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Detekcja zwigzkéw fenolowych z wykorzystaniem membran poliamidowych
z immobilizowang tyrozynaza

Wstep

Wysoka selektywnos¢ enzyméw w stosunku do réznorodnych zwiaz-
kow, wydajnosé i szybko$¢ reakcji biokatalitycznych oraz miniatury-
zacja obszaru reakcyjnego, umozliwiajaca ograniczenie wymaganej
do pomiardéw objgtosci probek sprawia, ze konstrukcja testow diagno-
stycznych opartych na immobilizowanych enzymach stanowi przed-
miot zainteresowania wielu naukowcow. Z uwagi na szeroki potencjat
zastosowan takich testow, biosensory z unieruchomionymi enzymami
sa lub moga by¢ wykorzystywane m.in. w: diagnostyce klinicznej, kon-
troli jakos$ci produktow spozywczych i farmaceutycznych, badaniach
kryminalistycznych lub monitorowaniu poziomu zanieczyszczen w §ro-
dowisku [Shekhovtsova i in., 1997; Kouisni i in., 2009, Martinez i in.,
2010, Jang i in., 2010]. Do konstrukcji biosensoréw czgsto sigga si¢ po
enzymy z klasy oksydoreduktaz, a w szczegdlno$ci po oksydazy, gdyz
ich uzycie nie wymaga obecnosci kofaktorow. Ze wzgledu na szeroka
specyficznos¢ substratowa, w stosunku zaréwno do zwiazkéw monofe-
nolowych, jak i difenolowych (m.in. chlorofenole, aminofenole, krezo-
le, katechole, aminy aromatyczne) duzym zainteresowaniem ciesza si¢
biosensory z immobilizowang tyrozynaza [75ai i in., 2007, Mita i in.,
2007, Kaoutit i in., 2007; Zhao i in., 2009].

Tyrozynaza (oksydaza polifenolowa, PPO, EC 1. 14. 18. 1) jest szero-
ko rozpowszechnionym w naturze enzymem zawierajacym w centrum
aktywnym kationy miedzi. Enzym ten, w obecnosci tlenu, przepro-
wadza dwa typy reakcji: hydroksylacje monofenoli do odpowiednich
o-difenoli (aktywno$¢ monofenolazowa/krezolazowa) oraz utlenianie
difenoli do o-chinonow (aktywnos$¢ difenolazowa/katecholazowa), kto-
re to kolejno, w wyniku nieenzymatycznych reakcji, polimeryzuja do
barwnych produktoéw [Espin i in., 1997, Seetharam i in., 2002].

Glownym celem publikacji jest zbadanie mozliwosci jakosciowej
iilosciowej identyfikacji zwiazkdéw fenolowych znajdujacych si¢ w roz-
tworach wodnych, z wykorzystaniem tyrozynazy immobilizowanej
na membranach poliamidowych (PA). Podstawa detekcji jest sorpcja
barwnych produktow reakcji enzymatycznej na powierzchni materiatu
uzytego do immobilizacji. Tego typu test moze znalez¢ zastosowanie
przy identyfikacji zwiazkow fenolowych m.in. w przemysle farmaceu-
tycznym lub w oczyszczalniach $ciekow.

Materialy i metody

Z poliamidowych membran mikrofiltracyjnych (Sartorius, Germany)
wyecigto krazki o $rednicy 12 mm. Tyrozynazg izolowano i oczyszczano
zgodnie z opracowang wczesniej metodyka [Zynek i in., 2009]. Enzym
(stezenie biatka: 3,7 mg/mL) immobilizowano na membranach poprzez
adsorpcje w pH 7,0, co w trakcie wczesniejszych badan [Labus i in.,
2012] uznano za najbardziej efektywna i tania procedurg unieruchamia-
nia tego biatka. Membrany odmywano kilkukrotnie woda dejonizowa-
na, a nastgpnie 0,1 M buforem fosforanowym o pH 7,0. Po odsaczeniu
buforu dodawano roztwor tyrozynazy o pH 7,0, w ilosci 10 mL. Ca-
o$¢ mieszano okazjonalnie przez 2 h i pozostawiano w 4°C przez 12 h.
Nastgpnie odmywano nadmiar niezwigzanego biatka 0,1 M buforem
fosforanowym o pH 7,0 do momentu uzyskania wartosci absorbancji
eluatu w 280 nm bliskiej zeru. Z eluatu pobierano probke do oznaczenia
stezenia biatka i aktywnoS$ci. Analogiczna procedurg stosowano przy
kolejnych roztworach odmywajacych: 0.1 M buforem fosforanowym
o pH 7,0, zawierajacym 0,5 M NaCl; 0,1 M buforem octanowym o pH
4,5 oraz woda dejonizowa. Krazki z immobilizowang tyrozynaza zosta-
ty zanurzone w 10 mL odpowiednich roztworéw: fenolu, 2-aminofeno-
lu, 4-aminofenolu, 4-chlorofenolu, 4-krezolu, 4-tyrozolu, L-tyrozynie

(zwiazki monofenolowe), oraz w katecholu, 4-fert-butylokatecholu
i L-3,4-dihydroksyfenyloalaniny (L-DOPA) (zwiazki difenolowe).
Wszystkie roztwory sporzadzane byly w stezeniu 5 mM, za wyjatkiem
L-tyrozyny, ktéra, ze wzglgdu na utrudniona rozpuszczalnosc¢, przygo-
towano w stgzeniu 2 mM. Jako rozpuszczalnika uzyto wodg dejonizo-
wana. Membrany z unieruchomionym enzymem inkubowano w tempe-
raturze pokojowej przez 0,5, 5, 15, 30, 60, 120 i 180 minut. W drugiej
czgscei badan wykorzystano L-DOPA i 4-tyrozol w stezeniach 0,5, 1,
3, 5 przez 0,5, 10, 15, 20, 25, 30 i 60 minut. Po odpowiednim czasie
inkubacji obserwowany byt wizualny efekt, w postaci zmiany koloru
membrany. Jako kontrolg krazki z immobilizowang tyrozynaza inkubo-
wano w wodzie dejonizowanej. Powstajace zmiany zabarwienia mem-
bran rejestrowano przy uzyciu aparatu cyfrowego.

Wyniki, oméwienie wynikow

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze zastosowanie
preparatow PA-tyrozynaza powodowalo sorpcje produktow na po-
wierzchni membrany, umozliwiajac detekcje wszystkich badanych
substancji, z wyjatkiem L-tyrozyny i 4-chlorofenolu. Niemniej jednak,
ten test enzymatyczny wykazywat zréznicowana czutos¢ w stosunku do
zastosowanych substratow. Najszybciej efekt wizualny zaobserwowa-
no w obecnosci wodnych roztwordéw 2-aminofenolu, katecholu, 4-tert-
butylokatecholu, fenolu oraz L-DOPA, dla ktorych sorpcja barwnych
produktéw nastgpowata juz po 5 minutach od zanurzenia membran
w roztworze. Natomiast najwigksza intensywnos¢ powstajacego kolo-
ru zaobserwowano dla dwoch pierwszych zwiazkow. Z kolei, w przy-
padku pozostatych substancji — 4-aminofenolu, 4-tyrozolu i 4-krezolu
— pozytywny efekt barwny uwidaczniat si¢ po 15 minutach inkubacji
(Tab. 1, 2). Mozna zatem stwierdzi¢, ze tyrozynaza immobilizowana
adsorpcyjnie na membranie PA moze by¢ wykorzystywana do niespe-
cyficznych testow na obecno$¢ zwiazkow fenolowych w roztworach
wodnych. Dzigki uzyciu tego typu testu, mozna takze okresli¢ rodzaj
zwiazku fenolowego w mieszaninie zawierajacej jeden ze zwiazkow
w nadmiarze.

W dalszej czg$ci badan sprawdzono czuto$¢ zaproponowanej meto-
dy dla dwoch wybranych zwiazkow, z ktorych 4-tyrozol reprezentowat
grupg substratow monofenolowych, a L-DOPA difenolowych. Przy
wyborze obu substratow kierowano si¢ mozliwos$cia ich wykorzystania
w przemysle spozywczym oraz farmaceutycznym. W eksperymentach
przetestowano zaréwno wpltyw stgzenia tych substancji (0,5-5 mM),
jak réwniez czasu inkubacji (0,5-60 min) na intensywnos$¢ powstajacej
barwy. Rozpatrujac zakres mozliwosci detekcji 4-tyrozolu stwierdzono,
ze nasilenie powstajacej barwy w stabym stopniu odzwierciedla obec-
nos¢ tego zwiazku w roznych stezeniach i wydluzenie czasu reakcji nie
powoduje lepszego rozréznienia st¢zenia zwiazku na podstawie barwy
membrany (Tab. 3). Jednakze jest to test szybki, gdyz bardzo wyrazna
zmiana zabarwienia pojawia si¢ juz po 10 min inkubacji.

Rozpatrujac wyniki otrzymane w obecno$ci wodnych roztworéw
L-DOPA stwierdzono, ze intensywnos¢ powstajacej barwy zalezy
w rownej mierze od czasu trwania testu, jak i stezenia zwiazku pod-
dawanego identyfikacji (Tab. 3). Czas 5 minut byl wystarczajacy do
stwierdzenia obecnosci 3,0 i 5,0 mM roztworu L-DOPA, po uptywie
15 min wyrazny efekt barwny obserwowano dla stgzenia 1 mM, a po
20 min dla roztworu 0,5 mM. Na podstawie tych wynikow stwierdzono,
ze membrany poliamidowe ze zwigzana tyrozynaza moga by¢ z powo-
dzeniem wykorzystane do ilosciowej detekcji L-DOPA, a rekomendo-
wany czas testu to 20-25 min.
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Tab. 1 Wplyw czasu inkubacji na sorpcjg barwnych produktow na powierzchni mem-
brany w reakcji substratow monofenolowych i difenolowych z tyrozynaza zwiazana
adsorpcyjnie z membrana PA

Substrat Wizualne zmiany koloru membrany PA podczas inkubacji
L-tyrozyna | Brak zmian
W 5. min pojawia si¢ kolor rozowy, ktorego intensywnos¢
fenol .
wzrasta do 180. min
g | 4-chlorofenol | Brak zmian
5]
) i jawia si 70 i i
£ | 2-aminofenol W 5. min pojawia sig kolor zotty, w 60. min przechodzi
g W pomaranczowy
=]
g W 15. min pojawia sig kolor zottozielony, ktorego
% | 4-aminofenol | intensywnos$¢ wzrasta w czasie i przechodzi w brazowy
& w 180. min
2
N W 15. min pojawia si¢ kolor pomaranczowy, ktorego
4-krezol . P . .
intensywno$¢ nieznacznie wzrasta do 180. min
W 15. min pojawia sig kolor rozowy, ktorego
4-tyrozol . o . .
intensywno$¢ nieznacznie wzrasta do 120. min
% L-DOPA W 5. min pojawia sie kolor szary, ktorego intensywno$¢
= wzrasta do 180. min
=]
5} . . i .
E%‘ Katechol W 5. min p(?J'aw1a si¢ kolor bragpwy, ktorego
g intensywno$¢ wzrasta do 15. min
N
-g 4-tert-butylo- | W 5. min pojawia si¢ kolor pomaranczowy, ktérego
N katechol intensywno$¢ wzrasta do 60. min

Tab. 3. Wplyw czasu inkubacji na sorpcjg barwnych produktow na powierzchni mem-
brany w reakcji substratow monofenolowych i difenolowych z tyrozynaza zwiazana
adsorpcyjnie z membrang PA

Czas inkubacji w obecnosci tyrozynazy immobilizowanej na
: krazkach PA
Stezenie
[mM]

Kontrola g5 5 10 19 20 25 30 60

.

0,5 Y

1,0

4-Tyrozol

3,0

5.0

0.5

1.0

3.0

L-DOPA

5.0

Tab. 2. Wplyw czasu inkubacji na sorpcj¢ barwnych produktow na powierzchni mem-
brany w reakcji substratow monofenolowych i difenolowych z tyrozynaza zwigzang
adsorpcyjnie z membrang PA

Czas inkubacji w obecnosci tyrozynazy
Substrat immobilizowanej na krazkach PA [min]
Eontrola 05 5 15 30 60 120 180
L-Tyrozyna
fenol h (] .
=
=3
E 4-chlorofenol
g 2-aminofenol =
.ﬁ_
‘g 4-aminofenol . ’Q . O .
& 2
i 0 0000000
4-tyrozol h ._ ’
: Loon 00000
L 1000000
£ d-tert- [ o 4‘ ‘ .’
N butylokatechol e J .

Whioski

Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze tyrozynaza immobilizowana
adsorpcyjnie na ptaskich membranach PA moze by¢ wykorzystana do
niespecyficznej detekcji roznorodnych zwiazkow fenolowych w roztwo-
rach wodnych. Natomiast w okreslonych sytuacjach, w ktérych w roz-
tworach wodnych (Sciekach) pojawi¢ si¢ moga jeden czy dwa zwiaz-
ki fenolowe, mozna zastosowaé rowniez detekcje ilociowa. Dobrym
przyktadem moze by¢ proces biotransformacji L-tyrozyny do L-DOPA
gdyz, jak wykazano, reaktywnos$¢ tyrozynazy zwiazanej z membrang
PA byta bardzo niska w obecnos$ci L-tyrozyny, natomiast wizualna de-
tekcja L-DOPA bardzo wyrazna i zalezna od stezenia.
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