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Ivadas

Kasdien susiduriama su daugybe heminiy me-
dziagy, kai kurios i§ jy yra kenksmingos Zzmonéms ir
aplinkai. Kyla vis didesnis susir@ipinimas, kaip tinka-
mai gaminti, naudoti ir pasalinti potencialiai kenks-
mingas sveikatai ir aplinkai medziagas. Namuose
naudojami plovikliai, farmaciniai produktai ar net
biogeniniai hormonai patenka j nutekamuosius van-
denis, o po nuoteky perdirbimo (kuris néra pritaiky-
tas didziajai daliai cheminiy medziagy, ypa¢ sunkiai
degraduojamy) patenka j gamtinius vandenis ir cir-
kuliuoja nattiralioje aplinkoje. Kaip tik dél $ios prie-
zasties §iuo metu plétojami tyrimai, kuriais siekiama
iStirti asmeninio naudojimo produktus, savo sudéty-
je turincius toksiniy, kancerogeniniy ar mutageniniy
medziagy, Siy medziagy jtakg gyvajai aplinkai. Vie-
nas i§ daugelio tankiai apgyvendinty zony nuotekose
gausiai aptinkamy fenoliniy dariniy yra bisfenolis A
[1].

Fenoliniy junginiy daznai randama daugelio
pramongs Saky gamykly nutekamuosiuose vandenyse,
pavyzdziui, medienos, polimery sintez€s pramonéje,
audiniy, dazy gamyboje ir kt. Dauguma fenoliniy jun-
giniy yra toksiski ir priskiriami patvariyjy organiniy
terSaly grupei, pavojingi zmogaus ir gyviiny sveika-
tai. Kai kurie i§ $iy junginiy yra kancerogeniski. D¢l
$iy junginiy patvarumo jy kiekis gamtoje tik didéja ir
greitai gali pasiekti kritines koncentracijas [2].

Yra keli budai fenoliniams junginiams perdirb-
ti ir pasalinti i§ nuoteky: ekstrahavimas, degradacija
mikroorganizmais, adsorbcija ant aktyvuotos anglies,
elektrocheminé oksidacija [3-5]. Sie fenoliniy da-
riniy degradavimo budai yra brangts ir kartais ne-
efektyviis. Daznai po degradacijos susidar¢ junginiai
btina dar toksiskesni. Fenoliniy junginiy degradacija
fermentais — tai efektyvus biidas jiems Salinti. D¢l fer-
menty gausos ir specifiSkumo galima oksiduoti daug
ir jvairiy aromatiniy junginiy [2].

Fermentai—tai makromolekulés, pasizymincios
dideliu specifiSkumu ir efektyvumu katalizuojant bio-
loginiy sistemy reakcijas. Fermentai reikalingi beveik
kiekvienai gyvuosiuose organizmuose vykstanciai
cheminei reakcijai. Tobuléjant biotechnologijoms, vis
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daugiau naujy fermenty yra atrandama, apraSoama ir
pritaikoma jvairiose pramonés Sakose, pavyzdziui,
medicinoje, Zemés tkyje, kasdienio vartojimo prekiy
sektoriuje, biokuro gamyboje, nuoteky valyme ir kt.
Siuo metu sickiama kuo daugiau fermenty i$gauti i§
rekombinantiniy mikroorganizmy. Pramoninéje fer-
menty gamyboje taikomos naujos geny manipuliacijy
technologijos, bandoma pasiekti kuo didesnj fermen-
ty gamybos produktyvuma [6].

Fenoliniy dariniy katalizingje oksidacijoje dau-
giausia naudojamos peroksidazes, iSskirtos i$ auga-
ly (krieny, sojy pupeliy), taciau toks iSskyrimas yra
sunkus ir brangus. Paskutiniu metu besivystancios
geny inzinerijos technologijos sukuria naujy galimy-
biy sintetinti fermentus geny rekombinacijos metodu.
Rekombinantiniai geny produktai (fermentai) yra len-
gviau prieinami ir tokie pat efektyviis kaip jy nere-
kombinantiniai analogai [1].

Siame darbe nustatyta, kad rekombinantiné
Coprinus cinereus peroksidazé (rCiP) oksiduoja bis-
fenolj A (Bis A). Kadangi peroksidazés katalizuoja-
mas Bis A oksidacijos procesas buvo létas, norint jj
pagreitinti naudotas aukSto reaktingumo substratas,
pasiZymintis geromis mediatorinémis savybémis aro-
matiniams N-hidroksi dariniams — tai 3-(10H-fenok-
sazin-10-il) propioniné rugstis (PPA). Pastebéta, kad
PPA greitina Bis A oksidacija. Nustatytos pradinio
oksidacijos reakcijos greicio priklausomybés nuo kie-
kvieno i§ komponenty (Bis A, PPSA ir rPpL). Pasit-
lyta schema, apraSanti Bis A oksidacijos metu vyks-
tancius procesus, apskai¢iuoti kinetiniai parametrai.

Darbo tikslas — rekombinantine Coprinus ci-
nereus peroksidaze (rCiP) katalizuojamos bisfenolio
A oksidacijos, dalyvaujant 3-(10H-fenoksazin-10-il)
propioninei rigsciai (PPA), tyrimas.

Darbo wuZdaviniai: 1) istirti bisfenolio A
oksidacijos pradinio reakcijos greic¢io priklausomybe
nuo fermento, bisfenolio A ir PPA koncentracijy, kai
terpéje néra mediatoriaus ir esant mediatoriui; taip pat
PPA oksidacijos pradinio reakcijos greicio priklauso-
mybeg nuo PPA koncentracijos; 2) atlikti matematinj
bisfenolio A peroksidazinés oksidacijos mechanizmo
modeliavima, nesant ir esant PPA.
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Tyrimo metodai ir skaic¢iavimai

Darbe naudota rekombinatine Coprinus cine-
reus peroksidazé (rCiP), gauta i§ ,,Novoenzymes A/S*
(Danija). Peroksidazés koncentracija nustatyta spek-
trofotometriskai esant 405 nm bangos ilgiui ir nau-
dojant molinés sugerties koeficienta 109 mM'-cm!
[7]. Bisfenolis A (BisA) pagamintas ,, MERCK* (Vo-
kietija), tirpalas paruoStas pagal svorj natrio fosfati-
niame buferiniame tirpale. Fenoksazino darinys PPA
gautas i§ VU buvusio Biochemijos instituto (Lietuva),
tirpalas ruosStas medziagg sveriant ir tirpinant dejoni-
zuotame vandenyje. Natrio dihidrofosfatas pagamin-
tas ,,GIROchem* (Slovénija), natrio hidrofosfatas —
,»Chempur* (Lenkija) produktas. 30 proc. vandenilio
peroksido tirpalas gautas i$ ,,Polskie odczynnki che-
mincze S. A.“ (Lenkija). Vandenilio peroksido kon-
centracija nustatyta spektrofotometriskai, naudojant
39,4 mM"-cm™ molinés sugerties koeficienta, esant
240 nm bangos ilgiui.

Spektrofotometriniai matavimai atlikti kom-
piuterizuotu ,,Evolution 300 spektrofotometru. Ki-
netiniai matavimai atlikti termostatuojamoje 1 cm
skersmens kiuvet¢je, palaikant 25 °C temperattra,
25 mM natrio fosfatiniame buferiniame tirpale pH
7,7 (25 mM natrio dihidrofosfato ir 25 mM natrio hi-
drofosfato komponentai), esant 2,5-22 uM BisA, 100
uM vandenilio peroksido, 5-20 nM rCiP, 0-0,5 uM
PPA. Bisfenolio A oksidacijos reakcijos kinetika fik-
suota esant 276 nm bangos ilgiui. Esant 530 nm ban-
gos ilgio fiksuota PPA oksidacijos reakcijos kinetika.
Reakcija inicijuojama jvedus peroksidazg.

BisA ir PPA katalizinés oksidacijos kinetika
stebéta spekrofotometriskai. Gautos kinetinés krei-
vés normuotos naudojamai BisA ir PPA oksidacijos
produkty koncentracijai ir jy pradinés dalys (50 s) ap-
roksimuotos taikant tiesés lygtj, kurioje tiesés nuolin-
kio kampo tangentas atitinka pradinj reakcijos greitj
(V). Biokatalizinei PPA oksidacijos pradinio reakcijos
greicio priklausomybei nuo PPA koncentracijos ana-
lizuoti ir tariamiems kinetiniams parametryas Vmax
ir Km nustatyti taikyta Michaelis-Menten lygtis. Visi
eksperimentai kartoti 3 kartus (n = 3).

BisA oksidacija rCiP (nesant PPA) galima ap-
raSyti supaprastinta peroksidazes veikimo schema [8]:

rCiP_, + H,0, — rCiP_ + H,0 (k). (1)
tCiP_ +2BisA — rCiP_ +2BisA_+H,0 (k), (2)

¢ia rCiP_, — redukuotas fermentas, rCiPox — oksiduo-
tas fermentas, BisA - oksiduota BisA forma, o k* ,
k‘,, — 1,2 lygciy reakcijy bimolekulinés greicio kons-
tantos.
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Tiriant BisA katalizinés oksidacijos pradinius
reakcijos greicius, dalyvaujant mediatoriui PPA, pa-
stebéta, kad BisA oksidacijos reakcijos greiciai pa-
didéja kelis kartus. Vadinasi, reakcijoje BisA yra
oksiduojamas ne tik aktyvaus fermento, bet ir medi-
atoriaus PPA katijoninio radikalo (PPA°®"). Vykstan-
tiems procesams sililoma supaprastinta schema [8]:

rCiP_, + H,0, > rCiP,_ + H,0 k), 3
rCiP_+2PPA — rCiP_, +2PPA** + H,0 (k,), (4)
rCiP,_ +2BisA — rCiP_ +2BisA_+H,0 (k)), (5)
PPA** + BisA — PPA + BisA_ k), (6)

¢ia k, k, k,, k, — 3, 4, 5, 6 lygCiy reakcijy greicio
bimolekulinés konstantos.

Gauti duomenys apdoroti kompiuterinémis in-
zinerinio modeliavimo programomis Mathcad14 ir
Grafit 3,01.

Tyrimo rezultatai

Esant 25°C temperatiirai, fosfatiniame buferi-
niame tirpale pH 7,7 uzraSyti Bis A sugerties spek-
trai (1 pav.). Skirtingas spektry kitimas rodo, kad kai
mediatoriaus néra, Bis A oksidacija vyksta Ié¢iau (1
pav. 1), jei lyginsime su reakcija, kai mediatorius PPA
dalyvauja (1 pav. 2). Nustatytas sugerties maksimu-
mas ties 276 nm bangos ilgiu, esant tokiam bangos
ilgiui fiksuoti visi BisA oksidacijos produkto kitimo
spektrai.

Esant 25 °C temperatiirai, fosfatiniame buferi-
niame tirpale (pH 7,7) tirta BisA biokatalizinés oksi-
dacijos pradinio reakcijos greicio priklausomybé nuo
fermento rCiP koncentracijos intervale 5-—20 nM (2
pav. A). BisA ir PPA koncentracijos tirpale pastovios
ir atitinkamai lygios 20 uM ir 0,4 uM. Kai tirpale néra
PPA, pradinis reakcijos greitis keiciasi nuo 0,04 uM/s
iki 0,1 uM/s. Tirpale esant PPA, pradinis reakcijos
greitis kinta nuo 80 nM/s iki 0,25 pM/s. BisA oksi-
dacijos pradiniai reakcijos greiciai tiesiskai priklauso
nuo rCiP koncentracijos. Koreliacijos koeficientas (r)
nesant PPA yra 0,9963, o esant PPA — r = 0,9925. ]
reakcijg jvedus PPA, pradinis reakcijos greitis esant
mazoms rCiP koncentracijoms (0-14 nM) padidé-
ja dvigubai, o kai fermento koncentracijos didesnés,
pradinis greitis padidéja 1,5 karto, jei lyginsime su
reakcija, kai tirpale néra PPA.
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1 pav. Bis A oksidacijos produkto sugerties spektro kitimas rCiP katalizuojamos BisA
oksidacijos metu reakcijos miSinyje nesant (1) ir esant PPA (2). Salygos: 20 uM BisA, 100 uM H,0,, 20 nM
rCiP, 0 uM PPA (1), 0,4 uM PPA (2), pH 7,7, temperatira 25 °C. Spektry kitimai registruoti kas 20 s
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2 pav. BisA katalizinés oksidacijos pradinio reakcijos grei¢io priklausomybé nuo rCiP koncentracijos (A) ir nuo

BisA koncentracijos (B). Salygos: pH 7.7, 25 °C, A- 20 uM BisA, 100 uM H

0,4 uM PPA (2); B- 20 nM rCiP, 100 uM H,O

Tirta biokatalizinés BisA oksidacijos pradinio
reakcijos greicio priklausomybé nuo BisA koncentra-
cijos, kai intervalas 2,5-22 uM (2 pav. B). Pradinis
reakcijos greitis nesant PPA kinta nuo 80 nM/s iki
0,14 uM/s. o Tirpale esant PPA, V kinta nuo 40 nM/s
iki 0,25 uM/s. PPA koncentracija tirpale 0,4 uM, rCip
koncentracija — 20 nM. Matome, kad kataliziné BisA
oksidacija naudojant mazas BisA koncentracijas (2,5—
10 uM), tirpale esant PPA, gali vykti nuo 2 iki 5 karty
greiciau, jei lyginsime su reakcija, kurioje PPA neda-
lyvauja. BisA oksidacijos reakcijoje be mediatoriaus
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2-20 nM rCiP, 0 uM PPA (1),

2,5-22 uM BisA, 0 uM PPA (1), 0,4 uM PPA (2).
Eksperimentiniai taskai aproksimuoti taikant stacionariosios kinetikos modelj
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pradinio reakcijos greic¢io priklausomybé nuo BisA
atitinka tieseés lygti (r = 0,9959). IS tiesés nuolinkio
kampo tangento, dalinto i§ dviejy BisA koncentraci-
Jju,, ir buvo apskaiciuota tariamoji bimolekuliné BisA
reaktingumo su rCiP konstanta k., kurios reikSme yra
(1,6 £0,2) - 10° M!s”!. Gauta reik§mé rodo ganétinai
zema BisA reaktingumg su rCiP (apibiidina 5 reakci-
jos procesa).

Nustacius, kad PPA daro jtaka Bis A oksidaci-
jos greiCiui, tirta biokatalizinés Bis A oksidacijos pra-
dinio reakcijos greicio priklausomybé nuo PPA kon-
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centracijos (3 pav. A). Pasirinktos PPA koncentracijos
intervale 0-0,5 uM ir pradinis reakcijos greitis kinta
nuo 0,1 uM/s iki 0,2 uM/s. Matoma tiesiné pradinio

=]
[+

=]
[+

=]
=

Pradinis BisA oksidacijos greitis, pM/fs

(=]

0 0,2 0,4
PPA koncentracija, pM

0,6

Pradinis PPA oksidacijos greitis, pMfs

reakcijos greicio priklausomybé nuo PPA koncentra-
cijos (r =0,9967).

0,04

0,02

20

30 40

PPA koncentracija, pM

3 pav. BisA katalizinés oksidacijos pradinio reakcijos grei¢io priklausomybé nuo PPA koncentracijos (A) ir
PPA katalizinés oksidacijos pradinio reakcijos grei¢io priklausomybé nuo PPA koncentracijos (B). Salygos:

pH 7,7,25 ° C, A: 0-0,5 uM PPA, 100 pM H,O
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20 uM BisA, 20 nM rCiP; B: 2-40 uM PPA, 100 uM H,O,,

10 pM rCiP. Eksperimentiniai taskai aproksimuoti taikant stacionariosios kinetikos modelj (A) ir
Michaelis-Menten modelj (B)

Norint jvertinti PPA reaktinguma su fermentu,
buvo atliktas eksperimentas, kurio metu tirta pradinio
PPA oksidacijos reakcijos greiCio priklausomybé nuo
PPA koncentracijos (3 pav. B). PPA oksidacijos pro-
dukto kitimo spektras stebimas esant 530 nm bangos
ilgiui. Naudota PPA koncentracija intervale 2—40 uM.
Pradinis oksidacijos reakcijos greitis kinta nuo 0,02
uM/s iki 0,06 uM/s. Procesas buvo aprasytas taikant
Michaelis-Menten lygtj, gauti tariamieji kinetiniai pa-
rametrai V. =(7,3+0,2) - 10*M-s"irK = (6,0 =
0,6) 10° M. Remiantis gautais parametrais, taikant
lygtik,=V__/2(K_-[rCiP]), kai rCiP koncentracija
lygi 10 pM, buvo apskaiciuota tariamoji bimolekuliné
PPA reaktingumo su rCiP konstanta k, = (6,1 + 0,3) -
103 M!-s”!, Gauta reik§mé rodo labai aukstg PPA reak-
tinguma su rCiP (charakterizuoja 4 reakcijos procesg).

I§ literattros zinoma, kad BisA gali oksiduo-
ti tokie fermentai kaip krieny peroksidaze [9], ligni-
no peroksidaze [10], lakazé [11], taciau Sie procesai
labai léti. Siame darbe nustatyta, kad rekombinantiné
Coprinus cinereus peroksidaze (rCiP) oksiduoja BisA
irgi létai, t. y. apskaicCiuota tariamoji bimolekuliné
BisA reaktingumo su rCiP konstanta (k,= (1,6 + 0,2)
- 10° Mg rodo tikrai Zemg BisA reaktinguma su
rCiP. Norint pagreitinti BisA oksidacija, mokslin¢je
literatliroje jau gera deSimtj mety tyrinéjami jvairis
mediatoriai: 2,2‘-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sul-
foniné rugstis (ABTS), violuro riigstis (VLA), 1-hi-

39

droksibenzotriazolas (HBT), N-hidroksiftalimidas
(HPT) ir kt. [12]. IS visy Siy minéty mediatoriy ABTS
pasizyméjo geriausiomis mediatorinémis savybémis
laktazes katalizuojamose BisA oksidacijos reakcijose
[11]. Siame darbe buvo naudotas auksto reaktingumo
substratas PPA, pasizymintis labai geromis mediato-
rinémis savybémis tinkanciomis siekiant oksiduoti
aromatinius N-hidroksi darinius [13, 14], taciau pe-
roksidazés katalizuojamuose BisA oksidacijos siner-
getiniuose procesuose dar nebuvo tyrinétos. Savo
charakteristikomis PPA panasus ir netgi lenkia klasi-
kinj mediatoriy ABTS, t. y. abiejy dariniy oksiduotos
formos yra stabilios [15], o redoks potencialas PPA
(0,634 V) mazesnis uz ABTS (0,69 V) [12,14]. Siame
darbe nustatyta tariamoji bimolekuliné PPA reaktin-
gumo su rCiP konstanta (k, = (6,1 £0,3) - 10° M""s™")
irgi rodo labai auksta PPA reaktinguma su rCiP,r turi
didelj privaluma anks¢iau minéty mediatoriy atzvil-
giu.

ISvados

1. Atlikus eksperimentiniy tyrimy analiz¢ ir sumo-
deliavus vykstancius procesus, pastebéta, kad
PPA turi teigiamos jtakos BisA katalizinés oksi-
dacijos pradiniam reakcijos greiciui.

2. PPA padidina BisA oksidacijos reakcijos greitj
apie 25 kartus.
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STUDY OF PEROXIDASE CATALYSED OXIDATION OF BISPHENOL A IN PRESENCE
OF PHENOXASINE DERIVATIVE

R. Ivanec-Goranina, P. Zazerskis

Bisphenol A (Bis A) is notably harmful to human health, so research on its neutralisation is performed. Recombinant
Coprinus cinereus peroxidase (rCiP) very slowly oxidises Bis A, but when 3-(10H-phenoxazin-10-yl) propionic acid (PPA)
is added, oxidation speed increases. Bis A initial oxidation reaction rate dependences on the enzyme, substrate and mediator
concentrations were established. PPA initial oxidation reaction rate dependence on the concentration of the mediator were
established as well. Kinetic scheme for described processes was proposed. Kinetic characteristics were calculated from
directly received data and modelling.
Keywords: peroxidase-catalysed oxidation, bisphenol A, phenoxasine derivative, mediator.
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Santrauka

PEROKSIDAZE KATALIZUOJAMOS BISFENOLIO A OKSIDACIJOS REAKCIJOS,
DALYVAUJANT FENOKSAZINO DARINIUI, TYRIMAS

R. Ivanec-Goranina, P. Zazerskis

Bisfenolis A (Bis A) yra itin kenksmingas zmoniy sveikatai, todél ieskoma biidy, kaip jj neutralizuoti. Rekombinantiné
Coprinus cinereus peroksidazé (rCiP) bisfenolj A oksiduoja 1étai, taciau pridéjus 3-(10H-fenoksazin-10-il) propioninés rugs-
ties (PPA) reakcijos greitis iSauga. Nustatytos Bis A pradinio oksidacijos reakcijos greicio priklausomybés nuo fermento,
substrato, mediatoriaus koncentracijy, iSsiaiskinta, kokia yra PPA pradinio oksidacijos reakcijos greicio priklausomybé nuo
mediatoriaus koncentracijos. Vykstantiems procesams aprasyti pasiiilyta kinetiné schema. I§ tiesiogiai gauty duomeny ir
modeliuojant apskaiciuoti kinetiniai parametrai.

Prasminiai ZodZiai: peroksidaziné oksidacija, bisfenolis A, fenoksazino darinys, mediatorius.
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