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Kinetyka utleniania zwiazkéw fenolowych
z udziatem tyrozynazy natywnej i immobilizowanej

Wstep

Tyrozynaza (oksydaza polifenolowa, PPO, EC 1.14.18.1) jest endo-
gennym enzymem szeroko rozpowszechnionym w $rodowisku natu-
ralnym, ktory w obecnosci tlenu czasteczkowego, katalizuje dwa typy
reakcji: hydroksylowanie monofenoli do o-difenoli oraz utlenianie
o-difenoli do o-chinonéow. Dzigki zdolnosci biokonwersji szerokiej
gamy zwiazkow fenolowych, enzym ten ma rozmaite zastosowania
praktyczne, m.in. moze by¢ wykorzystany do otrzymywania o-difenoli
o wlasciwosciach przeciwutleniajacych (np. hydroksytyrozol), produk-
cji lekow (np. L-3.4-dihydroksy-fenyloalanina; L-DOPA), enzyma-
tycznego sieciowania biopolimerow oraz detekcji lub bezposredniej
biotransformacji mono- i difenolowych pochodnych [Halaouli i inni,
2006]. Gtéwnym ograniczeniem przemyslowego wykorzystania tyro-
zynazy jest znaczaca podatno$¢ natywnej formy tego enzymu na inak-
tywacj¢ termiczna [Zynek i inni, 2010] i tzw. inaktywacje samobdjczq,
wywotana obecno$cia rodnikdéw, chinondéw lub substratow difenolo-
wych [Land i inni, 2007]. Dlatego uwaza sig, ze wzrost stabilnosci oraz
wydtuzenie czasu potowicznego zaniku aktywnosci tego biokatalizato-
ra mozna uzyskaé poprzez jego immobilizacje, co dodatkowo pozwala
wykorzysta¢ go wielokrotnie lub w reaktorach przeptywowych oraz
sterowac i kontrolowa¢ proces z wigksza precyzja [Tischer i Wedekind,
1999].

Dobierajac warunki prowadzenia proceséw z udziatem enzymow
nalezy pamigtac, ze oprocz fizykochemicznych parametrow $rodowi-
ska (tj. temperatura, pH, sila jonowa), bezposredni wptyw na szybkos¢
reakcji ma stgzenie substratu w mieszaninie reakcyjnej oraz obecno$é
innych czynnikow chemicznych (np. inhibitoréw, aktywatorow, stabili-
zatorow). W zwiazku z tym, wydajne wykorzystanie enzyméw wymaga
znajomos$ci wartosci parametrow kinetycznych dla reakcji zachodza-
cych z ich udzialem oraz dobrania odpowiedniego stezenia substratu
do reakcji.

Gloéwnym celem pracy bylo wyznaczenie parametrow kinetycznych
reakcji utleniania wybranych zwiazkow fenolowych przez natywna
tyrozynazg, a nastgpnie pordwnanie wynikow uzyskanych dla natural-
nych substratow tego enzymu — L-tyrozyny i L-DOPA — z wartosciami
otrzymanymi dla immobilizowanego preparatu.

Materialy i metody

Do badan wykorzystano tyrozynazg z pieczarek (Agaricus bisporus)
uzyskang przy uzyciu wczesniej opisanej procedury [Zynek i Bryjak,
2009]. W eksperymentach zastosowano tyrozynazg natywna, 0Czysz-
czong przez dwukrotne wysolenie siarczanem amonu lub immobili-
zowang, otrzymana poprzez kowalencyjne wiazanie tego enzymu do
no$nika celulozowego (DEAE-Granocel) zgodnie z metoda wyselek-
cjonowana podczas wezesniejszych badan [Labus i inni, 2011].

Pomiary kinetyczne wykonano mierzac poczatkowa szybkos¢ reak-
cji w obecnosci réznych stezen wybranych zwiazkow fenolowych. Po-
szczegoblne reakcje prowadzono w pH 7,0, w termostatowanych (30°C)
mieszalnikowych (20 rpm) reaktorach okresowych. W eksperymentach
zastosowano nastgpujace zakresy stgzen substratow: 50-1000 uM dla
L-tyrozyny; 50-2000 uM dla fenolu, 4-chlorofenolu i 4-tyrozolu; 50-
3000 uM dla 4-krezolu; 400-10000 uM dla 2-aminofenolu i 4-amino-
fenolu; 100-5000 uM dla L-DOPA; 100-10000 uM dla katecholu oraz
500-8000 uM dla 4-tert-butylokatecholu. W przypadku L-tyrozyny,
L-DOPA, 4-tert-butylokatecholu oraz 2-aminofenolu w obliczeniach
wykorzystano warto$ci molowych wspotczynnikéw absorpcji dostep-
nych w literaturze [Giurg i inni, 2006, Marin-Zamora i inni, 2007],

natomiast dla pozostatych zwiazkow wartosci wspotczynnikow wyzna-
czono eksperymentalnie, zgodnie z prawem Lamberta-Beera:
A=¢€eCl, (1)
gdzie:
A —absorbancja [-],
& —molowy wspotczynnik absorpcji M em™],
C —stezenie badanego zwiazku [M],
[ —dhugos¢ drogi $wietlnej [cm].
Parametry kinetyczne dla enzymu natywnego i immobilizowa-nego)
wyznaczano metoda regresji nieliniowej (program OriginPro7.5) zgod-
nie z modelem Michaelisa-Menten [Michaelis i Menten , 1913]:

V= kiarEoCs _ Viax Cs s (2)

Ku+Cs Ky+Cs
gdzie:

V —szybkosé reakeji [uM-min™'],

Vyx = kixarEo — maksymalna szybkos$¢ reakcji [uMmin"l],

ky.r— stata szybkosci reakcji [pmol'-min~-mg |,
E, —stgzenie enzymu [mg-L'l],
C—stezenie substratu [uM],
K,,—stata Michaelisa [uM].

W celu weryfikacji poprawnosci otrzymywanych wynikow, dla kaz-
dego testowanego substratu wykonano dwie niezalezne serie ekspery-
mentow w obecno$ci roznych stezen enzymu. Wartosci wyliczonych
parametrow podano jako srednig arytmetyczna z dwoch serii pomia-
TOW.

Celem oszacowania mozliwoSci wystapienia oporéw dyfuzyjnych
w uktadach reakcyjnych z immobilizowana tyrozynaza, zastosowano
kryterium temperaturowe. W badaniach wykorzystano 1 mM L-DOPA
jako substrat i wykonano pomiary poczatkowej szybkosci reakcji w 16z-
nych temperaturach, wylaczajac wyniki wskazujace na inaktywacjg ter-
miczna biatka. Wyniki otrzymane dla enzymu natywnego i immobilizo-
wanego przedstawiono graficznie, wykorzystujac rownanie Arrheniusa
[Brauner i Shacham, 1997]:

1

(@) =-Z2L+ 1n ) 3)

gdzie:

a —aktywno$¢ wzgledna [-],

A —czynnik przedwyktadniczy [-],

E,—energia aktywacji [J -mol™],

R —stala gazowa [J-mol K ™'],

T —temperatura [K],
ina tej podstawie wyznaczono energig¢ aktywacji procesu.

Wyniki i ich oméwienie
Wydajne wykorzystanie enzyméw wymaga wiedzy na temat kine-

tycznego przebiegu reakcji prowadzonych z ich udziatem oraz dobra-
nia odpowiedniego stgzenia substratu do procesu. Dlatego w pierwszej
kolejnosci wyznaczono wartosci parametréw kinetycznych utleniania
wybranych zwiazkéw fenolowych w obecno$ci natywnej tyrozynazy.
Na podstawie uzyskanych wynikow (Tab. 1) stwierdzono, ze sposrod
zwiazkéw monofenolowych badany enzym posiadat najwigksze po-
winowactwo do 4-chlorofenolu, 4-tyrozolu oraz L-tyrozyny. Niemniej
jednak, podczas enzymatycznej konwersji L-tyrozyny i 4-tyrozolu,
szybkos¢ katalizy (opisywana przez stala szybkosci reakcji ky,;) byta
odpowiednio 5,4 i 5,8-krotnie wyzsza w porownaniu z 4-chlorofeno-
lem. Z kolei najnizsze powinowactwo enzym wykazywal wzgledem



Prosimy cytowac jako: Inz. Ap. Chem. 2012, 51, 4, 145-147

str. 146

INZYNIERIA I APARATURA CHEMICZNA

Nr 4/2012

aminofenoli. Jednakze w przypadku 2-aminofenolu, stata szybkosci re-
akcji (kg,r) byta najwyzsza z catej grupy testowanych zwiazkoéw mono-
fenolowych. Natomiast, biorac pod uwage wybrane difenole, uzyskane
wartosci K, wzgledem katecholu i 4-tert-butylokatecholu byty okoto 4
i7 razy wyzsze w porownaniu z L-DOPA (Tab. 1). Nalezy jednak zazna-
czy¢, ze w przypadku 4-tert-butylokatecholu uzyskano najwyzsza war-
tos¢ statej szybkosci biotransformacji sposrod wszystkich testowanych
zwiazkow; ~33 pmol'min”'mg”. Z kolei rozpatrujac wartosci kg /Ky,
najwigkszej efektywnosci dziatania enzymu w niskich st¢zeniach sub-
stratu, przewidywanych pod koniec procesu w reaktorze okresowym,
oczekiwano w przypadku stosowania 4-fert-butylokatecholu i L-DOPA,
a dla katecholu okoto 3-krotnie wolniejszej katalizy. Natomiast sposrod
zwiazkéw monofenolowych najlepszymi substratami dla tyrozynazy
okazaly sig: L-tyrozyna, 4-krezol oraz 4-tyrozol.

Tab. 1. Porownanie usrednionych wartosci parametrow kinetycznych reakceji
utleniania wybranych zwiazkow fenolowych, katalizowanych z udziatem natywnej

tyrozynazy
Substrat [fﬁ] [pmolT];[?:lT']'mg'l] [L-rﬁsiri"[i‘;g'l] [mcffl]
Zwiazki monofenolowe
L-tyrozyna 135 0,284 2,102:10° 1,0
fenol 220 0,296 1,345-10° 4,0
4-chlorofenol 117 0,045 O,386~10’3 2,0
2-aminofenol 2586 1,449 0,560'10'3 10
4-aminofenol 1701 0,658 O,372~10’3 10
4-krezol 220 0,497 2,257-10° 5,0
4-tyrozol 128 0,288 2254107 2,5
Zwiazki difenolowe

L-DOPA 267 4,65 17,429-107 1,0
katechol 1111 6,334 5,701-10° 20
4-tert-butylokatechol 1968 32,73 16,631-10° 8,0

Nastgpnym, niezmiernie istotnym zagadnieniem, zwigzanym z prak-
tycznym zastosowaniem biokatalizatorow, jest odpowiedni dobor stgze-
nia substratu, wykorzystywanego w procesach enzymatycznych. Naj-
korzystniejszym rozwiazaniem jest kataliza w warunkach catkowitego
wysycenia enzymu substratem. Zgodnie z powszechnie obowiazujaca
regula, aby osiagnac stan, w ktorym szybkos¢ katalizowanej reakcji jest
najwigksza, poczatkowe stgzenie substratu musi by¢ duzo wyzsze od
statej Michaelisa (K,;). Przyjmuje sig, ze stezenie substratu, przy kto-
rym szybko$¢ reakcji odpowiada w przyblizeniu 95% wartosci V) x
wynosi okoto 20K, Niemniej jednak, czynnikiem ograniczajacym
wykorzystanie tej reguly w praktyce jest najczesciej limit rozpuszczal-
nosci stosowanych substratow, a w tym przypadku pochodnych fenolo-
wych. W ramach prezentowanej pracy, na podstawie wartosci statych
Ky, uzyskanych w trakcie pomiaréw kinetycznych, dobrano st¢zenia
poszczegdlnych substratow, ktore powinny by¢ stosowane w procesach
biotransformacji. Dla 5 testowanych zwiazkow (fenol, 4-chlorofenol,
4-krezol, 4-tyrozol, katechol) wybrane stgzenia Cg (Tab. 1). spelniaty
powyzszy warunek. Natomiast w przypadku pozostatych substratow
wynosily: ~ 4K, dla 2-aminofenolu, L-DOPA 1 4-tert-butylokatecho-
Iu (~0,8Vyax), 5,5Ky; dla 4-aminofenolu (~0,85V,,,y) oraz 7,4K,, dla
L-tyrozyny (~0,9V,,.x), co jest wynikiem ograniczonej rozpuszczalno-
Sci zwiazkow w roztworach wodnych.

Podsumowujac ten etap badan stwierdzono, ze tyrozynaza w for-
mie natywnej jest efektywnym biokatalizatorem konwersji wszystkich
przetestowanych pochodnych fenolowych. Nalezy jednak zaznaczyé,
ze obserwowana szybko$¢ reakcji jest znacznie wigksza w obecnosci
difenoli, a jedyny wyjatek od tej reguty stanowi 2-aminofenol. Nato-
miast rozwazajac mozliwosci zastosowania enzymu w konkretnych bio-
transformacjach nalezy podkresli¢, ze z praktycznego punktu widzenia,
najbardziej interesujacymi substratami sa 4-tyrozol i L-tyrozyna, ktore
moga by¢ wykorzystane odpowiednio do produkcji 4-hydroksytyrozolu
(zwiazku o silnych wlasciwosciach przeciwutleniajacych [Espin i inni,
2001]) oraz L-DOPA (leku stosowanego w terapii choroby Parkinsona
i chorob serca [Tuncagil i inni 2009]).

Jak juz wspomniano we wstgpie, gldownym ograniczeniem w prze-
myslowym wykorzystaniu tyrozynazy w formie natywnej jest przede
wszystkim jej niska stabilno$¢ termiczna oraz podatno$¢ na tzw. in-
aktywacje samobdjczq. Dlatego, zgodnie z wezes$niejszymi badaniami
[Labus i inni, 2011], efektywne wykorzystanie wlasciwosci tego enzy-
mu wymaga jego immobilizacji poprzez kowalencyjne zwiazanie z no-
$nikiem celulozowym typu DEAE-Granocel, co spowodowalo wzrost
zaréwno pH- i termostabilnosci jak i zwigkszenie odpornosci na inak-
tywacj¢ samobdjcza.

W zwiazku z powyzszym, w nastgpnym etapie badan, skupiono si¢ na
wyznaczeniu parametréw kKinetycznych biotransformacji prowadzonych
w obecno$ci naturalnych substratow tyrozynazy (L-tyrozyny i L-DOPA)
z wykorzystaniem enzymu immobilizowanego oraz na poréwnaniu uzy-
skanych wartosci z wynikami otrzymanymi dla natywnej formy tego en-
zymu. Przykltadowe wyniki modelowania zaleznosci szybkosci reakcji
od poczatkowego stgzenia substratu z udzialem obu form tyrozynazy,
przy tym samym stgzeniu biatka, przedstawiono na rys. 1.
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Rys. 1. Przyktadowe wyniki uzyskane podczas wyznaczania parametrow kinetycz-
nych dla tyrozynazy natywnej (0) oraz immobilizowanej (@) w obecnosci L-DOPA
jako substratu; (o, @) — punkty eksperymentalne; linie modelowe otrzymano stosujac
warto$ci parametrow zamieszczone w tab. 2 dla stezenia enzymu 7,15 pgrmL’

0 1000 5000

Przed omowieniem uzyskanych wynikow nalezy zaznaczy¢, ze
w przypadku immobilizowanego preparatu, z uwagi na heterogeniczny
typ biokatalizy, w kinetycznym opisie reakcji nalezy uwzgledni¢ nie
tylko wplyw stezenia substratu na szybkos¢ reakcji, lecz rowniez obec-
nos¢ oporow reakeji, ktore powoduja, ze wartos¢ statej szybkosci reak-
cji (kgqr) jest wypadkowa rzeczywistej szybkosci reakcji oraz oporow
dyfuzyjnych, co prowadzi do jej obnizenia. Z kolei na stata Michaelisa
(K,,), oprocz rzeczywistego powinowactwa enzymu do substratu, wpty-
waja rowniez efekty zréznicowanej dystrybucji reagentdéw w poblizu
no$nika, wywotane dyfuzja oraz wspotczynnikami podziatu i powodu-
jace zwykle wzrost wartosci tej statej. W zwiazku z tym, w wigkszos$ci
przypadkow heterogenicznej katalizy enzymatycznej nie wyznacza si¢
rzeczywistych wartosci kg, 1 K, a jedynie wartosci wypadkowe, wyni-
kajace z kinetyki i oporow reakcji, tzw. pozorne (apparent) lub efektyw-
ne (effective) parametry kinetyczne [Martinek i Mozhaev, 1985].

Na podstawie uzyskanych wartosci pozornych statych K, dla tyro-
zynazy immobilizowanej (Tab. 2) stwierdzono, ze enzym ten wykazuje
wyzsze powinowactwo do L-tyrozyny, jednak pozorna stata szybkosci
reakcji jest znaczaco wyzsza w reakcji z L-DOPA (kg,r). W efekceie,
iloraz ky,;/K,,, odzwierciedlajacy efektywnos¢ katalizy w niskich steze-
niach substratu, jest 4-krotnie wigkszy dla reakcji z L-DOPA.

Tab. 2. Porownanie usrednionych wartosci parametrow kinetycznych reakcji utlenia-
nia L-Tyrozyny i L-DOPA z udziatem tyrozynazy natywnej i im mobilizowanej

Subsirat [m] [umomﬁ}n"-mg"] [L-rﬁsiri"[-(;‘rllg"]
Enzym immobilizowany'
L-tyrozyna 176 0,137 0,77810°
L-DOPA 924 2,85 3,08410°
Enzym natywny2
L-tyrozyna 135 0,284 2,102°1 0’
L-DOPA 267 4,650 17,429°10°

" dla enzymu immobilizowanego wyznaczono pozorne wartosci parametrow
% dane dla enzymu natywnego (zaznaczone kursywa) pochodza z tab. 1.
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Z kolei poréwnujac wyniki uzyskane dla tyrozynazy natywnej i im-
mobilizowanej (Tab. 2) zaobserwowano ponad trzykrotny spadek po-
winowactwa enzym-substrat w przypadku L-DOPA i tyrozynazy zwia-
zanej, podczas gdy pozorna stata K, dla L-tyrozyny ulegla zaledwie
30% wzrostowi po immobilizacji enzymu. Poniewaz, tak jak wczesniej
wspominano, na warto$§¢ pozornej statej K, wplywaja zarowno opory
dyfuzyjne jak i wspotczynniki podziatu reagentdéw w warstwie przy-
nosnikowej, trudno jednoznacznie wskazaé przyczyng obserwowanych
zmian. Jednak, zaktadajac dominacjg oporow dyfuzyjnych, powinno si¢
obserwowac ilosciowo zblizone réznice w przypadku obu substratow.
Zatem przypuszczalng przyczyng niewielkiego (L-tyrozyna) i znacza-
cego (L-DOPA) wzrostu pozornej stalej K, nalezy upatrywac raczej
w wigkszej sile oddziatywan no$nik-reagenty w przypadku stosowania
substratu difenolowego, co powoduje zmiang rzeczywistego stgzenia
substratu w mikrootoczeniu enzymu.

W dalszej kolejnosci, dla obu form enzymu, wyznaczono zalezno$é
szybkosci reakcji utleniania L-DOPA od temperatury, wynikajaca z row-
nania Arrheniusa (3) [Brauner i Shacham, 1997]. Na podstawie uzyska-
nych wynikow zaobserwowano (Rys. 2), ze w przypadku immobilizo-
wanej tyrozynazy energia aktywacji (£,) niezbgdna do zainicjowania
biokonwersji L-DOPA wynosi 35,6 kI'mol™ i jest 1,7 razy wyzsza od
warto$ci uzyskanej dla natywnej formy tego enzymu. Otrzymane wyni-
ki potwierdzaja pojawienie si¢ dodatkowych oporow reakcji w przypad-
ku zastosowania enzymu immobilizowanego (zmiana kata nachylenia
prostej), jak i usztywnienie konformacji biatka zwiazanego kowalencyj-
nie z powierzchnia nosnika (wigksza wartos¢ energii aktywacji).

0,1

0010 325 033 0,00345 0,00355
< 0.3
=4
O
-0,5
0,7
T1[K"]

Rys. 2. Wykres Arrheniusa zalezno$ci aktywnosci (a) od temperatury dla tyrozynazy
natywnej (©) oraz immobilizowane;j (®). Aktywnos$¢ mierzono wzgledem L-DOPA

Podsumowujac ten etap badan stwierdzono, ze wykorzystanie im-
mobilizowanego preparatu tyrozynazy do biokonwersji L-tyrozyny
i L-DOPA wiaze si¢ z wystgpowaniem zaréwno oporow dyfuzyjnych
jak i oddziatywan no$nik-reagenty w trakcie katalizowanych reakcji,
co widocznie wpltywa na warto$ci uzyskiwanych pozornych parame-
trow kinetycznych (K, kx,7). Spadek powinowactwa enzym-substrat
dla zwiazanego enzymu obserwowano przede wszystkim w przypadku
L-DOPA, jako substratu. Natomiast dla L-tyrozyny zjawisko to byto
znacznie mniej zauwazalne.

Podsumowanie i wnioski

Glownym celem pracy bylo wyznaczenie wartosci parametréw Ki-
netycznych réwnan opisujacych utlenianie wybranych zwiazkow feno-
lowych w obecno$ci natywnej tyrozynazy oraz poréwnanie wynikow
uzyskanych dla naturalnych substratow tego enzymu — L-tyrozyny
i L-DOPA — z warto$ciami otrzymanymi dla immobilizowanego prepa-
ratu tyrozynazy.

Na podstawie przeprowadzonych badan wyznaczono wartosci 2 pod-
stawowych parametrow kinetycznych reakcji utleniania wybranych
pochodnych mono- i difenolowych i zgodnie z uzyskanymi wynika-
mi stwierdzono, ze enzym natywny jest efektywnym biokatalizatorem
utleniania wszystkich przetestowanych zwiazkéw, niemniej jednak
wsrdd substratow monofenolowych wykazuje najwigksze powinowac-
two do 4-chlorofenolu, 4-tyrozolu i L-tyrozyny, a sposrod difenoli do
L-DOPA.

Majac na uwadze fakt, ze do efektywnego wykorzystania tyrozynazy
niezbedna jest jej immobilizacja, w kolejnym etapie badan wyznaczono
wartos$ci pozornych parametréw kinetycznych dla L-tyrozyny i L-DOPA
w reakcji prowadzonej w obecnosci enzymu zwiazanego z nos$nikiem,
ktore nastgpnie pordwnano z wartosciami uzyskanymi dla natywnego
biokatalizatora.

Zgodnie z otrzymanymi rezultatami stwierdzono, ze w obecnosci
L-DOPA immobilizowany preparat tyrozynazy charakteryzuje si¢ po-
nad 3-krotnym spadkiem powinowactwa enzym-substrat w poréwnaniu
z enzymem natywnym, podczas gdy w przypadku L-tyrozyny powi-
nowactwo ulegato jedynie 1,3-krotnemu spadkowi. Uznano, zZe jest to
mieszany efekt wystgpowania opordw dyfuzyjnych oraz oddziatywan
poszczegdlnych reagentow z powierzchnia nosnika, co dodatkowo po-
twierdzaja wyniki otrzymane podczas badania wplywu temperatury na
szybko$¢ reakcji.

Natomiast istotng informacja jest zanotowanie jedynie trzykrotnego
spadku efektywnosci procesu hydroksylacji L-tyrozyny do L-DOPA
z udzialem enzymu immobilizowanego, podczas gdy dalsze utlenianie
L-DOPA ulegto spowolnieniu 5,6 razy.

Poniewaz etap hydroksylacji prowadzi do otrzymywania znanego
leku, a jego dalsze utlenianie obniza wydajno$¢ reakcji, obserwowane
zjawisko nalezy uznac¢ za procesowo korzystne.
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