREC) geny o zamienionych koncach, np. fragment z kofica 5’ w genie ro-

dzicielskim jest na koncu 3’ w hybrydzie.

In Vitro Compartmentalization
avo)

Zastosowanie mikroemulsji wody w oleju umozliwia izolowanie
kompleksu utworzonego przez DNA i kodowane przezen biatko,
ktory powstaje podczas syntezy tego biatka w mikro-przestrzeni na-
Sladujacej komorke. Pozwala to na szybka identyfikacje gendw po-
szczegolnych enzymow.

Random Chimeragenesis on
Transient Templates (RACHITT)

Wykorzystanie genu enzymu wyizolowanego z jednego gatunku
jako matrycy, za$ analogicznego genu z drugiego gatunku organi-
zmu jako zrodla fragmentow DNA, pozwala uzyskac po kilku eta-
pach gen zbudowany z krotkich fragmentow obu genéw rodziciel-
skich.

Orthogonal Combinatorial Muta-
genesis (OCM)

Pozwala uzyska¢ mutacje na poziomie kodonoéw, dzi¢ki zastosowa-
niu pochodnych deoksynukleozydow.

Assembly of Designed Oligonu-
cleotides (ADO)

Pozwala unikna¢ hybrydyzacji w obrebie pojedynczego genu i
umozliwia taczenie dluzszych fragmentéow gendéw rodzicielskich
dzieki kontrolowanemu naktadaniu si¢ okresSlonych oligonukleoty-
dow.

Combination Libraries En- Raczy etapy rekombinacji prowadzone in vivo i in vitro.

hanced by Combination in

Yeast (CLERY)

Sequence-Independent  Site-Di- Umozliwia rekombinacj¢ gendw kodujacych enzymy o minimalnym

rected Chimeragenesis (SISDC)

pokrewienstwie, ktorych fragmenty lacza si¢ w SciSle okreSlonych
miejscach.

Sequence Saturation Mutagen-
esis (SeSaM)

Umozliwia wprowadzenie mutacji w dowolnym kodonie.

Codon Shuffling

Umozliwia wydluzenie czeSciowo strawionego genu rodzicielskiego
o dowolny fragment DNA.

In Vivo DNA Shuffling

Konstrukcja chimer dwu genéw homologicznych prowadzona jest
z zastosowaniem komorek E. coli.
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Podstawowym zagadnieniem jest dobor
wlaSciwego rozpuszczalnika organicznego i
stezenia wody w Srodowisku reakcji. Wiek-
szoS¢ biatek, w tym enzymatycznych, ulega
nieodwracalnej denaturacji pod dzialaniem
szeregu rozpuszczalnikow organicznych, a
ponadto zastosowanie tych ostatnich podle-
ga Scistej regulacji, zwiazanej z planowanym
zastosowaniem produktu otrzymanego w
wyniku reakcji, np. czy bedzie to produkt
spozywczy, czy polprodukt poddawany dal-
szej konwersji celem produkcji leku. Z kolei,
obecnos¢ wody jest niekorzystna z punktu
widzenia niektorych reakcji, np. reakcji syn-
tezy wiazan, katalizowanych przez enzymy z
klasy hydrolaz, np. lipazy, proteinazy lub gli-
kozydazy, ale jednoczeSnie kazdy enzym wy-

maga tzw. niezbednej warstewki wody, zwia-
zanej z jego czasteczka, bez ktorej nie wyka-
zuje jakiejkolwiek aktywnoSci katalityczne;j.

Aby moc osiagna¢ minimalne i jednocze-
$nie gwarantujace aktywnoSc¢ katalityczna en-
zymu stezenie wody w Srodowisku reakcji,
czesto stosowane s liofilizowane lub odwad-
niane (np. acetonem) preparaty enzymatycz-
ne. Zauwazono przy tym, ze zwiazki, takie
jak np. sole mineralne, bufor o odpowied-
nim pH, glikol polietylenowy itp., dodane do
preparatu enzymu poddawanego liofilizacji
maja silny wplyw na aktywnoS¢ katalityczna
w Srodowisku rozpuszczalnika organicznego.
Zjawisko to okreSla si¢ mianem tzw. ,pamie-
ci molekularnej enzymu”.

BIOKATALIZA W NADKRYTYCZNYM CO,

Poniewaz wielu procesOw nie mozna
prowadzi¢ z zadowalajaca optacalnoScia ani
w Srodowisku rozpuszczalnikOw organicz-
nych, ani w Srodowisku wodnym, wiec jako
alternatywne rozpuszczalniki zastosowano
ptyny nadkrytyczne, czyli takie, ktorych tem-
peratura i ciSnienie sa wyzsze niz w stanie
krytycznym. Ich gestoSC jest porownywalna
z gestosScia rozpuszczalnikow organicznych, a
ponadto charakteryzuje je wysoka SciSliwos¢
i wysoka wartoS¢ wspotczynnika dyfuzji oraz

bardzo niska lepkosS¢, a takze brak toksycz-
noSci. Jako medium reakcji enzymatycznych,
najczesciej stosowany jest nadkrytyczny CO,,
ktory okazal sie stosunkowo tanim medium,
zapewniajacym wysoka szybkoS¢ wielu reak-
cji enzymatycznych, w tym np. katalizowa-
nych przez lipazy i inne enzymy katalizujace
reakcje licznych zwiazkéw nierozpuszczal-
nych w wodzie. Jego wada jest jednak ogra-
niczona rozpuszczalno$¢ zwiazkobw o wyso-
kiej hydrofobowosci i hydrofilowosci.

BIOKATALIZA W CIECZACH JONOWYCH

Ciecze jonowe sa to zwiazki zbudowane
wylacznie z jonow, ktore wystepuja w sta-
nie cieklym w temperaturze do okoto 300°C.
Rozpuszczaja sie w nich liczne zwiazki orga-
niczne i nieorganiczne. Ponadto modyfikujac
sktad cieczy jonowej mozna uzyskac ,ideal-
ne” srodowisko dla okresSlonej reakcji. Ciecze

te zastosowano m.in. w produkcji aspartamu
z udzialem termolizyny oraz w reakcjach ka-
talizowanych przez lipazy. Te ostatnie enzy-
my wykazuja takze zadowalajaca aktywnoSc
w Srodowisku rozpuszczalnikow nadfluora-
nowych, takich jak np. 1,1,1,2-tetrafluoroetan
(Yu i wspétaut. 2007).

BIOSYNTEZA KOMBINATORYJNA

Biosynteza kombinatoryjna polega na wy-
korzystaniu enzymow i drobnoustrojow do
wieloetapowej biotransformacji okreSlonych
produktéw wyjsciowych (ALTREUTER i CLARK
1999). W jej wyniku otrzymuje si¢ tzw. bi-
blioteki produktow, przydatnych do roznych
celow, np. chiralnych blokéw budulcowych.
Dzieki biosyntezie kombinatoryjnej stala si¢
mozliwa synteza wielu segmentow chiral-
nych, ktérych synteza chemiczna jest wyjat-

kowo zmudna. Specyficznos$¢ substratowa en-
zymoOw powoduje, ze w odrdznieniu od syn-
tezy chemicznej, biokataliza pozwala uniknac
szeregu reakcji protekcji grup funkcyjnych
w czasteczkach substratow. Ponadto wysoka
enancjo-selektywnos¢ enzymow pozwala roz-
dzieli¢ mieszanine racemiczna substratu pod-
czas procesu biokonwersji, gdyz enzymy wy-
biorczo przeksztalcaja pojedyncze enancjo-
mery zwiazkow chiralnych i daja w wyniku
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reakgcji albo czyste enancjomery takich zwiaz-
kow, albo mieszaniny o wyraznej przewadze
jednego z nich. Takze enzymatyczna transfor-
macja zwiazkOw prochiralnych daje czyste
enancjomery. Niewystarczajaca dla technolo-
gow enancjo-selektywnos¢ wielu enzymow
ze 7rodet naturalnych, np. lipaz, esteraz,
oksydoreduktaz itp., zwiekszono na drodze
ukierunkowanej ewolugji i/lub doboru odpo-
wiednich warunkéw procesu. W biosyntezie
kombinatoryjnej szeroko wykorzystywane sa
niewodne Srodowska reakcji, ktore pozwalaja
otrzymac znacznie szerszy wachlarz produk-
tOw przy zastosowaniu tego samego enzymu
i substratu w poréwnaniu ze Srodowiskiem
wodnym. Ilos¢ réznych pochodnych jednego
zwiazku wyjSciowego moze byC¢ wyzsza niz
1000. Na przyklad, na drodze biokonwersji
(+)-(2-endo,3-ex0)-bicyclo[2.2.2]oct-5-ene-
2,3-dimethanolu (BOD) uzyskano biblioteke
1222 zwiazkow.

Podstawowymi typami katalizowanych
przez enzymy reakcji, stosowanymi w bio-
syntezie kombinatoryjnej, sa reakcje acylacji,
glikozylacji, utleniania i redukcji oraz haloge-
nacji. Reakcje acylacji pozwalaja otrzymywac
roznorodne estry, weglany, amidy i karba-
miniany. Glikozylacja jest Zrodtem alfa- lub
beta-glikozydow, aminocukrow i kwasow
cukrowych. Reakcje katalizowane przez enzy-
my oksydoredukcyjne polegaja na hydroksy-
lacji, utlenieniu, demetylacji itp., zas haloge-
nazy wprowadzaja do czasteczek substratow
atomy chloru, bromu lub jodu. Zastosowanie
roznej kolejnoSci i kombinacji tych reakcji
daje zréznicowane produkty.

Wiele nowych mozliwosci daje zastoso-
wanie enzymow katalizujacych w naturze re-
akcje syntezy lub degradacji zwiazkow ogol-
nie uwazanych za toksyczne, jak np. nitryle,
nitrobenzen, organiczne cyjano-pochodne
itp. (WACKETT 2004). Nadal nie poznano tez
enzymow odpowiedzialnych za biosynteze
wielu naturalnych grup funkcyjnych, kto-
rych synteza chemiczna jest dos¢ trudna. Byc¢
moze uda sie rozwiaza¢ ten problem na dro-
dze konstrukcji odpowiednich biokatalizato-
row.

W biosyntezie kombinatoryjnej oprocz
enzymow wykorzystywane sa takze abzymy,
rybozymy, deoksyrybozymy i synzymy. Te
pierwsze wykazuja chemo- i enancjo-specy-
ficznos¢ porownywalna do enzymow. Abzy-
my okazaly sie wydajnymi katalizatorami re-
akcji syntezy wiazan pomiedzy atomami we-
gla, ktora katalizuja tez enzymy nalezace do
aldolaz.

Izolacja coraz to nowych enzymow ze
zrodet naturalnych (w przypadku enzymow
mikrobiologicznych otrzymywane sa one nie
tylko na drodze hodowli komorek, ale takze
poprzez izolacje metagenomu, czyli Srodowi-
skowego DNA) oraz rosnaca pula enzymow
wygenerowanych na drodze ukierunkowanej
ewolugji, a takze nowe metody ich immobi-
lizacji oraz tzw. inzynierowanie Srodowiska
reakcji sprawiaja, ze perspektywy biosyntezy
kombinatoryjnej wydaja si¢ niemal nieogra-
niczone. Dodatkowa zaleta tej techniki jest
brak zagrozenia dla Srodowiska naturalnego.

PROMISKUITYZM ENZYMOW

Jednym z podstawowych dogmatow w
enzymologii jest zatlozenie, Zze enzymy wyka-
zuja wysoka specyficznos¢ w odniesieniu do
struktury substratu i kierunku jego transfor-
macji. Jednakze coraz wiccej grup badaw-
czych donosi o wysokiej efektywnosSci en-
zymoOow w katalizie ,niekonwencjonalnych”
reakcji, co przeczy temu dogmatowi i co
okreSlono mianem promiskuityzmu (wielo-
specyficznosci) enzymow (HULT i BERGLUND
2007). Wyrdznia sie trzy podstawowe typy
promiskuityzmu: zalezny od warunkéw reak-
¢ji, katalityczny i substratowy. Ten pierwszy
jest wynikiem zastosowania niekonwencjo-
nalnego Srodowiska reakcji, np. rozpuszczal-
nika organicznego, ekstremalnych warun-
kow temperatury i/lub pH itp. Termin ka-

talityczny promiskuityzm enzymoéw oznacza
zdolnos$¢ danego enzymu do katalizowania
wiecej niz jednego typu transformacji che-
micznej okreSlonego substratu lub grupy
substratow, przy czym kazda z tych trans-
formacji ma inny stan przejSciowy. Ponadto,
enzymy wykazuja zdolnos¢ do katalizowania
transformacji chemicznej substratu lub gru-
py substratow o strukturze odmiennej niz
stradycyjne”, czyli tzw. promiskuityzm sub-
stratowy. Promiskuityzm katalityczny moze
by¢ cecha naturalna lub wynika¢ z modyfi-
kacji czasteczki enzymu na drodze mutacji
w obrebie jego genu (tzw. promiskuityzm
indukowany). W Tabeli 2 zamieszczono
przyklady katalitycznej wielospecyficznoSci
enzymow.
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Tabela 2. Przyktady katalitycznego promiskuityzmu enzymow.

Enzym Naturalna aktywnos¢ Dodatkowa aktywnos¢

Esteraza Hydroliza estrow Hydroliza beta-laktamow

Lipaza Hydroliza triacylogliceroli Hydroliza beta-laktamow, synteza wiazan C-N,
C-S i C-C, rozdzial choralnych alkoholi i kwa-
sow karboksylowych, transacylacja w fazie ga-
zowej i w Srodowisku rozpuszczalnikow orga-
nicznych

Subtilizyna Hydroliza peptydow Hydroliza sulfonamidow

Pepsyna Hydroliza peptydow Hydroliza sulfidow

Anhydraza weglano- CO, + H,O & H,CO, 2 H,0, > HO + O,

wa reakcja typowa dla peroksydazy

Aminopeptydaza Hydroliza peptydow Oksydaza (utlenianie)

Liczne hydrolazy gli- Hydroliza wigzan glikozydowych Synteza wiazan glikozydowych

kozydowe

Modyfikacje enzymow i tzw. inzynierowa-
nie Srodowiska reakcji zwickszaja iloS¢ no-
wych procesow, katalizowanych przez wyda-

waloby si¢ dobrze juz znane enzymy. Dzieki
temu poszerza si¢ gama produktéw biokata-
lizy.

PODSUMOWANIE

Dzicki swej wysokiej efektywnoSci i spe-
cyficznosci katalitycznej, enzymy znalazly sze-
rokie zastosowanie w roznych gateziach prze-
myshu, medycynie, analityce, ochronie Srodo-
wiska, a takze w gospodarstwie domowym,
czego najlepszym przykladem sa enzymy do-
dawane do Srodkoéw pioracych, odplamiaczy,
czy przypraw, np. stosowanych do zmickcza-
nia miesa. Zastapienie wielu tradycyjnych,
przemystowych procesow technologicznych
procesami opartymi o biokatalize umozliwia
wydajniejsza, czystsza i bardziej oplacalna
produkcje wielu produktow spozywczych,
farmaceutykow, biopolimerOw oraz innych
zwigzkow chemicznych i przyczynia sie do

ochrony ekosfery. Ponadto, wykorzystujac
biokatalize mozna zrekultywowac juz zanie-
czyszczone Srodowiska, zaroOwno wodne jak
i ladowe.

Warunkiem w pelni efektywnego wyko-
rzystania w praktyce mozliwosci katalitycz-
nych juz znanych jak i nowo odkrywanych
enzymow, jest szeroki dostep do informacji
na ten temat. Zapewniaja go m.in. ciagle
udoskonalane bazy danych, takie jak m.in.
BRENDA, UM-BBD, Ligand Chemical Data-
base, BioCatalysis i inne (WACKETT 2004),
w ktorych deponowane sa informacje na
temat budowy enzymow i katalizowanych
przez nie reakgcji.

BIOCATALYSIS

Summary

The use of enzymes, either derived from natu-
ral sources or generated through directed evolution
methods, has increased significantly over the past
decades. Replacing the aqueous milieu with organic
solvents, ionic liquids, supercritical fluids, fluoro-hy-
drocarbons etc. enables biocatalysis to increase the
chemo-, regio- and enantio-specificity and catalytic
efficiency of many enzymes. Combinatorial biocata-

lysis uses enzymes and whole microbial cells to gen-
erate libraries of derivatives of many compounds.
Enzyme catalytic promiscuity, i.e. capability of cata-
lyzing new reactions of new substrates, has been
recognized as a valuable research and synthesis tool.
The systematic organization of information pertain-
ing to enzymes’ function and structure is of great
importance for further development of biocatalysis.
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