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Dobór warunków izolacji i oczyszczania tyrozynazy
z Agaricus bisporus

Wstêp

Tyrozynaza (EC 1.14.18.1) nale¿y do grupy oksydoreduktaz
miedziowych i jest endogennym enzymem szeroko rozpo-
wszechnionym w naturze. Najczêœciej u¿ywanym Ÿród³em s¹
pieczarki (Agaricus bisporus). Ze wzglêdu na szerok¹ specy-
ficznoœæ substratow¹ jest uwa¿ana za enzym o potencjalnie
du¿ych zastosowaniach biotechnologicznych np. produkcja
o-difenoli o w³aœciwoœciach przeciwutleniaj¹cych (hydroksy-
tyrozol) [1], biosynteza leków (L-Dopa) [2], oligomeryzacja
zwi¹zków fenolowych i ich naszczepianie na powierzchnie
biopolimerów [3], biotransformacje zwi¹zków fenolowych i ich
pochodnych [4] oraz jako element biosensorów umo¿liwia-
j¹cych szybkie i dok³adne monitorowanie poziomu zanie-
czyszczeñ fenolowych w œrodowisku i w produktach spo¿yw-
czych [5]. W zale¿noœci od potencjalnych zastosowañ u¿ywane
s¹ enzymy o ró¿nym stopniu czystoœci. Celem przeprowadzo-
nych badañ by³o opracowanie taniej i wydajnej procedury izo-
lacji i oczyszczania tyrozynazy z Agaricus bisporus.

Materia³y i metody

Punktem wyjœcia prowadzonych badañ by³a procedura izo-
lacji tyrozynazy opisana przez G¹sowsk¹ i in. [6]. Do wstêp-
nego rozdrabniania pieczarek sprawdzono przydatnoœæ takich
urz¹dzeñ jak: elektryczna maszynka, elektryczny m³ynek,
homogenizer, m³yn kulowy oraz ucieranie w moŸdzierzu
w ciek³ym azocie. Nastêpnie sprawdzono przydatnoœæ dezin-
tegracji ultradŸwiêkowej do rozbijania komórek materia³u
wyjœciowego. Proces ten prowadzono w sposób ci¹g³y przy ró¿-
nych d³ugoœciach czasu (10, 20, 60 s). Do oczyszczania suro-
wego ekstraktu tyrozynazy wykorzystano proces wysalania
bia³ek siarczanem amonu (30 i 60% wysycenia) oraz chroma-
tografiê prowadzon¹ równolegle na dwóch kolumnach
(DEAE-Granocel-2000 i DEAE-Sepharose DFF100) w tempe-
raturze 4oC, przy ustalonym przep³ywie (0,1 mL.s-1). Bia³ko
wymywane by³o 0,01 M buforem fosforanowym o pH 7.0. Iloœæ
bia³ka w badanych preparatach oznaczano metod¹ Lowry’ego
[7], a aktywnoœæ enzymu testem z 1 mM L-tyrozyn¹ jako sub-
stratem (ë = 475 nm).

Wyniki i ich omówienie

Wybór Ÿród³a pieczarek do izolacji tyrozynazy by³ etapem
kluczowym dla uzyskania preparatu enzymu o wysokiej ak-
tywnoœci. Materia³ wyjœciowy charakteryzowa³ siê du¿¹ nie-
jednorodnoœci¹ i zmiennoœci¹, zwi¹zan¹ przede wszystkim
z wiekiem, jak równie¿ rodzajem hodowli, dlatego te¿ kilku-
krotnie sprawdzono aktywnoœæ surowych ekstraktów tyrozy-
nazy, otrzymanych z pieczarek dwojakiego pochodzenia (lo-
kalny sprzedawca lub pieczarkarnia). Zaobserwowano, ¿e

najlepsze wyniki uzyskano dla roztworów enzymu wyizolowa-
nych z pieczarek otrzymanych bezpoœrednio od producenta
(715,9±258,1 U.mL-1). Wyniki aktywnoœci dla tych prepara-
tów by³y oko³o dziesiêciokrotnie wy¿sze, ni¿ dla ekstraktów
otrzymanych z grzybów kupionych u lokalnego sprzedawcy
(69,2±20,4 U.mL-1). Ponadto du¿y wp³yw na aktywnoœæ izolo-
wanego enzymu mia³a równie¿ wielkoœæ, kolor i kszta³t u¿y-
tych pieczarek. Wykazano, ¿e najwy¿sz¹ aktywnoœci¹ charak-
teryzowa³y siê roztwory tyrozynazy otrzymane z niewielkich,
bia³ych pieczarek o zamkniêtych kapeluszach. Natomiast
u¿ycie grzybów o lekko br¹zowym zabarwieniu, posiadaj¹-
cych w pe³ni wykszta³cone blaszki dawa³o wyniki dwukrotnie
ni¿sze. Na podstawie uzyskanych wyników stwierdzono, ¿e
pieczarki uzyskiwane bezpoœrednio od producenta s¹ najko-
rzystniejszym Ÿród³em materia³u wyjœciowego do izolacji ty-
rozynazy.

Poniewa¿ tyrozynaza jest enzymem produkowanym endo-
gennie i rozbicie struktur œciany komórkowej jest konieczne
do uwolnienia tego enzymu poza komórkê, bardzo wa¿nym
czynnikiem podczas izolacji tego enzymu by³ wybór metody
rozdrabniania materia³u wyjœciowego. Podczas doœwiadczeñ
sprawdzano przydatnoœæ takich urz¹dzeñ jak: elektryczna
maszynka, elektryczny m³ynek, m³yn kulowy, homogenizer
oraz ucieranie w moŸdzierzu w ciek³ym azocie (Tabl. 1). Wy-
kazano, ¿e homogenizacja pieczarek w acetonie pozwala
otrzymaæ ekstrakt tyrozynazy o aktywnoœci oko³o 6–21 razy
wy¿szej w porównaniu z innymi metodami.

Tablica 1
Wp³yw metody rozdrabniania materia³u wyjœciowego

na aktywnoœæ izolowanej tyrozynazy.
Iloœæ materia³u wyjœciowego – 150 g, Vpróbek = 100 mL

Metoda rozdrabniania
Aktywnoœæ

[U.mL-1]

m³yn kulowy + œwie¿e pieczarki 45,90

ucieranie w moŸdzierzu w ciek³ym azocie 108,0

elektryczna maszynka 129,6

m³yn kulowy + liofilizowane pieczarki 16,20

elektryczny m³ynek 167,4

homogenizer 958,5

Procedur¹ rozdrabniania pieczarek zalecan¹ w publika-
cjach preparatywnych dotycz¹cych izolacji tyrozynazy [6]
by³o rozcieranie w ciek³ym azocie, które jest metod¹ cza-
soch³onn¹ i kosztown¹, dlatego te¿ krótki czas homogenizacji
(2–3 min) i ³atwoœæ zwiêkszenia skali procesu równie¿ prze-
mawia³y za wyborem w³aœnie tej metody.

Rozbicie komórek jest zabiegiem niezbêdnym do wyizolo-
wania wewn¹trzkomórkowej tyrozynazy, dlatego te¿ spraw-
dzono przydatnoœæ dezintegracji ultradŸwiêkowej do otrzymy-
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wania tego enzymu. Du¿y wp³yw na powodzenie tego procesu
mia³ sposób rozdrobnienia materia³u wyjœciowego (stopieñ
zaburzenia struktury komórek) przed procesem dezintegracji
jak równie¿ czas prowadzenia procesu (Rys.1).

Dezintegracja ultradŸwiêkowa badanych roztworów powo-
dowa³a wzrost aktywnoœci od 5 do 36% wzglêdem próbki bez
dezintegracji. Przy czasie 60 s aktywnoœæ enzymu by³a nie-
wielka, co najprawdopodobniej spowodowane by³o inaktywa-
cj¹ termiczn¹ badanego roztworu, zwiêkszon¹ obecnoœci¹ ace-
tonu. Natomiast najwy¿szy wzrost aktywnoœci tyrozynazy ob-
serwowany by³ dla dezintegracji prowadzonej przez 20 s. Zja-
wisko to powtarza³o siê dla ka¿dego rodzaju rozdrabniania,
jednak najwy¿sze wyniki otrzymano dla homogenizacji, co po-
nownie potwierdzi³o wybór w³aœnie tej metody. Dezintegracja
ultradŸwiêkowa przynosi³a opisane wy¿ej efekty jedynie dla
preparacji enzymu ze stosunkowo niewielkiej iloœci pieczarek
(50-150 g). Przy zwiêkszeniu skali do 600 g materia³u wyjœ-
ciowego, proces ten napotyka³ na wiele trudnoœci, zwi¹zanych
przede wszystkim z du¿¹ objêtoœci¹ mieszaniny (oko³o
2–2,5 L). Dla porównania, w badaniach mikrobiologicznych,
jednorazowo dezintegracji poddaje siê roztwór o objêtoœci
15–25 mL. Ze wzglêdu na powy¿sze obserwacje, w dalszych
badaniach zrezygnowano z tego etapu, jako utrudniaj¹cego
zwiêkszenie skali procesu.

Kolejnym etapem badañ by³o sprawdzenie wydajnoœci
oczyszczania tyrozynazy z wykorzystaniem dwóch metod:
frakcjonowania bia³ek przy u¿yciu siarczanu amonu oraz pro-
cesu chromatografii kolumnowej. Ze wzglêdu na prostotê wy-
konania i szybkoœæ procesu, jako pierwsz¹ zastosowano meto-
dê wysalania bia³ek. W tym celu surowy preparat tyrozynazy
poddano dwukrotnemu wysoleniu poprzez 30% oraz 60% wy-
sycenie roztworu enzymu siarczanem amonu. Proces ten wy-
konano kilkakrotnie i w ten sposób uzyskano preparaty tyro-
zynazy oczyszczone od 2,2 do 5,6 razy. Brak powtarzalnoœci
wyników pochodz¹cych z ró¿nych preparacji wynika³ z niejed-
norodnoœci materia³u wyjœciowego u¿ytego do izolacji tyrozy-
nazy (pieczarki uzyskane od jednego producenta, ale z ró¿-
nych hodowli).

Ponadto, na podstawie uzyskanych wyników (Tabl. 2)
mo¿na stwierdziæ, ¿e stopieñ oczyszczenia tyrozynazy zale¿y
nie tylko od partii materia³u wyjœciowego, lecz równie¿ od po-
staci biomasy wykorzystanej w procesie izolacji.

Nastêpnie enzym po etapie dwukrotnego wysolenia siarcza-
nem amonu oczyszczano za pomoc¹ chromatografii jonowy-
miennej prowadzonej równolegle na dwóch kolumnach

(DEAE-Granocel i DEAE-Sepharose), która umo¿liwi³a otrzy-
manie preparatu enzymu oczyszczonego 5–10 razy w stosun-
ku do surowego ekstraktu enzymu (Tabl. 3).

Tablica 3
Oczyszczanie tyrozynazy metod¹ chromatografii

na DEAE-Granocel i DEAE-Sepharose

Próbka
Bilans
bia³ka

[%]

Bilans
aktywnoœci

[%]

Aktywnoœæ
w³aœciwa
[U.mg-1]

Stopieñ
oczyszczenia

[–]

wyjœciowa – – 395,7 –

po II wysoleniu
(NH4)2SO4

– – 1220 3,1

kolumna
DEAE-Granocel

91,4 94,5 2039 5,1

kolumna
DEAE-Sepharose

48,3 98,6 3840 9,7

Dwukrotnie wy¿szy stopieñ oczyszczenia otrzymano dla
DEAE-Sepharose. By³ to dowód na to, ¿e du¿a iloœæ bia³ek ba-
lastowych uleg³a adsorpcji na powierzchni ziaren z³o¿a. Nato-
miast napotkano problemy z regeneracj¹ kolumny (bilans
bia³ka 48,3%). Mimo, ¿e stopieñ oczyszczenia tyrozynazy na
DEAE-Granocel by³ ni¿szy, du¿¹ zalet¹ tego materia³u s¹
ma³e opory przep³ywu przez z³o¿e oraz mo¿liwoœæ ca³kowitego
odmycia zwi¹zanego bia³ka po zakoñczeniu chromatografii
(bilans bia³ka 91,4%), co pozwala na wielokrotne wykorzysta-
nie z³o¿a chromatograficznego.

Na podstawie przeprowadzonych badañ ustalono, ¿e naj-
wiêksze iloœci aktywnego enzymu mo¿na otrzymaæ z m³odych,
bia³ych pieczarek o zamkniêtych kapeluszach, uzyskiwanych
bezpoœrednio od producenta. Nastêpnie materia³ wyjœciowy
nale¿y dezintegrowaæ w acetonie z wykorzystaniem homoge-
nizera (2–3 min), ekstrahowaæ w acetonie (30 min) i usun¹æ
pozosta³oœci acetonu. Kolejnym etapem jest oczyszczanie su-
rowego ekstraktu tyrozynazy poprzez dwukrotne wysolenie
przy u¿yciu siarczanu amonu (30 oraz 60%) oraz chromato-
grafiê jonowymienn¹ na DEAE-Granocel.

L I T E R A T U R A

1. J.C. Espin, C. Soler-Rivas, E. Cantos, F.A. Tomas-Barberan, H.J. Wi-
chers: J.Agric. Food Chem. 49, 1187 (2001).

2. G. Seetharam, B.A. Saville: Enzyme Microb. Technol. 31, 747 (2002).
3. S. Jus, V. Kokol, G.M. Guebitz: Enzyme Microb. Technol. 42, 535

(2008).
4. K. Ikehata, J.A. Niell: Bioresour. Technol. 74, 191 (2000).
5. A.T. Biegunski, A. Michota, J. Bukowska, K. Jackowska: Bioelectro-

chem. 69, 41 (2006).
6. B. G¹sowska, P. Kafarski, H. Wojtasek: Biochem. Biophys. Acta 1673,

170 (2004).
7. O.H. Lowry, N.J. Rosebrough, A.L. Farr, R.J. Randall: J. Biol. Chem.

193, 265 (1951).

Str. 126 IN¯YNIERIA I APARATURA CHEMICZNA Nr 3/2009

Rys. 1. Wp³yw czasu dezintegracji ultradŸwiêkowej oraz metody
rozdrabniania pieczarek na aktywnoœæ tyrozynazy. Zmiany ak-
tywnoœci mierzono wzglêdem enzymu bez dezintegracji (100%);

czas dezintegracji 10, 20, 60 s

Tablica 2
Oczyszczanie tyrozynazy przy u¿yciu (NH4)2SO4; materia³ wyjœ-

ciowy: œwie¿e i mro¿one pieczarki otrzymane z tej samej hodowli

Próbka

Œwie¿e pieczarki Mro¿one pieczarki

aktywnoœæ
w³aœciwa

[U.mg-1]

stopieñ
oczyszczenia

[–]

aktywnoœæ
w³aœciwa

[U.mg-1]

stopieñ
oczyszczenia

[–]

wyjœciowa 169,3 – 157,1 –

po I wysoleniu
(NH4)2SO4

240,6 1,4 219,7 1,4

po II wysoleniu
(NH4)2SO4

760,9 4,5 881,5 5,6
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