Akceptuje

W ramach naszej witryny stosujemy pliki cookies w celu Swiadczenia panstwu ustug na
najwyzszym poziomie, w tym w sposéb dostosowany do indywidualnych potrzeb. Korzystanie z
witryny bez zmiany ustawien dotyczacych cookies oznacza, ze beda one zamieszczone w Panstwa
urzadzeniu koncowym. Mozecie Panstwo dokona¢ w kazdym czasie zmiany ustawien dotyczacych
cookies. Wiecej szczegotéw w naszej Polityce Prywatnosci

Portal Informacje Katalog firm Praca Szkolenia Wydarzenia Poréwnania miedzylaboratoryjne
Kontakt

S0

Laboratoria Logowanie Rejestracja pl

Jnet -

Innowacje
Nauka

Technologie

Strona gtéwna > Baza wiedzy » Procesy biotechnologii

Newsletter

Enzymy w syntezie organicznej

Enzymy w syntezie organicznej:

Biokataliza - to proces ktéry mozna stosowac zaréwno wykorzystujac aktywnos¢ catych komoérek
lub pojedynczych enzyméw. Wykorzystaniu enzyméw w syntezie czesto towarzysza popularne lecz
nie do konca prawdziwe uprzedzenia. Sa nimi: fakt iz enzymy dziataja tylko w okreslonych
warunkach, sa drogie, wrazliwe, dziataja tylko na naturalne substraty oraz sa aktywne tylko
w naturalnym srodowisku.

Zalety uzycia enzymow w biokatalizie:

- Selektywnos¢

- Tolerancja substratowa

- Brak szkodliwosci dla srodowiska
- Duza aktywnos¢ katalityczna
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- Kanalizacja reakcji niemozliwych w chemii

Sedno dzialania biokatalizatorow:

Zwiazki organiczne w ktorych wystepuja asymetryczne atomy wegla otrzymywane sa w trakcie
procesu syntezy chemicznej. Otrzymywana jest mieszanina recemiczna czyli taka, ktora posiada dwa
enancomery. Biokataliza zostala po raz pierwszy zastosowana w celu syntezy chemicznej
wykonywanej, aby otrzymac zwiazki aktywne biologicznie. Przykladem leku posiadajacego dwa
roznie aktywne biologicznie izomery jest Thalidomide, ktory stosowany byt w latach 50’ XX wieku.
Byl on podawany kobietom w cigzy w celu usuniecia porannych mdtosci. Jego dziatanie miato by¢
nasenne i uspakajajace. Okazato sie jednak, ze lek ten ma szkodliwy wplyw na ptéd i powoduje jego
znieksztatcenie. Byl on optycznie czynny ze wzgledu na ulozenie dwdéch tlendéw. Mogt byé
nieszkodliwy i dziata¢ rzeczywiscie nasennie lub szkodzi¢ i dziala¢ teratogennie. Dwa izomery tego
zwigzku dzialaja odmiennie i znalazly swoje zastosowanie. Izomer szkodliwy dziata jako srodek na
wirusa HIV.

Reakcje biokatalizowane stosowane w syntezie chemicznej:

Najczesciej stosowanymi reakcjami sa takie, ktére sa katalizowane przez enzymy, ale nie wymagaja
ko faktoréw. Natomiast dodatek zwigzku biologicznego podnosi koszta. Biotransformacjami, ktére
wykorzystywane sa na skale laboratoryjna sa:

- hydroliza,

- synteza estrow z wykorzystaniem glikaz z r6znych zrodet,
- hydroliza nitryli,

- hydroliza epoksydéw.

Na skale przemystowa natomiast sa wykorzystywane nastepujace reakcje:

- synteza wigzan C-C,

- redukcja zwiazkéw karbonylowych,

- modyfikacja i synteza polisacharyddw,
- reakcje utleniania.

Systemy, ktore nasladuja uktady mikrobiologiczne lecz nimi nie sa to abzymy oraz mimetyki.
Pierwsze to katalityczne przeciwciata monoklinalne, ktérych najwazniejszym zastosowaniem jest
abzym do katalizowania danej reakcji chemicznej. Mimetyki natomiast otrzymywane sa na drodze
modyfikacji bialek. Nie maja one aktywnosci katalitycznej takiej jak zwykle lecz wprowadzane sa do
nich ugrupowania, ktére nasladuja enzymy.

Sposoby stosowania enzymow jako katalizatorow reakcji chemicznych:

Biatko staje sie czynnikiem o zwiekszonej masie dlatego, ze jest zwigzane z matryca. Dzieki temu jest
bardziej termo stabilne, tatwe do oddzielenia od mieszaniny reakcyjnej



- Reakcje typowe w roztworach wodnych
- Reakcje w uktadach dwufazowych

- Reakcje w ukladzie niemalze catkowicie niewodnym- NAM (Non Aqueaus Meadie) Dzieki nim
mozliwe jest unikniecie niepozadanych reakcji zachodzacych w srodowisku wodnym. W nim
dokonuje sie rozpuszczenie hydrofobowych substratow.

Istnieje wiele sposobéw na zastosowanie enzymoéw w rozpuszczalnikach organicznych. Jednym
z nich jest rozpuszczenie enzymu w mikroemulsji utworzonej przez odwrotne micele. Srodowisko
w tej reakcji koniecznie musi zawiera¢ wode, rozpuszczalnik organiczny i zwigzek powierzchniowo
czynny. Ma on zdolnos¢ do tworzenia odwrotnych miceli. Kolejnym sposobem jest uktad dwufazowy
czyli woda i rozpuszczalnik organiczny. Istnieje tez sposob w ktérym enzym zostaje przygotowany
w proszku. P6zniej wystepuje on w rozpuszczalniku organicznym. Przybiera posta¢ zawiesiny.
Ostatnim sposobem na zastosowanie enzymdéw w rozpuszczalnikach organicznych jest enzym
immobilizowany, ktéry zawieszony jest w rozpuszczalniku organicznym.

Dzialanie rozpuszczalnikéw organicznych stosowanych w biokatalizie jest zwykle niszczace
w stosunku do biatek. Dzieje sie tak z powodu denaturacji. Na poczatku dodawano rozpuszczalnika
organicznego po to aby zwiekszyt rozpuszczalnos¢ substratow nierozpuszczalnych w wodzie.
W momencie gdy dodawano zbyt duza ilo$¢ rozpuszczalnika aktywnos¢ biatek spadata z powodu
niemieszania sie rozpuszczalnika z woda.

Jak wybrac¢ rozpuszczalnik stosowany sa w biokatalizie?

Aby dokonac¢ dobrego wyboru rozpuszczalnika stosuje sie metode w ktdrej postuguje sie wartoscia,
wspotczynnikiem podzialu owego rozpuszczalnika pomiedzy oktanol i wode. Metoda ta nazywa sie
miara polarnosci.

Dlaczego prowadzi sie reakcje biokatalityczne w rozpuszczalnikach organicznych?

Reakcje biokatalityczne stosowane sa do prowadzenia reakcji zupeinie odwrotnej niz wykonywana
w naturze. Przyktadami sa laktaza z grzybow czyli enzym, ktory uczestniczy w syntezie zwiazkéw
bedacych kondensatami zwigzkéw aromatycznych. Nastepnym jest zastosowanie grzybow i bakterii.
Enzymy przy uzyciu rozpuszczalnika do katalizowania reakcji w odwrotnym kierunku niz w naturze
wykorzystywane sa w syntezie wiazan peptydowych oraz estrowych. Jezeli chodzi o pierwszy z nich
to w naturze hydrolizuja wiazania peptydowe. W chloroformie syntezuje sie odpowiednie wigzania
peptydowe za pomoca chymotrypsyny. Czynnos¢ ta odbywa sie w uktadzie dwufazowym. Synteza
wigzan estrowych natomiast dotyczy enzymoéw, ktére hydrolizuja wigzania estrowe. Stosuje sie je
takze w uktadzie dwufazowym lub w srodowisku organicznym.

- Wykorzystanie katalizatora biologicznego w niewodnych srodowiskach:

Zalety dotyczace traktowania biokatalizatora jako katalizatora chemicznego:

- upraszcza odzyskanie nierozpuszczalnego biokatalizatora poniewaz jest on odpowiednio



przygotowany i powoduje zwiekszenie termostabilnosci,
- pozwala ustrzec sie przed niepozadana reakcja zachodzaca w obecnosci wody,

- zezwala na rozpuszczenie substratow hydrofobowych to oznacza, ze niweluje ograniczenia
zwigzane z tym, ze mozna prowadzi¢ reakcje katalizowane za pomoca enzyméw tylko na substratach
rozpuszczalnych w wodzie.

- Wykorzystanie katalizatora biologicznego w srodowisku niewodnym:

Aktywnos$¢ katalityczna enzymu zalezna jest od dawki wody, ktéra zwiazana jest z biatkiem
enzymatycznym. W zadnym wypadku nie zalezy to od ilosci catkowitej. Trzeba zaznaczyé¢, ze
polarnos$¢ rozpuszczalnika wplywa na rézna ilos¢ wody, ktéra jest zwigzana z enzymem. Jesli
bardziej polarny jest rozpuszczalnik to mniej wody bedzie zwiazanej z biatkiem enzymatycznym.
Podsumowujac ilos¢ wody, ktéra wiaze sie z biatkiem enzymatycznym w omawianym Srodowisku
(NAM) jest zalezna od polarnosci badz nie srodowiska organicznego. W zwiazku z tym aktywnos¢
danego enzymu zalezna jest od rodzaju rozpuszczalnika organicznego. Wazne aby pamietac
o nastepujacym fakcie. W uktadach niewodnych minimalna dawka wody jest zwiazana z biatkiem.
Jest ona dla biokatalizy niezbedna. Istnieja specjalne sposoby, aby przygotowaé enzymy do
wykorzystania w uktadach niewodnych. Sposrdd nich istnieje metoda, ktéra doprowadza do
zastosowania katalizatoréw biatkowych w uktadach dwufazowych- w pierwszej fazie stosuje sie
organiczny rozpuszczalnik, natomiast w drugiej proszek enzymatyczny.

Metody uzyskiwania proszku enzymatycznego:

- Za pomoca precypitacji acetonem z roztworu wodnego w danym pH- podczas tej metoda
konformacja zostaje niezmienna. Jest ona zalezna od kwasowosci lub alkalicznosci roztworu.

- Za pomoca liofilizacji w zafiksowanych warunkach pH- jest to sposéb polegajacy na odciggnieciu
wody w niskiej temperaturze.

- Za pomoca immobilizacji- czyli absorbcji na statych nosnikach o przerdznej porowatosci oraz
skladzie.

Kolejna metoda stosowana w ukladach niewodnych jest doprowadzanie do sytuaciji, ze
bialko enzymatyczne bedzie rozpuszczalne w roztworze organicznym i nie bedzie tracilo
aktywnosci.

Do tej metody stosowane jest najczesciej kowalencyjne sprzeganie z amfifilowym polimerem glikolu
polietylenowego. W tym przypadku wyksztatca sie forma biokatalizatora, ktora jest niezwykle dobrze
rozpuszczalna w wodzie. Zaréwno te metode jak i wczesniejsza uzywa sie w celu unikniecia
niechcianej hydrolizy oraz kierowania stereospecyficznoscia reakcji. Przyktadami biokatalizy
w srodowisku niewodnym jest lek przeciwgrzybiczny- Novozym 435 oraz lek przeciwnowotworowy
Paclitaxel.



Immobilizacja - jest to proces unieruchomienia wystepujacy w naturalnym srodowisku lub
wywotany dziatalnoscia ludzka. Immobilizacja to powiazanie drobnoustrojéw z nosnikiem. Jest to
wykonane w taki sposob, aby zmniejszy¢ mozliwos¢ swobodnego ruchu drobnoustrojéw. Mozliwy jest
tylko dostep do sktadnikéw odzywczych i odptyw produktow przemiany. Inaczej médwiac to
zmniejszenie katalitycznej aktywnosci enzymow/komérek do Srodka systemu bioreaktora.
Przyktadami immobilizacji oraz nosnikow w przypadku mikroorganizméw moga by¢ alginian,
zelatyna, celuloza, argoza i inne. Absorbcja mikroorganizmow wystepuje na celicie lub porowatych
krzemianach. Jezeli chodzi o komorki zwierzece to immobilizuje sie je w agarozie lub fibrynie.
Roslinne komorki moga mie¢ jedynie naturalne sktadniki.

W srodowiskach niewodnych lub wodnych, wszedzie tam gdzie stosuje sie biokatalize
mozna stosowa¢ zarowno wyizolowany enzym lub cale komorki jako biokatalizator.

Zalety i wady enzymow wykorzystywanych w biokatalizie bedace w malym stopniu
oczyszczone:

- Zalety: Uzywana jest prosta aparatura, a aktywnosc¢ stezenia jest wysoka. Latwo jest takze
odzyskac biokatalizator w postaci unieruchomionej, a w rozpuszczalnikach organicznych w sposéb
prosty mozna przeprowadzi¢ reakcje oraz odzyska¢ enzymy. Aktywnos$¢ w roztworach wodnych jest
wysoka.

- Wady: Aktywnos$¢ zmniejsza sie podczas immobilizacji. Gdy enzymy potrzebuja kofaktora
niezbedne sa enzymy regeneracji. Jak wiadomo kofaktory sa niezwykle drogimi zwiazkami i w
dodatku sa niestabilne. W roztworach wodnych istnieje mozliwo$¢ powstawania produktow
ubocznych, a w rozpuszczalnikach organicznych nalezy odpowiednio przygotowac biokatalizator.

Zalety i wady wykorzystania calych komoérek mikroorganizmow:

- Zalety: Jezeli chodzi o kultury spoczynkowe to sa one latwiejsze w obrobce, maja mniej produktéw
ubocznych. Same rosnace kultury sa bardzo aktywne. Kolejna zaleta jest fakt, iz nie istnieje
konieczno$¢ regenerowania kofaktoréw poniewaz wszystko zawarte jest w komorce.

- Wady: Pojawianie sie produktow ubocznych w zwiazku z rosngcymi kulturami. Komorki
immobilizowane maja mniejsza aktywno$¢ niz komorki wolne, natomiast kultury spoczynkowe maja
nizsza aktywnos$¢ w konfrontacji z kulturami rosnacymi. Do wykorzystania catych komdrek
mikroorganizmow potrzebna jest aparatura, ktéra jest skomplikowana, a same komorki nalezy
przygotowa¢ w postaci biomasy.

Zastosowanie biokatalizy przy pomocy komorek calych:

Biokataliza - zostala wprowadzona po to aby otrzymywac optycznie czyste formy aminokwasow. Jak
wiadomo duza ilo$¢ zwiazkéw biologicznie czynnych, ktére przytrzymywane sa na drodze
syntetycznej opiera sie na aminokwasach.

Biokonwersja hydantoin:

Jezeli chodzi o chemie to synteza hydantoiny odpowiedniego aminokwsu nie jest problematyczna.



Hydantoinaza hydrolizuje pierscien hydantoinowy do postaci pochodnej N-karamyloaminokwasowe;j.
Izomer kolejny zostaje nienaruszony. Natomiast na pierwszy dziata sie amidohydrolaza z innego
rodzaju bakterii czego skutkiem jest D-aminokwas z teoretyczna wydajnoscia enancjomeryczna 100%.

Hydrolazy nitrylowe:

Otrzymanie nitrylu aminokwasu nalezy do reakcji niezbyt skomplikowanych. Do procesu tego uzywa
sie okreslony aldehyd, denor grupy aminowej oraz HCN. Istnieje mozliwos¢ poddania nitrylu pod
dziatanie hydrolazy nitrowej. Wtedy biokatalizatorem sa komorki bakterii Rhodococcus. Daje to amid
hydrolizowany amidaza do aminokwasu.

Cechy Biokatalizy tzw. ,komercyjna” czyli stosowanej na skale przemystowa:

- Selektywnosc¢ substratowa - jest to enzym transminaza, ktory tworzy sie za pomoca E. coli.
Przenosi grupe aminowa z denora na ketony. Enzym ten jest specyficzny sktada sie z kwasu
gluminowego, natomiast drugim substratem moze by¢ przerézny pod wzgledem strukturalnym
ketokwas.

- Stereoselektywnosc¢ - do produkcji herbicydu kwasu R-fenoksypropionowy stosuje sie
R-dehalogenaze. Kwas R, S-2- chloropropionowy jest substratem uzyskiwanym w sposéb chemiczny.

Odseparowuje on atom chloru, ktory jest w odpowiedniej pozycji. Dzieki temu otrzymywany jest
taki izomer, ktory stanowi w reakcji substytucji nukleofilowej substrat do otrzymywania
wlasciwego herbicydu.

- Regioselektywnosc¢ - wigzania peptydowe moga powstac za pomoca dwodch czynnosci. Pierwszym
z nich jest fakt, iz grupa aminowa estru metylowego L-Phe moze utworzy¢ wiazanie amidowe
z jedna z dwdch grup karboksylowych Asp. Jesli chodzi o warunki przemystowe dochodzi do
katalizacji reakcji tworzenia wiazania peptydowego z wtasciwa grupa karboksylowa termolizyng.

- Selektywnos¢ funkcyjna - w obecnosci grupy estrowej musi zaj$¢ selektywna reakcja hydrolizy
nitrylu. Z chemicznego punktu widzenia jest to niemozliwe. Mozliwe jest to jedynie, gdy uzyje sie
nitrylaze.

- Biokataliza daje mozliwos¢ stosowania lagodnych warunkow reakcji-przyktadem na to moze
by¢ produkcja akylamidu, ktéra opiera sie o aktywnos¢ hydratazy nitrylowe;j.

- Enzymy sa przyjazne dla srodowiska- biokatalizatory oparte o biatka oraz biokatalizatory
immobilizowane jak wiadomo sa biodegradowalne. Dzieki temu mozliwe jest zmniejszenie ilosci
odpadow produkcyjnych.

- Wydajnos¢ katalityczna jest wysoka- nastepuje przyspieszenie szybkosci reakcji, jest ono
szybsze niz katalizowanie chemiczne

Mity zwiazane z biokataliza przemystowa:

- Mala wydajnosc¢ - jedynie w przypadku fermentacji jest to prawda, ale w przypadku
biotransformacji podczas gdy komorka katalizuje reakcje na podawanym z zewnatrz egzogennym
substracie wydajnos¢ jest duza.

- Niestabilnos¢ enzymoéw - hydrolazy maja okres pdttrwania, ktéry liczy sie w tygodniach-
miesigcach w warunkach procesu. Istnieje takze mozliwos$¢ zastosowania enzymow z bakterii



termofilnych i ekstremofilnych. Ich trwatosc jest wysoka.

Aby usprawnic¢ biokatalize stosuje sie rézne metody. Jednymi z nich sa: biokataliza i biosynteza
kombinatoryjna oraz ukierunkowana ewolucja molekularna. Sa to techniki, ktéore uzywa sie
w firmach w ktorych procesy produkcyjne oparte sa o procesy biokatalizowane wykorzystujace
komorki lub enzymy pochodzace od przygotowanych mikroorganizméw. Kolejnymi technikami, ktére
usprawniajgq biokatalize jest biokataliza w fazie statej, enzymy z ekstremofili oraz biokataliza
w warunkach niewodnych.
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