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Dobor warunkow izolacji i oczyszczania tyrozynazy
z Agaricus bisporus

Wstep

Tyrozynaza (EC 1.14.18.1) nalezy do grupy oksydoreduktaz
miedziowych 1 jest endogennym enzymem szeroko rozpo-
wszechnionym w naturze. NajczeSciej uzywanym zroédlem sa
pieczarki (Agaricus bisporus). Ze wzgledu na szeroka specy-
ficznoéé substratowa jest uwazana za enzym o potencjalnie
duzych zastosowaniach biotechnologicznych np. produkcja
o-difenoli o wlasciwos$ciach przeciwutleniajacych (hydroksy-
tyrozol) [1], biosynteza lekéw (L-Dopa) [2], oligomeryzacja
zwiazkéw fenolowych 1 ich naszczepianie na powierzchnie
biopolimeréw [3], biotransformacje zwiazkdéw fenolowych 1 ich
pochodnych [4] oraz jako element biosensoréw umozliwia-
jacych szybkie i dokladne monitorowanie poziomu zanie-
czyszczen fenolowych w §rodowisku i w produktach spozyw-
czych [5]. W zaleznoéci od potencjalnych zastosowan uzywane
sa enzymy o réznym stopniu czystosci. Celem przeprowadzo-
nych badan byto opracowanie taniej 1 wydajnej procedury izo-
lacji 1 oczyszczania tyrozynazy z Agaricus bisporus.

Materialy i metody

Punktem wyjScia prowadzonych badan byta procedura izo-
lacji tyrozynazy opisana przez Gagsowskq i in. [6]. Do wstep-
nego rozdrabniania pieczarek sprawdzono przydatno§é takich
urzadzen jak: elektryczna maszynka, elektryczny mtynek,
homogenizer, mlyn kulowy oraz ucieranie w mozdzierzu
w ciekltym azocie. Nastepnie sprawdzono przydatnoéé¢ dezin-
tegracji ultradzwiekowej do rozbijania komoérek materiatu
wyjéciowego. Proces ten prowadzono w sposéb ciagly przy réz-
nych diugosciach czasu (10, 20, 60 s). Do oczyszczania suro-
wego ekstraktu tyrozynazy wykorzystano proces wysalania
bialek siarczanem amonu (30 1 60% wysycenia) oraz chroma-
tografie prowadzong roéwnolegle na dwoéch kolumnach
(DEAE-Granocel-2000 1 DEAE-Sepharose DFF100) w tempe-
raturze 4°C, przy ustalonym przeplywie (0,1 mlLss™?). Bialko
wymywane byto 0,01 M buforem fosforanowym o pH 7.0. Tloé¢é
biatka w badanych preparatach oznaczano metoda Lowry’ego
[7], a aktywnoéé enzymu testem z 1 mM L-tyrozyna jako sub-
stratem (A = 475 nm).

Wyniki i ich omowienie

Wybér zrédia pieczarek do izolacji tyrozynazy byl etapem
kluczowym dla uzyskania preparatu enzymu o wysokiej ak-
tywnoséci. Material wyjéciowy charakteryzowatl sie duza nie-
jednorodnoécia 1 zmienno$cia, zwiazana przede wszystkim
z wiekiem, jak réwniez rodzajem hodowli, dlatego tez kilku-
krotnie sprawdzono aktywno§¢é surowych ekstraktéw tyrozy-
nazy, otrzymanych z pieczarek dwojakiego pochodzenia (lo-
kalny sprzedawca lub pieczarkarnia). Zaobserwowano, ze

najlepsze wyniki uzyskano dla roztworéw enzymu wyizolowa-
nych z pieczarek otrzymanych bezpoérednio od producenta
(715,9+258,1 U'mL™). Wyniki aktywnoéci dla tych prepara-
tow byly okoto dziesieciokrotnie wyzsze, niz dla ekstraktow
otrzymanych z grzybow kupionych u lokalnego sprzedawcy
(69,2+20,4 U'mL™"). Ponadto duzy wplyw na aktywnoéé izolo-
wanego enzymu miata rowniez wielko$é, kolor i1 ksztatt uzy-
tych pieczarek. Wykazano, ze najwyzsza aktywnoscia charak-
teryzowaly sie roztwory tyrozynazy otrzymane z niewielkich,
bialych pieczarek o zamknietych kapeluszach. Natomiast
uzycie grzybow o lekko brazowym zabarwieniu, posiadaja-
cych w petni wyksztalcone blaszki dawalo wyniki dwukrotnie
nizsze. Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze
pieczarki uzyskiwane bezpos$rednio od producenta sa najko-
rzystniejszym zrodlem materialu wyjéciowego do izolacji ty-
rozynazy.

Poniewaz tyrozynaza jest enzymem produkowanym endo-
gennie 1 rozbicie struktur Sciany komorkowej jest konieczne
do uwolnienia tego enzymu poza komorke, bardzo waznym
czynnikiem podczas izolacji tego enzymu byl wybdér metody
rozdrabniania materialu wyjSciowego. Podczas do$wiadczen
sprawdzano przydatnos$¢ takich urzadzen jak: elektryczna
maszynka, elektryczny mlynek, mlyn kulowy, homogenizer
oraz ucieranie w mozdzierzu w cieklym azocie (Tabl. 1). Wy-
kazano, ze homogenizacja pieczarek w acetonie pozwala
otrzymaé ekstrakt tyrozynazy o aktywnosci okoto 6-21 razy
wyzsze] w poréwnaniu z innymi metodami.

Tablica 1

Wplyw metody rozdrabniania materialu wyj$ciowego
na aktywno$¢ izolowanej tyrozynazy.

[loé¢ materialu wyjsciowego — 150 g, V,, 5., = 100 mL
Metoda rozdrabniania Aktywnosé
[UmLY]

mtyn kulowy + §wieze pieczarki 45,90
ucieranie w mozdzierzu w cieklym azocie 108,0
elektryczna maszynka 129,6
mtyn kulowy + liofilizowane pieczarki 16,20
elektryczny mtynek 167,4
homogenizer 958,5

Procedura rozdrabniania pieczarek zalecang w publika-
cjach preparatywnych dotyczacych izolacji tyrozynazy [6]
bylo rozcieranie w cieklym azocie, ktore jest metoda cza-
sochtonnag i kosztowna, dlatego tez krétki czas homogenizacji
(2-3 min) 1 latwo$é zwiekszenia skali procesu réwniez prze-
mawialy za wyborem wtaénie tej metody.

Rozbicie komérek jest zabiegiem niezbednym do wyizolo-
wania wewnatrzkomorkowej tyrozynazy, dlatego tez spraw-
dzono przydatno$¢ dezintegracji ultradzwiekowej do otrzymy-
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Tablica 2
—_ Oczyszczanie tyrozynazy przy uzyciu (NH,),SO,; material wyjs-
X 120 ciowy: §wieze i mrozone pieczarki otrzymane z tej samej hodowli
© ;
s Swieze pieczarki Mrozone pieczarki
@
o 80 Prébka aktywnos¢ | stopie | aktywno$¢ | stopien
E wlaéciwa | oczyszczenia | wlasciwa | oczyszczenia
9 [Umg] (-] [Umg™] (-]
S 40 - o
g wyjéciowa 169,3 - 157,1 -
>
2 po I wysoleniu
240,6 1,4 219,7 1,4
® ol (NH,)3804
10 20 60 10 20 60 10 20 60 ] |polwysoleniu| o is w1 ce
elektryczna maszynka elektryczny mynek homogenizer (NH4)2S04 ’ ’ ’ ’

Rys. 1. Wplyw czasu dezintegracji ultradzwiekowej oraz metody

rozdrabniania pieczarek na aktywno$¢ tyrozynazy. Zmiany ak-

tywno$ci mierzono wzgledem enzymu bez dezintegracji (100%);
czas dezintegracji 10, 20, 60 s

wania tego enzymu. Duzy wplyw na powodzenie tego procesu
mial sposéb rozdrobnienia materiatu wyjsciowego (stopien
zaburzenia struktury komoérek) przed procesem dezintegracji
jak rowniez czas prowadzenia procesu (Rys.1).

Dezintegracja ultradzwiekowa badanych roztwordéw powo-
dowala wzrost aktywnosci od 5 do 36% wzgledem probki bez
dezintegracji. Przy czasie 60 s aktywno§¢ enzymu byla nie-
wielka, co najprawdopodobniej spowodowane byto inaktywa-
cja termiczng badanego roztworu, zwiekszona obecno$ciag ace-
tonu. Natomiast najwyzszy wzrost aktywnosci tyrozynazy ob-
serwowany byl dla dezintegracji prowadzonej przez 20 s. Zja-
wisko to powtarzato sie dla kazdego rodzaju rozdrabniania,
jednak najwyzsze wyniki otrzymano dla homogenizacji, co po-
nownie potwierdzilo wybdr wtasnie tej metody. Dezintegracja
ultradzwiekowa przynosila opisane wyzej efekty jedynie dla
preparacji enzymu ze stosunkowo niewielkiej iloSci pieczarek
(50-150 g). Przy zwiekszeniu skali do 600 g materialu wyjs-
ciowego, proces ten napotykal na wiele trudnosci, zwigzanych
przede wszystkim z duza objeto$cia mieszaniny (okoto
2-2,5 L). Dla poréwnania, w badaniach mikrobiologicznych,
jednorazowo dezintegracji poddaje sie roztwodr o objetosci
15-25 mL. Ze wzgledu na powyzsze obserwacje, w dalszych
badaniach zrezygnowano z tego etapu, jako utrudniajacego
zwiekszenie skali procesu.

Kolejnym etapem badan bylo sprawdzenie wydajnosci
oczyszczania tyrozynazy z wykorzystaniem dwoéch metod:
frakcjonowania biatek przy uzyciu siarczanu amonu oraz pro-
cesu chromatografii kolumnowej. Ze wzgledu na prostote wy-
konania 1 szybko$¢ procesu, jako pierwsza zastosowano meto-
de wysalania bialek. W tym celu surowy preparat tyrozynazy
poddano dwukrotnemu wysoleniu poprzez 30% oraz 60% wy-
sycenie roztworu enzymu siarczanem amonu. Proces ten wy-
konano kilkakrotnie 1 w ten sposéb uzyskano preparaty tyro-
zynazy oczyszczone od 2,2 do 5,6 razy. Brak powtarzalnosci
wynikéw pochodzacych z réznych preparacji wynikat z niejed-
norodno$ci materialu wyj$ciowego uzytego do izolacji tyrozy-
nazy (pieczarki uzyskane od jednego producenta, ale z réz-
nych hodowli).

Ponadto, na podstawie uzyskanych wynikéow (Tabl. 2)
mozna stwierdzié, ze stopien oczyszczenia tyrozynazy zalezy
nie tylko od partii materiatu wyjéciowego, lecz réwniez od po-
staci biomasy wykorzystanej w procesie izolacji.

Nastepnie enzym po etapie dwukrotnego wysolenia siarcza-
nem amonu oczyszczano za pomoca chromatografii jonowy-
miennej prowadzonej rdéwnolegle na dwéch kolumnach

(DEAE-Granocel 1 DEAE-Sepharose), ktora umozliwita otrzy-
manie preparatu enzymu oczyszczonego 5—10 razy w stosun-
ku do surowego ekstraktu enzymu (Tabl. 3).

Tablica 3
Oczyszczanie tyrozynazy metoda chromatografii
na DEAE-Granocel i DEAE-Sepharose

Bilans Bilans Aktywnosé Stopien
Prébka biatka | aktywno$ci | wlaSciwa | oczyszczenia

[%] (%] [Umg] -]
wyjSciowa — — 395,7 —
po IT wysoleniu

— — 1220 3,1
(NH4)250,4
kolumna 91,4 94,5 2039 5,1
DEAE-Granocel ’ ’ ’
kolumna
DEAE-Sepharose 48,3 98,6 3840 97

Dwukrotnie wyzszy stopien oczyszczenia otrzymano dla
DEAE-Sepharose. Byl to dowdd na to, ze duza iloéé biatek ba-
lastowych ulegla adsorpcji na powierzchni ziaren ztoza. Nato-
miast napotkano problemy z regeneracja kolumny (bilans
bialka 48,3%). Mimo, ze stopien oczyszczenia tyrozynazy na
DEAE-Granocel byt nizszy, duza zaleta tego materialu sa
mate opory przeptywu przez zloze oraz mozliwo$¢ catkowitego
odmycia zwiazanego biatka po zakonczeniu chromatografii
(bilans biatka 91,4%), co pozwala na wielokrotne wykorzysta-
nie ztoza chromatograficznego.

Na podstawie przeprowadzonych badan ustalono, ze naj-
wieksze iloéci aktywnego enzymu mozna otrzymacé z miodych,
bialych pieczarek o zamknietych kapeluszach, uzyskiwanych
bezposrednio od producenta. Nastepnie material wyjéciowy
nalezy dezintegrowaé¢ w acetonie z wykorzystaniem homoge-
nizera (2—3 min), ekstrahowaé w acetonie (30 min) i usunaé
pozostaloéci acetonu. Kolejnym etapem jest oczyszczanie su-
rowego ekstraktu tyrozynazy poprzez dwukrotne wysolenie
przy uzyciu siarczanu amonu (30 oraz 60%) oraz chromato-
grafie jonowymienna na DEAE-Granocel.
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