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Laccase-mediated reactions — mechanism and biotechnology appli-
cations

Summary

Laccases catalyze oxidative conversion of a broad range of substrates such
as phenols or lignin-derivatives. They also have an ability to induce oxidative
coupling reactions of the free radical intermediates to related phenolic struc-
tures. The application of laccases-mediated coupling reactions in white biotech-
nology represents a promising alternative to chemical synthesis of products of
commercial importance. The goal of this review was to present potential appli-
cation of fungal laccases, focusing specifically on their use as biocatalysts in en-
vironmental friendly synthesis of new molecules.
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1. Wprowadzenie

Biotechnologia przemyslowa nazywana réwniez bialg bio-
technologia jest podstawowa technologia praktycznego zastoso-
wania komorek lub ich komponentéw (np. enzymoéw) do produk-
¢ji substancji chemicznych, tworzyw oraz artykuléw powszech-
nego uzytku. Wiasciwosci katalityczne wielu enzymoéw z grupy
oksydoreduktaz wykorzystane sg juz w procesach technologicz-
nych zwigzanych z przemystem tekstylnym, produkcja zywnosci
oraz z diagnostyka medyczng (1,2). Na szczeg6lna uwage zastugu-
ja reakcje katalizowane przez lakazy, ktore wykazujg ogromny
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potencjat aplikacyjny w syntezie nowych struktur chemicznych badz w przeksztatce-
niach istniejacych zwigzkéw chemicznych, co jest alternatywa dla syntezy chemicznej.

2. Budowa i mechanizm dzialania lakazy

Lakazy (EC 1.10.3.2) nalezg do szeroko rozpowszechnionych w §wiecie oksydo-
reduktaz wystepujacych m. in. w roslinach wyzszych (3-6), u wiekszosci grzybow (7)
oraz w niektorych bakteriach (8-10). Enzymy te katalizuja utlenianie szerokiego
spektrum zwiazkéw organicznych i nieorganicznych, ktéremu towarzyszy redukcja
tlenu czasteczkowego do wody.

Centrum aktywne enzymu zawiera 4 sgsiadujace ze sobg atomy miedzi, ktore re-
prezentujg 3 typy wyr6znione ze wzgledu na swoje specyficzne wtasciwosci (rys.
1A). Typ I miedzi, ktérego forma utleniona wykazuje absorbancje przy dtugosci fali
610 nm, nadaje niebieski kolor czgsteczce enzymu (lakaza nazywana jest niebieska
oksydazg) oraz jest miejscem utleniania substratu. Miedz typu Il i dwa atomy miedzi
typu Il tworzg tréjatomowy zespét, w ktérym zachodzi wigzanie i redukcja tlenu
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Rys. 1.A — Centrum katalityczne lakazy (12) oraz B — schemat cyklu katalitycznego lakazy (11).
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czasteczkowego do wody. W trakcie utleniania substratu powstajg reaktywne rodni-
ki, ktore nastepnie moga by¢ substratami dla reakcji nieenzymatycznych. Podczas
kazdego cyklu katalitycznego dochodzi do redukgji 1 czasteczki tlenu do 2 czaste-
czek wody, towarzyszacej utlenieniu 4 czgsteczek substratu do 4 rodnikow substra-
tow (rys. 1B) (7,11,12). W analizie spektroskopowej elektronowego rezonansu para-
magnetycznego (EPR) centrum aktywnego lakazy wykazano charakterystyczne wias-
ciwos$ci atomoéw miedzi: aktywno$¢ paramagnetyczng dla miedzi typu | i typu Il oraz
brak sygnatu dla typu Ill jako skutek antyferromagnetycznego sprzezenia pary ato-
mow miedzi typu III.

Lakazy pochodzenia roslinnego sa biatkami wydzielanymi do apoplastu (13),
gdzie biorg udzial w syntezie ligniny i regeneracji uszkodzonych tkanek. Pierwsza
opisang lakazg byl enzym wyizolowany z japonskiego drzewa Rhus vernicifera (14).
Lakazy roslinne wykazuja niskie wartosci potencjatu oksydoredukcyjnego dla atomu
miedzi typu I, ktére wynoszg okoto 430 mV (wzgledem normalnej elektrody wodo-
rowej, NEW) (15).

Istotng cecha lakaz grzybowych jest obecno$¢ fragmentu cukrowego (od 10 do
45%), ktory zabezpiecza lakazy przed dziataniem enzymoéw proteolitycznych (16,17).
U wiekszoS$ci grzybow wyzszych, szczegéblnie ligninolitycznych grzybow biatej zgni-
lizny z klasy Basidiomycetes i Ascomycetes, wystepujg wewnatrz- i zewnatrzkomorko-
we izoformy lakazy (7). Potencjal oksydoredukcyjny atomu miedzi typu I lakaz grzy-
bowych wykazuje wartos$ci srednie lub wysokie wynoszace na przyktad okofo 780
mV (wzgledem NEW) w przypadku lakaz z gatunkéw nalezacych do rodzaju Trametes
(15,18). Naturalne funkgcje lakaz grzybowych to przede wszystkim udzial w degrada-
¢ji kompleksu ligninowego drewna, morfogenezie grzybéw, w procesie melanizacji
oraz w procesie tworzenia zarodnikow (19-21).

3. Reakcje katalizowane przez lakaze i ich zastosowanie

Reakgcje katalizowane przez lakaze mozemy podzieli¢ na trzy grupy: reakcje utle-
niania prostych pochodnych fenolowych bez udziatu mediatora (rozdz. 3.1), utlenia-
nie substratow wymagajgce dodatkowej obecnosci zwigzku tzw. mediatora (rozdz.
3.2) oraz reakcje sprzegania (rozdz. 3.3) (rys. 2).
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Rys. 2. Rodzaje mechanizmoéw reakgji katalizowanych przez lakaze, | — utlenianie pochodnych fe-
nolowych bez udzialu mediatora, Il — utlenianie substratéw wymagajace mediatora, Il — reakcje
sprzegania.

3.1. Utlenianie substratéw bez udzialu mediatora

Do pierwszej grupy reakcji zaliczamy utlenianie prostych zwigzkéw organicz-
nych takich jak mono-, di- i polifenole oraz ich pochodnych zawierajgcych aminowe,
karboksylowe, metoksylowe i sulfonowe grupy funkcyjne. Mechanizm reakcji bez-
posredniego utleniania substratow przez lakazy obejmuje odszczepienie protonu
wodoru od grupy hydroksylowej substratu fenolowego i przeksztatcenie go w rod-
nik fenoksylowy. Uwolnione elektrony sg przekazywane kolejno na atom miedzi
typu I, tréjatomowy zespdt miedzi typu Il i typu Il centrum aktywnego lakazy
i wreszcie na tlen czasteczkowy powodujac jego redukcje do wody. Powstate rodni-
ki fenoksylowe sg bardzo nietrwate i mogg ulega¢ enzymatycznemu utlenieniu do
chinonéw lub nieenzymatycznemu uwodornieniu i polimeryzacji (7,22).

W warunkach naturalnych mechanizm ten jest wykorzystywany przez rosliny
wyzsze w reakcjach polimeryzacji sktadnikéw Sciany komérkowej w obecnosci tle-
nu, w procesach syntezy polimeru ligninowego jak i w procesie regeneracji $cian ko-
moérkowych w miejscach uszkodzen tkanki roslinnej (23). Sugeruje sie ponadto, ze
rolg chinonéw powstatych w wyniku utleniania fenoli przez lakaze jest obrona ros-
lin przed patogenami (23). W odréznieniu od lakaz roslinnych lakazy grzybowe we
wspoltpracy z innymi enzymami odpowiedzialne sg za proces rozktadu polimeru li-
gninowego drewna, jaki ma miejsce w srodowisku naturalnym (24). Jednakze dos$¢
wysoki potencjal oksydoredukcyjny lakaz grzybowych pozwala na bezposrednie
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utlenienie wylgcznie matych czasteczek fenolowych stanowigcych nie wiecej niz
10% polimeru ligninowego (25).

3.2. Utlenianie substratéw z udzialem mediatorow

Mechanizm utleniania pochodnych aromatycznych zalezy w duzym stopniu od
réznicy potencjatu oksydoredukcyjnego miedzy substratem a atomem miedzi typu |
lakazy oraz od rozmiaru czgsteczki substratu. W przypadku czasteczek wykazu-
jacych wysoki potencjal oksydoredukcyjny (np. zwigzki niefenolowe, aminy aroma-
tyczne) oraz w przypadku duzych czastek (np. czgsteczka kompleksu ligniny), ktore
nie sg w stanie penetrowac centrum aktywnego enzymu (21,26), utlenienie mozliwe
jest dzieki tzw. mediatorom reakcji, czyli zwigzkom niskoczasteczkowym zawie-
rajagcym specyficzne grupy funkcyjne (np. —-NO, —NOH, —HRNOH) i posredniczgcym
w przekazywaniu elektronéw z substratu do centrum aktywnego lakazy. Mechanizm
tej reakcji obejmuje dwa etapy: 1) utlenienia mediatora z grupa N-hydroksylowa do
wolnego rodnika kationu N-O-*, formy bardziej stabilnej niz odpowiednik fenoksylo-
wy oraz 2) utlenienia substratu z jednoczesna redukcjg czasteczki mediatora. Do naj-
czesciej uzywanych mediatoréw zalicza sie m.in. hydroksybenzotriazol (HBT), kwas
hydroksyantranilowy (HAA), kwas syryngowy, 2,2,6,6-tetrametylopiperydyne-1-oksyl
(TEMPO), s6l diamonowa 2,2 -azyno-bis [3-etylbenzotiazoliny-6-kwasu sulfonowego]
(ABTS), kwas wiolurowy, hydroksyacetanilid (NHA), hydroksyftalimid (HPI).

Gtownym enzymem biorgcym udzial w rozktadzie ligniny przez grzyby biatej
zgnilizny drewna jest wtasnie lakaza, ktéra wspétdziata z prostymi fenolami obecny-
mi w srodowisku reakgcji (np. kwas weratrowy, kwas 3-hydroksyantranilowy). Zwigz-
ki te sg produktami reakcji depolimeryzacji ligniny, ktére w tym uktadzie dziataja
jako naturalne mediatory (27). Zastosowanie tych mediatoréw w utlenianiu specy-
ficznych substratow przez lakaze moze by¢ jedna z metod stosowanych w procesie
delignifikacji i wybielaniu pulpy drzewnej oraz usuwaniu zanieczyszczen wytwarza-
nych przez przemyst drzewny i papierniczy (28-31). Wiele uwagi srodowisk nauko-
wych jest skierowane na wykorzystanie systemu reakgji lakaza/mediator do syntezy
organicznej (32,33), jak r6wniez w procesach oczyszczania Srodowiska naturalnego
z zanieczyszczen pofarbiarskich poprzez degradacje lub sprzeganie barwnikéw
(34-36), utlenianie policyklicznych weglowodoréw aromatycznych (37,38), degrada-
cje pestycydow i insektycydéw (39,40).

3.3. Reakcje sprze¢gania reaktywnych intermediatéw
Reakcja sprzegania (ang. coupling reaction) jest trzecim typem reakgji katalizowa-

nych przez lakaze. Bezposrednie utlenianie substratow fenolowych generuje po-
wstanie intermediatéw o charakterze reaktywnych i bardzo niestabilnych rodnikow,
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Rys. 3. Powstawanie czterech form mezomerycznych rodnikow w wyniku dziatania lakazy na izoeu-
genol (42).

ktére moga w procesie nieenzymatycznej, spontanicznej reakcji sprzegania (uwod-
nienia, polimeryzagji, utleniania lub redukcji) taczy¢ sie ze soba tworzgc nowe struk-
tury fenolowe o postaci dimeréw, oligomeréw, a nawet polimeréw. Enzymatyczne
przeksztalcenie niskoczasteczkowych rodnikéw fenolowych jest obiecujgca alterna-
tywa dla syntezy zaréwno znanych jak i nowych zwigzkéw o okreslonych wtasciwo-
Sciach fizykochemicznych albowiem wymaga tagodnych warunkéw srodowiska reak-
¢ji enzymatycznej. Uzycie lakazy w syntezie organicznej moze przyczynic¢ sie do
zmniejszenia kosztow przy jednoczesnym zachowaniu duzej wydajnos$ci procesu,
ktéry jest bardziej przyjazny srodowisku naturalnemu.

Wyroéznia sie homo- i heteroczasteczkowe sprzeganie wolnych rodnikow, w kté-
rym biorg udzial te same badz ré6zne molekuty. Uwaza sie, ze nowo powstalte czgs-
teczki sa wynikiem sprzegania aktywnych form rodnikéw fenolowych poprzez wig-
zania wegiel-wegiel (C-C) i wegiel-tlen (C-O) oraz sprzegania amin aromatycznych
poprzez wigzania wegiel-azot (C-N) lub azot-azot (N-N) (41). Na rysunku 3 przedsta-
wiono przyktad powstawania czterech réznych mezomer6ow rodnikéw w wyniku de-
protonacji izoeugenolu przez lakaze. W dalszym etapie te reaktywne czgsteczki od-
dziatuja miedzy sobg przeksztalcajgc sie w dimery i tetramery (42).

Powstanie nowych wigzan w reakgji sprzegania moze zachodzi¢ w wyniku two-
rzenia wigzan pomiedzy:

1) weglem i tlenem (C-O) np. formowanie 4 mezomeréw rodnikéw izoeugenolu
lub alkoholu koniferylowego wynikajace z deprotonacji grupy hydroksylowej, re-
kombinacji miedzy mezomerami, oraz homodimeryzacji wegiel-tlen (42); powstanie
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Rys. 4. Przyklady reakgcji sprzegania czasteczek poprzez tworzenie wiazan C-O, C-C i C-N; (a) C-O ho-
modimeryzacja izoeugenolu (42), (b) C-C homodimeryzacja tetrahydro-2-naftolu (46), (c) N-C hetero-
sprzeganie L-tryptofanu z 2,5-dihydroksy-N-(2-hydroksyetylo)-benzamidem (48).

dimerow 17p-estradiolu (43), synteza dimeréw w reakgcji 2-hydroksydifenylu i eteru
2-hydroksybifenylu (44),

2) weglem i weglem (C-C) poprzez formowanie kationu rodnika w wyniku depro-
tonacji grup hydroksylowych czasteczek estréow, a nastepnie ich dimeryzacji i rearo-
matyzacji (45), w ten sposob powstajg np. dimery tetrahydro-2-naftolu (46), dimer
2-hydroksydifenylu i eteru 2-hydroksybifenylu (44), dimer bisfenolu A (47), dimery
17B-estradiolu (43),

3) weglem-azotem (C-N) poprzez formowanie kationu rodnika w wyniku deproto-
nacji grup hydroksylowych oraz jego reakcji z grupa aminowa pochodnych fenolo-
wych, np. tryptofanu (48), kwasu 4-aminobenzoesowego i heksylaminy (49,50), nu-
kleofilowej reakcji hydrazonu 3-metylo-2-benzotiazolinowego (MBTH) z r6znymi me-
toksyfenolami (51) lub w wyniku kondensacji reaktywnego kationu MBTH z kwasem
3-dimetyloaminobenzoesowym w reakcji powstawania barwnika ,,indaminy”(52).

Przyktady reakcji homo- i heteromolekularnego sprzegania czasteczek przedsta-
wiono na rysunku 4.
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Reakgcje syntezy nowych zwigzkéw w procesach przyjaznych srodowisku natural-
nemu staly sie obiektem badan w wielu osrodkach naukowych. Wiedza na temat
mechanizmu powstawania wolnych rodnikéw fenolowych oraz zintensyfikowanie
badan nad nieenzymatycznymi procesami zachodzacymi w srodowisku reakcji, do-
prowadzity do pojawienia sie licznych doniesien na temat reakgcji sprzegania katali-
zowanych przez lakaze (tab. 1). Na uwage zastuguje katalizowana przez lakaze mo-
dyfikacja zwigzkoéw toksycznych powszechnie obecnych w $ciekach przemystowych.
Proces ten odbywa sie albo poprzez ich dimeryzacje, np. dimeryzacja bisfenolu A
(47), dimeryzacja toksycznych pochodnych biarylowych (44) albo sprzeganie z inny-
mi substancjami, np. barwniki azowe (53), chloroanilina (54,55), 2,4,6-trinitrotoluen
i jego pochodne (56-58), enzymatyczna modyfikacja ligniny za pomoca prostych fe-
noli (59).

Tabela 1
Przyklady reakcji sprze¢gania zwiazkéw katalizowane przez lakaze
Substraty reakcji sprzegania Wigzanie Produkt Literatura
1 2 3 4
sprzeganie heteromolekularne
zwiazki dihydroksylowane N-C | dimer, struktura chinonowa (64)
z kwasem 4-aminobenzoesowym
hydrazon 3-metylo-2-benzotiazolinowy i metoksy-| N-C | barwnik azowy (51)
fenole
kwas 3-(3,4-dihydroksyfenylo) propionowy i kwas| N-C | dimer pochodny kwasu propionowego (49,50)
4-aminobenzoesowy
kwas 4-metylo-3-hydroksyantranilowy N-C, C-0| aktynomycyna zawierajaca chromofor fenoksazy-|  (63)
nowy
hydrazon 3-metylo-2-benzotiazolinowy i kwas N-C | barwnik — indamina (52)
3-dimetyloaminobenzoesowy
L-tryptofan  z  2,5-dihydroksy-n-(2-hydroksyety-| N-C | chinoid (48)
lo)-benzamidem
p-hydrochinony i I-rzedowe aminy aromatyczne | N-C | mono- i diaminochinony (77)
n-(2-alkiloamino-4-fenyloimidazolo-1-yl)-aceta- N-C | 2 produkty heteromolekularne i 1 produkt nie-| (73)
mid piersScieniowy
gwajakol z 2,4-diamino-6-nitrotoluenem N-C | 5-(2-amino-3-metylo-4-nitroanilino)3,3 " -dime- (57)
toksy-4,4 " -difenochinon
kwas 2,5-diaminobenzenosulfonowy i katechol N-C | dimery (75)
3,4-dichloroanilina z kwasem ferulowym bd | trimeryz 1 czgsteczki aniliny i 2 czasteczek kwasu|  (54)
chloroanilina z kwasem protokatechowym, wani-|  bd | heterodimery (55
linowym i syryngowym
mitramycyna i jej pochodne z p-hydrochinonem bd mitramycyno-hydrochinon i chromomycyno-hy-| (78)
drochinon
katechina z p-hydrochinonem bd | pochodne katechino-hyrochinonowe (79
pochodne 2,4,6-trinitritoluenu z kwasem ferulowym,| bd | nierozpuszczalne produkty (56)

kwasem syryngowym, katecholem, gwajakolem
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2,4,6-trinitrotoluen z katecholem bd | nierozpuszczalne produkty (58)

lignina i rozpuszczalne w wodzie fenole z pod-| bd | lignina rozpuszczalna w Srodowisku kwasnym (59)

stawnikami karboksy- i sulfoksy-

barwniki azowe bd mieszanina zwiazkéw azowych (53)

sprzeganie homomolekularne

eter-2-hydroksydifenylowy i 2-hydroksybifenyl C-C | dimery (44)

ester salicylowy C-C | pochodne biarylowe (45)

tetrahydro-2-naftol C-C | dimery (46)

bisfenol A (BPA) C-C | dimer (47)

rezweratrol C-C | transdehydrodimery (61)

izoeugenol i alkohol koniferylowy C-0, C-C| odpowiednio: dimery i tetramery, oligomery i po-|  (42)
limery

17p-estradiol C-C, C-0| dimery, ktore moga przeksztafcac si¢ w oligomery|  (43)
i polimery

kwas ferulowy bd | dihydrodimer (62)

penicylina X bd | dimery (60)

bd — brak danych

Temperatura inkubacji oraz pH buforu podczas reakcji sprzegania zaleza w gtow-
nym stopniu od Zrédta uzytej lakazy (tab. 2). Dla wielu lakaz grzybowych otrzyma-
nych z gatunkéw nalezgcych do rodzaju Trametes, Pycnoporus, Coriolus, Rhizoctonia,
optymalne temperatury inkubacji mieszaniny reakcyjnej ksztattujg sie w przedziale
od temperatury pokojowej do 30°C, w buforach o pH 4,5 lub 5. Dla poszczegélnych
lakaz sg to warto$ci odpowiednio: 28°C i pH 6,5 dla Pyricularia oryzae (57), 45°C
i pH 6,5 dla Myceliophtora sp. (43,60), 45°C i pH 6,9 dla Rhizoctonia praticola (54,55).

Mata rozpuszczalnos¢ w wodzie wielu potencjalnych substratow lakazy zwieksza
zainteresowanie zastosowaniem niekonwencjonalnych srodowisk reakcji z matg za-
wartos$cia wody. Reakcja sprzegania w wiekszosci przypadkéw odbywa sie w roztwo-
rach wodnych buforowanych i tylko nieliczne reakcje majg miejsce w wodnych roz-
tworach rozpuszczalnikéw organicznych. Przykladem moga by¢ reakcje utleniania
estradiolu i rezweratrolu, w ktorych zostaly wykorzystane 3 rézne systemy rozpusz-
czalnikow: dioksan — toluen nasycony buforem Tris, dwufazowy system octan etylu
— bufor octanowy oraz chloroform — MnO, (43,61). Setti (1999) prowadzit reakcje
sprzegania hydrazonu 3-metylo-2-benzotiazolinowego (MBTH) i metoksyfenoli w roz-
tworze woda-aceton (81:19), natomiast Mustafa (2005) utlenial kwas ferulowy
w wodno-organicznym systemie dwufazowym octan etylu — 20% bufor sodowo-fos-
foranowy (51,62). Podobne srodowisko reakgcji czyli bufor fosforanowy zawierajacy
60% acetonitryl, zastosowano do otrzymania chromoforu fenoksazynowego (63). Naj-
wiekszg wydajnos¢ procesu syntezy wynoszacg 80% uzyskano w reakcjach heteromo-
lekularnego sprzegania kwasu 4-aminobenzoesowego i kwasu dihydrokofeinowego
(50), oraz kwasu 4-aminobenzoesowego ze zwigzkami dihydroksylowanymi (64).
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Tabela 2
Przyklady organizméw, ktérych lakazy byly uiywane w reakcjach sprzegania

Zrédio lakazy Literatura
Trametes villosa (47,53,58,59,64,75)
Trametes versicolor (57,60,63,73)
Trametes pubescens (43,01)
Trametes modesta (56)
Trameles sp. (77)
Pyricularia oryzae (51,57)
Pycnoporus cinnabarinus (44,45,48,49,50)
Pycnoporus coccineus (42)
Coriolus birsutus (52)
Rhizoctonia praticola (54,55)
Polyporus anceps (78)
Rhus vernicifera (79,42)
Myceliophtora thermophyla (61,62,77)
Myceliophtora sp. (43)

4. Przyklady praktycznego zastosowania lakaz

Zdolnos¢ lakazy do bezposredniego utleniania fenoli i innych zwigzkow aroma-
tycznych stala sie obiektem zainteresowania wielu badaczy na Swiecie. W ostatnio
przeprowadzonych badaniach wskazuje sie na ogromny potencjal zastosowania la-
kazy w takich procesach jak detoksyfikacja i biodegradacja zanieczyszczen znaj-
dujacych sie w odpadach naturalnych lub wytwarzanych przez przemyst drzewny
(65) oraz enzymatyczny rozklad odpadowych substancji barwnych pochodzacych
z przemystu tekstylnego i papierniczego (66-70). Lakaza moze by¢ rowniez stosowa-
na w przemysle spozywczym w produkcji sokéw i alkoholi, gdyz ma zdolnos¢ do
usuwania niepozadanych pochodnych fenolowych wystepujacych w zbyt duzych ste-
zeniach w sokach owocowych oraz w winie. Utlenienie, polimeryzacja, a nastepnie
wytrgcanie substancji fenolowych wpiywa na poprawe klarowno$ci, smaku, aromatu
i koloru tych produktéow (71). Dowiedziono réwniez, ze katalizowane przez lakaze
utlenianie komponentéw fenolowych obecnych w ekstrakcie ligninocelulozy, be-
dacych naturalnymi inhibitorami fermentacji alkoholowej, wyraznie wplywa na wzrost
wydajnosci produkgcji etanolu z ligninocelulozy z udzialem drozdzy (72).

W ostatnich latach wzrosto zainteresowanie wykorzystaniem lakazy jako bioka-
talizatora w syntezie organicznej. Powiodly sie préby syntezy naturalnych pochod-
nych zwigzkéw takich jak penicylina X (60), rezweratrol i estradiol (61,43), kt6érych
dimerowe pochodne moga pelni¢ rownie wazne funkcje podobnie jak substraty,
z ktorych powstaly. Nieenzymatyczne przeksztalcenie wolnych rodnikéw w barwne
struktury fenolowe stwarza warunki dla enzymatycznej syntezy r6znych barwnikow
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takich jak barwniki azowe (51), indaminy (52), dimery kwasu ferulowego (62). Kolej-
nym przyktadem jest uzyskanie zwigzkéw zawierajacych chromofor fenoksazynowy
nalezacy do aktynomycyn, w wyniku homomolekularnej dimeryzacji pochodnych
kwasu antranilowego (63). Na szczeg6lne zainteresowanie przemystu farmaceutycz-
nego zastuguje mozliwos¢ wykorzystania lakazy w heteromolekularnych reakcjach
sprzegania pochodnych imidazoli (73), kwasu 3-(3,4-dihydroksyfenylo)-propionowe-
go, ktory jest naturalnym zwigzkiem antywirusowym (74), pochodnych p-dihydrok-
sylowanych z kwasem 4-aminobenzoesowym (64) lub p-hydrochinonu z L-tryptofa-
nem (48) czy mitramycyng (75). Przytoczone przyktady reakcji stwarzaja nowe per-
spektywy dla syntezy nietoksycznych lekow. Przeksztalcanie isoeugenolu i alkoholu
koniferylowego w dimery i tetramery (42), dimeryzacja estréw salicylowych (45) to
kolejne przyktady wykorzystania lakazy w reakcjach syntezy.

Pomimo zaangazowania tak wielu zespotéw naukowych badajacych lakazy i moz-
liwosci ich wykorzystania, komercyjnie dostepne sg zaledwie dwa preparaty lakazo-
we: ,,Suberase” i ,,DeniLite” firmy Novozymes. ,Suberase” jest stosowana w przemy-
Sle w procesie produkcji korkéw winiarskich, poniewaz katalizuje polimeryzacje
sktadnikéw fenolowych naturalnych korkéw, usuwajac z nich gorycz, cierpkos$¢ i za-
pach, ktére niekorzystnie wptywaja na wlasciwos$ci wina (74). Drugi preparat lakazo-
wy to preparat ,DenilLite” (Novozym 51003), ktory powszechnie jest stosowany do
odbarwiania takich tkanin jak bawetna czy jeans. Coraz czeSciej lakaza stosowana
jest in situ, umozliwiajgc przeksztatcanie prekursorow barwnikéw w przesigknietych
substratami tkaninach. Prowadzi to do mocniejszego zakotwiczenia barwnikéw na
wibéknach oraz zwiekszenia wydajnos$ci procesu barwienia z jednoczesnym zmniej-
szeniem zuzycia zwigzkow chemicznych (76).

5. Podsumowanie

Lakaza jako enzym o niskiej specyficznosci substratowej, utlenia réznorodne
zwigzki chemiczne od mono- i difenoli po zwigzki o charakterze nieorganicznym. Syn-
teza wielu zwigzkéw farmaceutycznych, dodatkéow do zywnosci czy tez polimerow,
zostala przeprowadzona przy uzyciu lakazy w laboratoriach wielu o$rodkéw nauko-
wych. Szerokie spektrum substratowe oraz rézne typy reakcji katalizowanych przez
lakazy daja pole do wykorzystania tej uniwersalnej oksydoreduktazy w r6znych typach
procesow technologicznych spetniajgcych kryteria biatej biotechnologii, z ktérej ptyna
niewatpliwie same korzysci takie jak oszczedno$¢ wody, energii i surowcow.

Literatura

1. Xu F., (2005), Ind. Biotechnol., 1, 38-50.
2. Hoegh L., (2004), PCT patent WO 2004091312-A1.
3. Huttermann A., Mai C., Kharazipour A., (2001), Appl. Microbiol. Biotechnol., 55, 387-394.

92 PRACE PRZEGLADOWE



Reakcje katalizowane przez lakaze — mechanizm i zastosowanie w biotechnologii

17.
18.

19.
20.
21.
22.

23.
24.
25.

26.
27.
28.
29.
30.

31.

32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.

40.

41.
42.
43.
44,
45.

Dean J. F. D., Eriksson K-E. L., (1994), Holzforschung, 48, 21-33.

Bligny R., Douce R., (1983), Biochem. J., 209, 489-496.

Gregory R. P, Bendall D. S., (1996), Biochem. J., 1001, 569-581.

Thurston C. F., (1994), Microbiology, 140, 19-26.

Alexandre G., Zhulin 1. B., (2000), Trends Biotechnol., 18, 41-42.

Claus H., Filip Z., (1997), Microbiol. Res., 152, 209-216.

Givaudan A., Deffose A., Faure D., Potier P., Bouillant M. L., Bally R., (1993), FEMS Microbiol. Lett.,
108, 205-210.

. Claus H., (2004), Micron, 35, 93-96.

Solomon E. I., Sundaran U. M., Machonkin T. E., (1996), Chem. Rev., 96, 2563-2605.

. La Fayette P. R., Ericsson K.-E. L., Dean J. F. D., (1999), Plant. Mol. Biol., 40, 23-35.

. Yoshida H., (1883), J. Chem. Soc., 43, 472-486.

. Reinhammar B., (1972), Biochim. Biophys. Acta, 275, 245-259.

. Yoshitake A., Katayama Y., Nakamura M., limura Y., Kawai S., Moroshi N., (1993), J. Gen. Microbiol.,

139, 179-185.

Claus H., (2003), Arch. Microbiol., 179, 145-150.

Xu F., Shin W., Brown S. H., Waleithner J. A., Sundaram U. M., Solomon E. I., (1996), Biochim.
Biophys. Acta, 1292, 303-311.

Herman T. E., Kurtz M. B., Champe S. P., (1983), J. Bacteriol., 154, 955-964.

Kuznetsov V. D., Filippova S. N., Rybakova A. M., (1984), Mikrobiologia, 53, 251-256.
Bourbonnais R., Paice M. G., (1990), FEBS Lett., 267, 99-102.

Yaropolov A. ., Skorobogatko O. V., Vartanov S. S., Varfolomeyev S. V., (1994), Appl. Biochem. Bio-
technol., 49, 257-280.

de Marco A., Roubelakis-Angelakis K. A., (1997), Phytochemistry, 46, 362-366.

Breen A., Singleton F. L., (1999), Curr. Opin. Biotechnol., 10, 252-258.

Martinez A. T., Speranza M., Ruiz-Duenas F. |., Ferreira P., Camarero S., Guillen F., Martinez M. J.,
Gutierrez A., del Rio J. C., (2005), Int. Microbiol., 8, 195-204.

Eggert C., Temp U., Dean J. F., Eriksson K. E., (1996), FEBS Lett., 391, 144-148.

Bourbonnais R., Paice M. G., (1996), Tappi J., 79, 199-204.

Call H. P., Mucke 1., (1997), J. Biotechnol., 53, 163-202.

Crestini C. L., Argyropoulos D. S., (1998), Bioorg. Med. Chem., 6, 2161-2169.

Kandioller G., Christov L., (2001), Oxidative delignification chemistry fundamentals and catalysis. ACS
Symposium Series, Ed. Argyropoulos D. S., 785, 427-443, Oxford University Press, USA.

Archibald F. S., Bourbonnais R., Jurasek L., Paice M. G., Reid I. D., (1997), J. Biotechnol., 53,
215-236.

Fritz-Langhals E., Kunath B., (1998), Tetrahedron Lett., 39, 5955-5956.

Potthast A. T., Rosenau C. L., Chen C. L., Gratzl J. S., (1996), J. Mol. Catal. A: Chem., 108, 5-9.
Soares G. M. B., Pessoa de Amorim M. T., Costa-Ferreira M., (2001), J. Biotechnol., 89, 123-129.
Schneider P., Pedersen A. H., (1995), PCT world patent WO 95/01/01426.

Rodrigues Couto S., Sanroman M. A., Gubitz G. M., (2005), Chemosphere, 58, 417-422.
Majcherczyk A., Johannes C., (2000), Biochim. Biophys. Acta, 1474, 157-162.

Johannes C. A., Majcherczyk A., Huttermann A., (1996), Appl. Microbiol. Biotechnol., 46, 313-317.
Mougin C., Jolivalt C., Malosse C., Chaplain V., Sigoillot J. C., Asther M., (2002), Polycyclic Aromat.
Compd., 22, 673-688.

Amitai G. R., Adani R., Sod-Moriah G., Rabinovitz I., Vincze A., Leader H., Chefetz B., Leibovitz-Per-
sky L., (1998), FEBS Lett., 438, 195-200.

Gianfreda L., Xu F., Bollag J-M., (1999), Biorem. J., 3, 1-25.

Shiba T., Xiao L., Miyakoshi T., Chen C-L., (2000), J. Mol. Catal. B: Enz., 10, 605-615.

Nicotra S., Intra A., Ottolina G., Riva S., Danieli B., (2004), Tetrahedron: Asymmetry, 15, 2927-2931.
Jonas U., Hammer E., Haupt E. T. K., Schauer F., (2000), Arch. Microbiol., 174, 393-398.
Ciecholewski S., Hammer E., Manda K., Bose G., van Nguyen T. H., Langer P., Schauer F., (2005), Te-
trahedron, 51, 4615-4619.

BIOTECHNOLOGIA 4 (79) 82-94 2007 93



Jolanta Polak, Anna Jarosz-Wilkotazka

46.
47.

48.

49.

50.
51.
52.
53.
54.
55.
56.
57.

58.
59.
60.

61.

62.
63.

64.

65.
66.

67.
68.
69.
70.
71.
72.
73.
74.
75.
76.
77.
78.
79.

94

Intra A., Nicotra S., Riva S., Danieli B., (2005), Adv. Synth. Catal., 347, 973-977.

Uchida H., Fukuda T., Miyamoto H., Kawabata T., Suzuki M., Uwajima T., (2001), Biochem. Bioph.
Res. Commun., 287, 355-358.

Manda K., Hammer E., Mikolasch A., Gordes D., Thurow K., Schauer F., (2006), Amino Acids, 31,
409-419.

Mikolasch A., Hammer E., Jonas U., Popowski K., Stielow A., Schauer F., (2002), Tetrahedron, 58,
7589-7593.

Piltz R., Hammer H., Schauer F., Kragl U., (2003), Appl. Microbiol. Biotechnol., 60, 708-712.
Setti L., Giuliani S., Spinozzi G., Pifferi P. G., (1999), Enzyme Microb. Technol., 25, 285-289.
Baker W. L., Sabapathy K., Vibat M., Lonergan G., (1996), Enzyme Microb. Technol., 18, 90-94.
Zille A., Gornacka B., Rehorek A., Cavaco-Paulo A., (2005), Appl. Environ. Microbiol., 71, 6711-6718.
Tatsumi K., Freyer A., Minard R. D., Bollag J-M., (1994), Environ. Sci. Technol., 28, 210-215.
Tatsumi K., Freyer A., Minard R. D., Bollag J-M., (1994), Soil Biol. Biochem., 26, 735-742.
Nyanhongo G. S., Rodriguez Couto S., Guebitz G. M., (2006), Chemosphere, 64, 359-370.
Dawel G., Kastner M., Michels J., Poppitz W., Gunther W., Fritsche W., (1997), Appl. Environ. Micro-
biol., 63, 2560-2565.

Thiele S., Fernandes E., Bollag J-M., (2002), J. Environ. Qual., 31, 437-444.

Lund M., Ragauskas A. J., (2001), Appl. Microbiol. Biotechnol., 55, 699-703.

Agematu H., Tsuchida T., Kominato K., Shibamoto N., Yoshioka T., Nishida H., Okamoto R., Shin T.,
Murao S., (1993), J. Antibiot., 46, 141-148.

Nicotra S., Cramarossa M. R., Mucci A., Pagnoni U. M., Riva S., Forti L., (2004), Tetrahedron, 60,
595-600.

Mustafa R., Muniglia L., Rovel B., Girardin M., (2005), Food. Res. Int., 38, 995-1000.
Osiadacz J., Al-Adhami A. J. H., Bojraszewska D., Fischer P., Peczynska-Czoch W., (1999), J. Biotech-
nol., 72, 141-149.

Manda K., Hammer E., Mikolasch A., Niedermeyer T., Dec J., Jones A. D., Benesi A. J., Schauer F.,
Bollag J-M., (2005), J. Mol. Catal. B: Enz., 35, 86-92.

Bajpai P., (1999), Biotechnol. Prog., 15, 147-157.

Michniewicz A., Ledakowicz S., Jamroz T., Jarosz-Wilkotazka A., Leonowicz A., (2003), Biotechnolo-
gia, 4, 194-203.

Rodrigues Couto S., Sanroman M. A., (2003), J. Food. Eng., 71, 208-213.

Palmieri G., Cennamo G., Sannia G., (2005), Enzyme Microb. Technol., 36, 17-24.

Rodriguez E., Pickard M. A., Vazquez-Duhalt R., (1999), Curr. Microbiol., 38, 27-32.

Zille A., Tzanov T., Guebitz G. M., Cavaco-Paulo A., (2003), Biotechnol. Lett., 25, 1473-1477.
Minussi R. C., Pastore G. M., Duran N., (2002), Trends Food Sci. Technol., 13, 205-216.
Larsson S., Cassland P., Jonsson L. J., (2001), Appl. Environ. Microbiol., 67, 1163-1170.

Schafer A., Specht M., Hetzheim A., Francke W., Schauer F., (2001), Tetrahedron, 57, 7693-7699.
Conrad L. S., Sponholtz W. R., Berker O., (2000), US patent: US6152966.

Zille A., Munteanu F-D., Gubitz G. M., Cavaco-Paulo A., (2005), J. Mol. Catal. B, 33, 23-28.

Xu F., Salmon S. I., (2000), US patent: US6129769-A1.

Niedermeyer T. H. J., Mikolasch A., Lalk M., (2005), J. Org. Chem., 70, 2002-2008.
Anyanwutaku 1. O., Petroski R. J., Rosazza J. P., (1994), Bioorg. Med. Chem., 2, 543-551.

Hosny M., Rosazza J. P., (2002), J. Agric. Food Chem., 50, 5539-5545.

PRACE PRZEGLADOWE



