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Kinetyka utleniania związków fenolowych 
z udziałem tyrozynazy natywnej i immobilizowanej

Wstęp
Tyrozynaza (oksydaza polifenolowa, PPO, EC 1.14.18.1) jest endo-

gennym enzymem szeroko rozpowszechnionym w środowisku natu-
ralnym, który w obecności tlenu cząsteczkowego, katalizuje dwa typy 
reakcji: hydroksylowanie monofenoli do o-difenoli oraz utlenianie 
o-difenoli do o-chinonów. Dzięki zdolności biokonwersji szerokiej 
gamy związków fenolowych, enzym ten ma rozmaite zastosowania 
praktyczne, m.in. może być wykorzystany do otrzymywania o-difenoli 
o właściwościach przeciwutleniających (np. hydroksytyrozol), produk-
cji leków (np. L-3,4-dihydroksy-fenyloalanina; L-DOPA), enzyma-
tycznego sieciowania biopolimerów oraz detekcji lub bezpośredniej 
biotransformacji mono- i difenolowych pochodnych [Halaouli i inni, 
2006]. Głównym ograniczeniem przemysłowego wykorzystania tyro-
zynazy jest znacząca podatność natywnej formy tego enzymu na inak-
tywację termiczną [Zynek  i inni, 2010] i tzw. inaktywację samobójczą, 
wywołaną obecnością rodników, chinonów lub substratów difenolo-
wych [Land i inni, 2007]. Dlatego uważa się, że wzrost stabilności oraz 
wydłużenie czasu połowicznego zaniku aktywności tego biokatalizato-
ra można uzyskać poprzez jego immobilizację, co dodatkowo pozwala 
wykorzystać go wielokrotnie lub w reaktorach przepływowych oraz 
sterować i kontrolować proces z większą precyzją [Tischer i Wedekind,  
1999].

Dobierając warunki prowadzenia procesów z udziałem enzymów 
należy pamiętać, że oprócz fi zykochemicznych parametrów środowi-
ska (tj. temperatura, pH, siła jonowa), bezpośredni wpływ na szybkość 
reakcji ma stężenie substratu w mieszaninie reakcyjnej oraz  obecność 
innych czynników chemicznych (np. inhibitorów, aktywatorów, stabili-
zatorów). W związku z tym, wydajne wykorzystanie enzymów wymaga 
znajomości wartości parametrów kinetycznych dla reakcji zachodzą-
cych z ich udziałem oraz dobrania odpowiedniego stężenia substratu 
do reakcji.

Głównym celem pracy było wyznaczenie parametrów kinetycznych 
reakcji utleniania wybranych związków fenolowych przez natywną 
tyrozynazę, a następnie porównanie wyników uzyskanych dla natural-
nych substratów tego enzymu – L-tyrozyny i L-DOPA – z wartościami 
otrzymanymi dla immobilizowanego preparatu.

Materiały i metody
Do badań wykorzystano tyrozynazę z pieczarek (Agaricus bisporus) 

uzyskaną przy użyciu wcześniej opisanej procedury [Zynek i Bryjak, 
2009]. W eksperymentach zastosowano tyrozynazę natywną, oczysz-
czoną przez dwukrotne wysolenie siarczanem amonu lub immobili-
zowaną, otrzymaną poprzez kowalencyjne wiązanie tego enzymu do 
nośnika celulozowego (DEAE-Granocel) zgodnie z metodą wyselek-
cjonowaną podczas wcześniejszych badań [Labus i inni, 2011].

Pomiary kinetyczne wykonano mierząc początkową szybkość reak-
cji w obecności różnych stężeń wybranych związków fenolowych. Po-
szczególne reakcje prowadzono w pH 7,0, w termostatowanych (30°C) 
mieszalnikowych (20 rpm) reaktorach okresowych. W eksperymentach 
zastosowano następujące zakresy stężeń substratów: 50-1000 μM dla 
L-tyrozyny; 50-2000 μM dla fenolu, 4-chlorofenolu i 4-tyrozolu; 50-
3000 μM dla 4-krezolu; 400-10000 μM dla 2-aminofenolu i 4-amino-
fenolu; 100-5000 μM dla L-DOPA; 100-10000 μM dla katecholu oraz 
500-8000 μM dla 4-tert-butylokatecholu. W przypadku L-tyrozyny, 
L-DOPA, 4-tert-butylokatecholu oraz 2-aminofenolu w obliczeniach 
wykorzystano wartości molowych współczynników absorpcji dostęp-
nych w literaturze [Giurg i inni, 2006; Marin-Zamora i inni, 2007], 

natomiast dla pozostałych związków wartości współczynników wyzna-
czono eksperymentalnie, zgodnie z prawem Lamberta-Beera:

 A C lf= , (1)
gdzie: 
 A – absorbancja [-], 
 ε – molowy współczynnik absorpcji [M-1·cm-1], 
 C – stężenie badanego związku [M], 
 l – długość drogi świetlnej [cm].

Parametry kinetyczne dla enzymu natywnego i immobilizowa-nego) 
wyznaczano metodą regresji nieliniowej (program OriginPro7.5) zgod-
nie z modelem Michaelisa-Menten [Michaelis i Menten , 1913]:
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gdzie: 
 V – szybkość reakcji [μM·min-1], 
 VMAX = kKAT E0 – maksymalna szybkość reakcji [μM·min-1], 
 kKAT – stała szybkości reakcji [μmol·min-1·mg-1],
 E0 – stężenie enzymu [mg·L-1], 
 CS – stężenie substratu [μM], 
 KM – stała Michaelisa [μM].

W celu weryfi kacji poprawności otrzymywanych wyników, dla każ-
dego testowanego substratu wykonano dwie niezależne serie ekspery-
mentów w obecności różnych stężeń enzymu. Wartości wyliczonych 
parametrów podano jako średnią arytmetyczną z dwóch serii pomia-
rów.

Celem oszacowania możliwości wystąpienia oporów dyfuzyjnych 
w układach reakcyjnych z immobilizowaną tyrozynazą, zastosowano 
kryterium temperaturowe. W badaniach wykorzystano 1 mM L-DOPA 
jako substrat i wykonano pomiary początkowej szybkości reakcji w róż-
nych temperaturach, wyłączając wyniki wskazujące na inaktywację ter-
miczną białka. Wyniki otrzymane dla enzymu natywnego i immobilizo-
wanego przedstawiono grafi cznie, wykorzystując równanie Arrheniusa 
[Brauner i Shacham, 1997]:

 ( ) ( )ln lna R
E

T A1a=- +  (3)

gdzie: 
 a – aktywność względna [-], 
 A – czynnik przedwykładniczy [-],
 Ea – energia aktywacji [J·mol-1], 
 R – stała gazowa [J·mol-1·K-1], 
 T – temperatura [K],
i na tej podstawie wyznaczono energię aktywacji procesu.

Wyniki i ich omówienie
Wydajne wykorzystanie enzymów wymaga wiedzy na temat kine-

tycznego przebiegu reakcji prowadzonych z ich udziałem oraz dobra-
nia odpowiedniego stężenia substratu do procesu. Dlatego w pierwszej 
kolejności wyznaczono wartości parametrów kinetycznych utleniania 
wybranych związków fenolowych w obecności natywnej tyrozynazy. 
Na podstawie uzyskanych wyników (Tab. 1) stwierdzono, że spośród 
związków monofenolowych badany enzym posiadał największe po-
winowactwo do 4-chlorofenolu, 4-tyrozolu oraz L-tyrozyny. Niemniej 
jednak, podczas enzymatycznej konwersji L-tyrozyny i 4-tyrozolu, 
szybkość katalizy (opisywana przez stałą szybkości reakcji kKAT) była 
odpowiednio 5,4 i 5,8-krotnie wyższa w porównaniu z 4-chlorofeno-
lem. Z kolei najniższe powinowactwo enzym wykazywał względem 
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aminofenoli. Jednakże w przypadku 2-aminofenolu, stała szybkości re-
akcji (kKAT) była najwyższa z całej grupy testowanych związków mono-
fenolowych. Natomiast, biorąc pod uwagę wybrane difenole, uzyskane 
wartości KM względem katecholu i 4-tert-butylokatecholu były około 4 
i 7 razy wyższe w porównaniu z L-DOPA (Tab. 1). Należy jednak zazna-
czyć, że w przypadku 4-tert-butylokatecholu uzyskano najwyższą war-
tość stałej szybkości biotransformacji spośród wszystkich testowanych 
związków; ~33 μmol·min-1·mg-1. Z kolei rozpatrując wartości kKAT/KM, 
największej efektywności działania enzymu w niskich stężeniach sub-
stratu, przewidywanych pod koniec procesu w reaktorze okresowym, 
oczekiwano w przypadku stosowania 4-tert-butylokatecholu i L-DOPA, 
a dla katecholu około 3-krotnie wolniejszej katalizy. Natomiast spośród 
związków monofenolowych najlepszymi substratami dla tyrozynazy 
okazały się: L-tyrozyna, 4-krezol oraz 4-tyrozol.

Tab. 1. Porównanie uśrednionych wartości parametrów kinetycznych reakcji 
utleniania wybranych związków fenolowych, katalizowanych z udziałem natywnej 

tyrozynazy

Substrat KM 
[μM]

kKAT 
[μmol·min-1·mg-1]

k3 / KM
[L·min-1·mg-1]

CS
[mM]

Związki monofenolowe
L-tyrozyna 135 0,284 2,102·10-3 1,0

fenol 220 0,296 1,345·10-3 4,0
4-chlorofenol 117 0,045 0,386·10-3 2,0
2-aminofenol 2586 1,449 0,560·10-3 10
4-aminofenol 1701 0,658 0,372·10-3 10
4-krezol 220 0,497 2,257·10-3 5,0
4-tyrozol 128 0,288 2,254·10-3 2,5

Związki difenolowe

L-DOPA 267 4,65 17,429·10-3 1,0
katechol 1111 6,334 5,701·10-3 20

4-tert-butylokatechol 1968 32,73 16,631·10-3 8,0

Następnym, niezmiernie istotnym zagadnieniem, związanym z prak-
tycznym zastosowaniem biokatalizatorów, jest odpowiedni dobór stęże-
nia substratu, wykorzystywanego w procesach enzymatycznych. Naj-
korzystniejszym rozwiązaniem jest kataliza w warunkach całkowitego 
wysycenia enzymu substratem. Zgodnie z powszechnie obowiązującą 
regułą, aby osiągnąć stan, w którym szybkość katalizowanej reakcji jest 
największa, początkowe stężenie substratu musi być dużo wyższe od 
stałej Michaelisa (KM). Przyjmuje się, że stężenie substratu, przy któ-
rym szybkość reakcji odpowiada w przybliżeniu 95% wartości VMAX 
wynosi około 20KM. Niemniej jednak, czynnikiem ograniczającym 
wykorzystanie tej reguły w praktyce jest najczęściej limit rozpuszczal-
ności stosowanych substratów, a w tym przypadku pochodnych fenolo-
wych. W ramach prezentowanej pracy, na podstawie wartości stałych 
KM, uzyskanych w trakcie pomiarów kinetycznych, dobrano stężenia 
poszczególnych substratów, które powinny być stosowane w procesach 
biotransformacji. Dla 5 testowanych związków (fenol, 4-chlorofenol, 
4-krezol, 4-tyrozol, katechol) wybrane stężenia CS (Tab. 1). spełniały 
powyższy warunek. Natomiast w przypadku pozostałych substratów 
wynosiły: ~ 4KM dla 2-aminofenolu, L-DOPA i 4-tert-butylokatecho-
lu (~0,8VMAX), 5,5KM dla 4-aminofenolu (~0,85VMAX) oraz 7,4KM dla 
L-tyrozyny (~0,9VMAX), co jest wynikiem ograniczonej rozpuszczalno-
ści związków w roztworach wodnych.

Podsumowując ten etap badań stwierdzono, że tyrozynaza w for-
mie natywnej jest efektywnym biokatalizatorem konwersji wszystkich 
przetestowanych pochodnych fenolowych. Należy jednak zaznaczyć, 
że obserwowana szybkość reakcji jest znacznie większa w obecności 
difenoli, a jedyny wyjątek od tej reguły stanowi 2-aminofenol. Nato-
miast rozważając możliwości zastosowania enzymu w konkretnych bio-
transformacjach należy podkreślić, że z praktycznego punktu widzenia, 
najbardziej interesującymi substratami są 4-tyrozol i L-tyrozyna, które 
mogą być wykorzystane odpowiednio do produkcji 4-hydroksytyrozolu 
(związku o silnych właściwościach przeciwutleniających [Espin i inni, 
2001]) oraz L-DOPA (leku stosowanego w terapii choroby Parkinsona 
i chorób serca [Tuncagil i inni 2009]).

Jak już wspomniano we wstępie, głównym ograniczeniem w prze-
mysłowym wykorzystaniu tyrozynazy w formie natywnej jest przede 
wszystkim jej niska stabilność termiczna oraz podatność na tzw. in-
aktywację samobójczą. Dlatego, zgodnie z wcześniejszymi badaniami 
[Labus i inni, 2011], efektywne wykorzystanie właściwości tego enzy-
mu wymaga jego immobilizacji poprzez kowalencyjne związanie z no-
śnikiem celulozowym typu DEAE-Granocel, co spowodowało wzrost 
zarówno pH- i termostabilności jak i zwiększenie odporności na inak-
tywację samobójczą.

W związku z powyższym, w następnym etapie badań, skupiono się na 
wyznaczeniu parametrów kinetycznych biotransformacji prowadzonych 
w obecności naturalnych substratów tyrozynazy (L-tyrozyny i L-DOPA) 
z wykorzystaniem enzymu immobilizowanego oraz na porównaniu uzy-
skanych wartości z wynikami otrzymanymi dla natywnej formy tego en-
zymu. Przykładowe wyniki modelowania zależności szybkości reakcji 
od początkowego stężenia substratu z udziałem obu form tyrozynazy, 
przy tym samym stężeniu białka, przedstawiono na rys. 1.

Rys. 1. Przykładowe wyniki uzyskane podczas wyznaczania parametrów kinetycz-
nych dla tyrozynazy natywnej (○) oraz immobilizowanej (●) w obecności L-DOPA 
jako substratu; (○, ●) – punkty eksperymentalne; linie modelowe otrzymano stosując 

wartości parametrów zamieszczone w tab. 2 dla  stężenia enzymu 7,15 μg·mL-1

Przed omówieniem uzyskanych wyników należy zaznaczyć, że 
w przypadku immobilizowanego preparatu, z uwagi na heterogeniczny 
typ biokatalizy, w kinetycznym opisie reakcji należy uwzględnić nie 
tylko wpływ stężenia substratu na szybkość reakcji, lecz również obec-
ność oporów reakcji, które powodują, że wartość stałej szybkości reak-
cji (kKAT) jest wypadkową rzeczywistej szybkości reakcji oraz oporów 
dyfuzyjnych, co prowadzi do jej obniżenia. Z kolei na stałą Michaelisa 
(KM), oprócz rzeczywistego powinowactwa enzymu do substratu, wpły-
wają również efekty zróżnicowanej dystrybucji reagentów w pobliżu 
nośnika, wywołane dyfuzją oraz współczynnikami podziału i powodu-
jące zwykle wzrost wartości tej stałej. W związku z tym, w większości 
przypadków heterogenicznej katalizy enzymatycznej nie wyznacza się 
rzeczywistych wartości kKAT i KM, a jedynie wartości wypadkowe, wyni-
kające z kinetyki i oporów reakcji, tzw. pozorne (apparent) lub efektyw-
ne (effective) parametry kinetyczne [Martinek i Mozhaev, 1985].

Na podstawie uzyskanych wartości pozornych stałych KM dla tyro-
zynazy immobilizowanej (Tab. 2) stwierdzono, że enzym ten wykazuje 
wyższe powinowactwo do L-tyrozyny, jednak pozorna stała szybkości 
reakcji jest znacząco wyższa w reakcji z L-DOPA (kKAT). W efekcie, 
iloraz kKAT/KM, odzwierciedlający efektywność katalizy w niskich stęże-
niach substratu, jest 4-krotnie większy dla reakcji z L-DOPA.

Tab. 2. Porównanie uśrednionych wartości parametrów kinetycznych reakcji utlenia-
nia L-Tyrozyny i L-DOPA z udziałem tyrozynazy natywnej i im mobilizowanej

Substrat KM 
[μM]

k3 
[μmol·min-1·mg-1]

k3 / KM
[L·min-1·mg-1]

Enzym immobilizowany1

L-tyrozyna 176 0,137 0,778.10-3

L-DOPA 924 2,85 3,084.10-3

Enzym natywny2

L-tyrozyna 135 0,284 2,102 .10-3

L-DOPA 267 4,650 17,429 .10-3

1 dla enzymu immobilizowanego wyznaczono pozorne wartości parametrów
2 dane dla enzymu natywnego (zaznaczone kursywą) pochodzą z tab. 1.
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Z kolei porównując wyniki uzyskane dla tyrozynazy natywnej i im-
mobilizowanej (Tab. 2) zaobserwowano ponad trzykrotny spadek po-
winowactwa enzym-substrat w przypadku L-DOPA i tyrozynazy zwią-
zanej, podczas gdy pozorna stała KM dla L-tyrozyny uległa zaledwie 
30% wzrostowi po immobilizacji enzymu. Ponieważ, tak jak wcześniej 
wspominano, na wartość pozornej stałej KM wpływają zarówno opory 
dyfuzyjne jak i współczynniki podziału reagentów w warstwie przy-
nośnikowej, trudno jednoznacznie wskazać przyczynę obserwowanych 
zmian. Jednak, zakładając dominację oporów dyfuzyjnych, powinno się 
obserwować ilościowo zbliżone różnice w przypadku obu substratów. 
Zatem przypuszczalną przyczynę niewielkiego (L-tyrozyna) i znaczą-
cego (L-DOPA) wzrostu pozornej stałej KM należy upatrywać raczej 
w większej sile oddziaływań nośnik-reagenty w przypadku stosowania 
substratu difenolowego, co powoduje zmianę rzeczywistego stężenia 
substratu w mikrootoczeniu enzymu.

W dalszej kolejności, dla obu form enzymu, wyznaczono zależność 
szybkości reakcji utleniania L-DOPA od temperatury, wynikającą z rów-
nania Arrheniusa (3) [Brauner i Shacham, 1997]. Na podstawie uzyska-
nych wyników zaobserwowano (Rys. 2), że w przypadku immobilizo-
wanej tyrozynazy energia aktywacji (E0) niezbędna do zainicjowania 
biokonwersji L-DOPA wynosi 35,6 kJ·mol-1 i jest 1,7 razy wyższa od 
wartości uzyskanej dla natywnej formy tego enzymu. Otrzymane wyni-
ki potwierdzają pojawienie się dodatkowych oporów reakcji w przypad-
ku zastosowania enzymu immobilizowanego (zmiana kąta nachylenia 
prostej), jak i usztywnienie konformacji białka związanego kowalencyj-
nie z powierzchnią nośnika (większa wartość energii aktywacji).

Mając na uwadze fakt, że do efektywnego wykorzystania tyrozynazy 
niezbędna jest jej immobilizacja, w kolejnym etapie badań wyznaczono 
wartości pozornych parametrów kinetycznych dla L-tyrozyny i L-DOPA 
w reakcji prowadzonej w obecności enzymu związanego z nośnikiem, 
które następnie porównano z wartościami uzyskanymi dla natywnego 
biokatalizatora. 

Zgodnie z otrzymanymi rezultatami stwierdzono, że w obecności 
L-DOPA immobilizowany preparat tyrozynazy charakteryzuje się po-
nad 3-krotnym spadkiem powinowactwa enzym-substrat w porównaniu 
z enzymem natywnym, podczas gdy w przypadku L-tyrozyny powi-
nowactwo ulegało jedynie 1,3-krotnemu spadkowi. Uznano, że jest to 
mieszany efekt występowania oporów dyfuzyjnych oraz oddziaływań 
poszczególnych reagentów z powierzchnią nośnika, co dodatkowo po-
twierdzają wyniki otrzymane podczas badania wpływu temperatury na 
szybkość reakcji. 

Natomiast istotną informacją jest zanotowanie jedynie trzykrotnego 
spadku efektywności procesu hydroksylacji L-tyrozyny do L-DOPA 
z udziałem enzymu immobilizowanego, podczas gdy dalsze utlenianie 
L-DOPA uległo spowolnieniu 5,6 razy. 

Ponieważ etap hydroksylacji prowadzi do otrzymywania znanego 
leku, a jego dalsze utlenianie obniża wydajność reakcji, obserwowane 
zjawisko należy uznać za procesowo korzystne.
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Rys. 2. Wykres Arrheniusa zależności aktywności (a) od temperatury dla tyrozynazy 
natywnej (○) oraz immobilizowanej (●). Aktywność mierzono względem L-DOPA

Podsumowując ten etap badań stwierdzono, że wykorzystanie im-
mobilizowanego preparatu tyrozynazy do biokonwersji L-tyrozyny 
i L-DOPA wiąże się z występowaniem zarówno oporów dyfuzyjnych 
jak i oddziaływań nośnik-reagenty w trakcie katalizowanych reakcji, 
co widocznie wpływa na wartości uzyskiwanych pozornych parame-
trów kinetycznych (KM, kKAT). Spadek powinowactwa enzym-substrat 
dla związanego enzymu obserwowano przede wszystkim w przypadku 
L-DOPA, jako substratu. Natomiast dla L-tyrozyny zjawisko to było 
znacznie mniej zauważalne.

Podsumowanie i wnioski
Głównym celem pracy było wyznaczenie wartości parametrów ki-

netycznych równań opisujących utlenianie wybranych związków feno-
lowych w obecności natywnej tyrozynazy oraz porównanie wyników 
uzyskanych dla naturalnych substratów tego enzymu – L-tyrozyny 
i L-DOPA – z wartościami otrzymanymi dla immobilizowanego prepa-
ratu tyrozynazy.

Na podstawie przeprowadzonych badań wyznaczono wartości 2 pod-
stawowych parametrów kinetycznych reakcji utleniania wybranych 
pochodnych mono- i difenolowych i zgodnie z uzyskanymi wynika-
mi stwierdzono, że enzym natywny jest efektywnym biokatalizatorem 
utleniania wszystkich przetestowanych związków, niemniej jednak 
wśród substratów monofenolowych wykazuje największe powinowac-
two do 4-chlorofenolu, 4-tyrozolu i L-tyrozyny, a spośród difenoli do 
L-DOPA.


