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Biotransformacje zwigzkow fenolowych z wykorzystaniem tyrozynazy z Agaricus bisporus

w formie natywnej i immobilizowanej

STRESZCZENIE

Tyrozynaza jest enzymem posiadajagcym unikalng podwojng aktywnos¢ Kkatalityczng,
polegajaca na zdolnos$ci do hydroksylacji monofenoli do difenoli oraz utlenianiu difenoli do
chinonéw. Ponadto enzym ten posiada szeroka specyficzno$¢ substratowa, co dodatkowo
Czyni go niezwykle interesujagcym z punktu widzenia mozliwosci wykorzystania w przemysle.
Jednak liczne badania dotyczace mechanizmu katalitycznego tyrozynazy wykazuja, ze
sporym utrudnieniem zwigzanym z zastosowaniem tyrozynazy, moze by¢ zjawisko
inaktywacji samobojczej tego enzymu, wystepujace podczas reakcji ze zwigzkami
difenolowymi. Pomimo tego faktu, liczne publikacje opisujace potencjat aplikacyjny
tyrozynazy nie poruszaja tematyki inaktywacji samobojczej, co z praktycznego punktu
widzenia wydaje si¢ by¢ kluczowym elementem warunkujacym mozliwosci aplikacyjne.

Glownym celem rozprawy bylo zbadanie mozliwosci zastosowania tyrozynazy
z Agaricus bisporus do syntezy L-DOPA, 3-hydroksytyrozolu oraz kwasu cynobrowego,
z uwzglednieniem badan dotyczacych wptywu inaktywacji samobojczej na procesy oraz
mozliwo$ci ograniczenia tego zjawiska.

W pierwszej czesci badan, na podstawie testow stabilno$ci mechanicznej no$nika
Grancel oraz proby immobilizacji tyrozynazy w postaci CLEA, stwierdzono, ze separacja
sieciowanych agregatow jest utrudniona z powodu ich nieréwnomiernych rozmiaroéw, zatem
do dalszej czg$ci badan wybrano tyrozynaze wigzang kowalencyjnie z no$nikiem Granocel.
Po spehieniu okreslonych warunkéw (objgtos¢ preparatu, stabilizacja ztoza), nos$nik ten
mozna zastosowa¢ do prowadzenia proceséw w reaktorze mieszalnikowym oraz w kolumnie
ze ztozem upakowanym. Ponadto zaletami zastosowania tego no$nika jest brak zjawiska
sorpcji substratow monofenolowych i produktéw ich hydroksylacji oraz brak wystgpowania
wewnetrznych opordéw dyfuzyjnych, co ma zwiazek z powierzchniowym zwigzaniem enzymu
z no$nikiem.

Procesy otrzymywania L-DOPA oraz 3-hydroksytyrozolu zostaty przeprowadzone w
podobny sposéb. W obu przypadkach wykazano potrzebg zastosowania napowietrzania

mieszanin reakcyjnych, a reakcje prowadzono z uzyciem enzymu natywnego



i immobilizowanego, w uktadach zawierajagcych (i) 1mM L-tyrozyne lub 2,5 mM tyrozol
I dwukrotny nadmiar AH, w buforze fosforanowym; (ii) 1ImM L-tyrozyng¢ lub 2,5 mM tyrozol
I dwukrotny nadmiar AH, i 6,7 mM HA w buforze boranowym o pH 9,0, 8,0 lub 7,0 oraz,
w przypadku produkcji 3-HTyr, zastosowano takze uktad (i), zawierajacy dodatkowo 6,7 mM
HA (iii). W pierwszym uktadzie uzyskano maksymalnie 34% L-DOPA oraz 50% 3-HTyr,
a dwukrotne zwigkszenie obojetnosci preparatu immobilizowanego oraz dodatkowa
suplementacja AH, pozwolita zwigkszyé stopien przereagowania do 69%. Natomiast
wprowadzenie do uktadu z enzymem natywnym 6,7 mM HA przeksztatcajacg forme met-
tyrozynazy do oksy- pozwolito na uzyskanie 98,5% 3-Htyr. Podczas prowadzenia proceséw
zaobserwowano zjawisko inaktywacji samobojczej wywolywanej przez zwiazki difenolowe,
co wigzalo si¢ z brakiem mozliwosci uzyskania wyzszego stopnia przereagowania oraz z
niskg stabilno$ciag operacyjna tyrozynazy immobilizowanej. Wprowadzenie jonow
boranowych

w ukladzie (ii) pozwolilo ograniczy¢ inaktywacj¢ samobdjcza poprzez kompleksowanie
produktéow difenolowych, dzigki czemu, w pH 7,0 uzyskano 95% stopien przerecagowania
z enzymem natywny oraz 70% z enzymem immobilizowanym w przypadku L-DOPA oraz
prawie 100% w procesach produkcji 3-HTyr. Pomimo wysokich wydajnosci reakcji
osiggnigtych w procesach z wykorzystaniem enzymu immobilizowanego, stwierdzono, ze
zbyt niska stabilno$¢ operacyjna wyklucza uzycie tego preparatu. Optymalnymi uktadami
reakcyjnymi do produkcji tych dwoéch difenoli sg uktady z enzymem natywnym oraz,
odpowiednio, z 1 mM L-tyrozyng, 2 mM AH,, 6,7 mM HA w buforze boranowym pH 7,0 lub
2,5 mM tyrozolem, 5 mM AH,, 6,7 mM HA w 0,5 M buforze fosforanowym pH 7,0.

W badaniach dotyczacych reakcji tyrozynazy z 3-HAA wykazano, ze gldéwnym
produktem jest kwas cynobrowy. Na podstawie badan stabilno$ci substratu 1 produktu w
danym pH, zjawiska sorpcji oraz stabilno$ci tyrozynazy w procesach dimeryzaciji,
stwierdzono, ze optymalnym odczynem reakcji jest pH 6,0. Ze wzgledu na brak koniecznosci
dodatkowego napowietrzania mieszaniny reakcyjnej, procesy prowadzono w reaktorach
mieszalnikowych, mikroreaktorze oraz w kolumnie ze ztozem upakowanym. Badania te
udowodnily, Ze tyrozynaza wykazuje bardzo wysoka stabilno§¢ w obecnosci sktadnikow
mieszaniny reakcyjnej, a co za tym idzie, 3-HAA moze zosta¢ zaliczony do zwigzkow
wywotujacych inaktywacje samobdjcza w bardzo niewielkim stopniu. Maksymalny stopien
przereagowania uzyskany w reaktorze mieszalnikowym wyniost 80%, a jego zwigkszenie
byto niemozliwe

z powodu powstajacych produktéow ubocznych reakcji. Poniewaz zjawisko inaktywacji



samobojcze] w tej reakcji jest znikome, do prowadzenia procesow dimeryzacji 3-HAA

z powodzeniem mozna wykorzysta¢ zarOwno enzym natywny, jak i immobilizowany.



