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Fotografi af svampen Marasmius rotula der producerer
peroxygenase som led i sin katabolisme (© Dr. R. Ullrich,
Internationales Hochschulinstitut, Zittau).
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Helt unikke enzymer fundet i svampe dbner nye
muligheder for den kemiske og farmaceutiske industri.

Af Lars H. @stergaard og Lisbeth Kalum, Novozymes A/S

En helt ny klasse af enzymer kan indsette hydroxylgrupper
pé en reekke forskellige aromatiske, alifatiske og heterocykli-
ske forbindelser ved tilsetning af enzym og hydrogenpero-
xid. Denne klasse af oxiderende enzymer giver en raekke nye
anvendelsesmuligheder og kan eksempelvis anvendes indenfor
biokatalyse eller ved produktion og udvikling af lseegemidler.

Oxiderende enzymer

En del kommercielt tilgeengelige industrielle enzymer falder i
klassen af oxiderende enzymer, altsa enzymer der er i stand til
at katalysere en oxidation af et substrat.

Oxiderende enzymer kan inddeles efter, hvorvidt de anvender
dioxygen eller hydrogenperoxid som oxidationsmiddel og yder-
ligere efter, om oxygen indsattes i substratet (figur 1, side 18).

Oxidaser reagerer med dioxygen, som reduceres til hydrogen-
peroxid eller helt til vand. Oxygenaser anvender ogsa dioxygen,
men indsetter oxygen i substratet. Tilsvarende kan oxiderende
enzymer, der benytter hydrogenperoxid som oxidationsmiddel,
inddeles i peroxidaser og peroxygenaser:

Peroxidase

2ROH + H,0, 2RO’ + 2H,0

Peroxygenase
—_—

RH + H,0, ROH + H,0

Tidligere har peroxygenaseaktivitet kun veeret rapporteret
som en del af helt specifikke enzymsystemer i f.eks. planter,
men for nylig blev en helt ny gruppe af enzymer med peroxy-
genaseaktivitet isoleret fra svampe [1]). Disse peroxygenaser
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Faktaboks. Heem - en enzymatisk cofaktor

Den kemiske struktur af hcem

- Bestdr af et jern atom bundet i centrum af et organisk
molekyle kaldet porphorin.

- Hoem har b&de hydrofobe og hydrofile egenskaber,
der ggr det i stand til at binde fil proteiner.

- Jern-ionen er koordineret af fire N-atomer, men

kan binde yderligere fo ligander (f.eks. O, som i
haemoglobin).

- Cofaktoren kan ogsé veksle mellem fle e oxidationstrin
(+2, +3 and +4), hvilket muligger overfgrsel af elektroner
og katalyse af redox-reaktioner.
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Figur 1. Oversigt over oxiderende enzymer og deres industrielle anvendelser.

katalyserer hydroxylering og epoxidering af en meget bred vifte
af substrater: Aromatisk hydroxylering af eksempelvis benzen
eller naphthalen, hydroxylering af alifatiske forbindelser sésom
heptan, epoxidering af eksempelvis styren og oxidation af hete-
rocykliske forbindelser som dibenzothiophen og pyridin (figur
2). Denne nye gruppe af peroxygenaser har derfor faet navnet
"uspecifik peroxygenase”.

Tilsvarende bred substratspecificitet er ellers kun kendt fra
cytochrom P450-systemer, som findes bundet i membraner i
levende celler. De fungale peroxygenaser er derimod extra-
cellulere enzymer, hvilket muligger industriel produktion.
Inkorporering af oxygen i substraterne betyder, at de far &ndret
egenskaber, som f.eks. vandoplgselighed, reaktivitet og bioned-
brydelighed, og &bner samtidig for en reekke anvendelsesmulig-
heder bl.a. indenfor biokatalyse.

Cofaktorer er hemmeligheden

De oxiderende enzymers aktivitet er afhaengig af cofaktorer, en
forbindelse som er i stand til at modtage og afgive elektroner.
En cofaktor sidder bundet til enzymet og er enten en organisk
forbindelse, sasom ham, eller en uorganisk forbindelse, sésom

GEMU 800 serie

metal-ioner. Jern er den mest udbredte metal-ion hos oxide-
rende enzymer, mens kobber, mangan og molybdan er mindre
anvendt [2].

Et af de vigtigste molekyler for liv er haem. De fleste kender
til molekylet i kraft af proteinet heemoglobin, der transporterer
dioxygen fra lungerne til andre organer og veev i kroppen. Det
er heem-molekylet, der giver heemoglobin dets unikke oxygen-
bindende egenskaber. Men ham er altsd ogsa en vigtig cofaktor
i en rekke andre nggle-proteiner og enzymer: Hemoglobin og
myoglobin transporterer og opbevarer dioxygen, cytochromer
og oxidoreduktaser understgtter den celluleere energiproduktion
og biosyntese, cytochrom P450%ere er vigtige for metabolisme
af legemidler og syntese af endogene forbindelser sasom ste-
roider. Endelig findes heem som cofaktor i en reekke industrielle
enzymer, herunder peroxidaser (figur 3, side 20), katalaser og
den nye peroxygenase.

Kommercielle anvendelser

De i dag kommercielt tilgaengelige oxiderende enzymer anven-
des indenfor en reekke forskellige industrier [3]. Oxidaser an-
vendes saledes indenfor bageindustrien, hvor glukose oxidaser
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Figur 2. Oversigt over peroxygenase reaktioner.
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Figur 3. Reproesentation af krystalstrukturen af kloroperoxidasen (svampe peroxygenasens ncermeste kendte slcegtning) med hcem

bundet som cofaktor.

oxiderer glukose under frigivelse af hydrogenperoxid, som gger
krydsbindingerne i gluten. Kombinationen af en oxidase og en
peroxidase findes i visse tandpasta, hvor den af oxidasen dan-
nede peroxid dels virker blegende og dels indgar i et naturligt
antibakterielt system sammen med peroxidasen [4]. Peroxidaser
og katalaser anvendes ligeledes indenfor tekstilindustrien, hvor
de benyttes til fjernelse af overskudsfarve og peroxid. Endelig
benytter tekstilindustrien ogsa oxidaser til blegning af farven
indigo i produktionen af denim.

Potentiel industriel anvendelse af peroxygenaser
Peroxygenaser kan selektivt hydroxylere komplekse substrater,
hvilket ellers er en stor udfordring i organisk syntese. Derfor
er anvendelse indenfor biokatalyse en spaendende mulighed. |
dag anvendes biokatalyse i farmaindustrien i forbindelse med
produktion og udvikling af nye leegemidler, men kun i mindre
omfang i produktion af fin- og bulkkemikalier. Under udvikling
af nye leegemidler skal man undersgge, hvordan disse omszttes
i kroppen. Her kan en peroxygenase anvendes til at simulere den
omdannelse af leegemidler som cytochrom P450 normalt kataly-
serer i leveren. To eksempler pd hydroxylering af leegemidler er
alkyl hydroxylering [5] af ibuprofen og aromatisk hydroxylering
af dichlofenac (figur 4).

Phenol er blandt de 25 vigtigste kemiske produkter i verden
med en arlig produktion pd omkring 9 mio. tons. Phenol frem-
stilles industrielt primaert ved “cumen processen”. Benzen reage-

rer med propylen (alkylering ved 30 atm og 180-250°C), herefter
oxideres det dannede cumen til cumen hydroperoxid som efter
sur hydrolyse frigives som phenol og acetone.

Peroxygenaser kan overfgre oxygen fra peroxid direkte til
benzen, hvorved phenol kan fremstilles under milde betingelser
med vand som biprodukt.

Anvendelse af peroxygenaser til biokatalyse giver en reekke
fordele: Idet enzymerne er selektive kan man ofte reducere synte-
sevejen og undga besveerlig beskyttelsesgruppekemi. Der dannes
feerre biprodukter, og man kan opna hgjere udbytter [6]. Endvi-
dere foregar reaktionerne under milde betingelser, saledes at man
opnar en miljgmaessig fordel og kan reducere energiforbruget. At
anvende peroxygenaser uden for deres naturlige vandige miljg
byder dog ogsa pa en raekke procesmaessige udfordringer. Der
stilles store krav til stabilitet overfor solvent, som ofte tilsattes
for at gge substrattilgeengeligheden. Desuden forbruges hydro-
genperoxid i stekiometriske mangder i forhold til substratet. Da
hgje koncentrationer af hydrogenperoxid deaktiverer enzymet
bar peroxid i de tilfeelde tilsattes lgbende under reaktionen.

Tillige vil anvendelser indenfor bioremediering veere af inter-
esse da peroxygenaser kan oxidere en reekke miljgfremmede
stoffer som f.eks. polyaromatiske hydrocarboner, og herved gge
bionedbrydeligheden.
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Figur 4. Eksempler pé& peroxygenase katalyseret hydroxylering af lcegemidler: Alkyl hydroxylering af ibuprofen (A) og aromatisk hydroxy-

lering af dichlofenac (B).
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