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ВИÄАËÅÍÍß ФÅÍÎËУ З ÌÎÐСЬÊÎЇ ВÎÄИ 
З ВИÊÎÐИСÒАÍÍßÌ В²ËЬÍÎЇ ² ²ÌÌÎÁ²Ë²ЗÎВАÍÎЇ 

ÒИÐÎЗИÍАЗИ ÃÐИÁ²В AGARICUS	BISPORUS

За допомоãою видіëеної віëьної і іммобіëізованої тирозинази ãрибів 
Agaricus bisporus здійснено кіëькісне видаëення феноëу з модеëьниõ 
розчинів, приãотованиõ з використанням морської води. Показано, що 
отримані біокатаëізатори ефективно катаëізують процес окиснення 
феноëу (0,5–10 ммоëь/дм3) із збереженням 85% активності порівняно 
з такою дëя буферниõ розчинів, що містять феноë. Оëіãомерні про-
дукти окиснення феноëу видаëяëи з використанням неорãанічниõ 
коаãуëянтів зі зменшеною у 2,5 рази їõ концентрацією при застосуванні 
іммобіëізованоãо препарату тирозинази. 

Кëючові сëова: тирозиназа, феноë, морська вода, іммобіëізація, 
неорãанічні коаãуëянти. 

Òèðîзèíàзà (ÊФ 1.14.18.1) – фåðìåíò êëàñó îêñèäîðåäóêòàз – íà öåé 
÷àñ âèêîðèñòîâóєòüñя äëя ðîзðîбêè ñó÷àñíèх фåðìåíòàòèâíèх òåхíîëîг³é 
î÷èщåííя ñò³÷íèх âîä â³ä âèñîêîòîêñè÷íèх фåíîëüíèх ñпîëóê [9].

Ó зâ'язêó з ìîжëèâ³ñòю зàбðóäíåííя фåíîëüíèìè пîëюòàíòàìè íå ò³ëüêè 
пð³ñíèх ñòîê³â, à é ìîðñüêîгî бàñåéíó [4], íåîбх³äíèì є âèâ÷åííя ìîжëèâîñò³ 
âèêîðèñòàííя òèðîзèíàзè äëя åë³ì³íóâàííя фåíîëó з ìîðñüêîї âîäè.

Òèðîзèíàзà гðèб³â Agaricus bisporus є шèðîêî äîñë³äжóâàíèì фåðìåí-
òîì пîð³âíяíî з åíзèìàìè ð³зíîгî пîхîäжåííя зàâäяêè âèñîê³é àêòèâíîñò³ 
³ âèхîäó íà 1 г òêàíèíè гðèб³â, à òàêîж â³äñóòíîñò³ ñåзîííèх îбìåжåíü 
äëя пðèäбàííя âèх³äíîї ñèðîâèíè. Фåðìåíò ñêëàäàєòüñя з 4 пîпàðíî 
³äåíòè÷íèх ñóбîäèíèöü, ì³ñòèòü äâà àêòèâíèх öåíòðè, â яêèх пðèñóòí³ 
äâà ³îíè ì³ä³, щî êîîðäèíîâàí³ з 6 ìîëåêóëàìè г³ñòèäèíó; ìîëåêóëяðíà 
ìàñà ñòàíîâèòü ≈ 130 êДà. Òèðîзèíàзà êàòàë³зóє îêèñíåííя шèðîêîгî 
ñпåêòðó фåíîë³â ³ àðîìàòè÷íèх àì³í³â, з óòâîðåííяì íåòîêñè÷íèх îë³гî-
ìåðíèх пðîäóêò³â [7].
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Дëя зàбåзпå÷åííя ñòàб³ëüíîñò³ òà ìîжëèâîñò³ бàгàòîðàзîâîгî âè-
êîðèñòàííя òèðîзèíàзè пåðñпåêòèâíèì є її ³ììîб³ë³зàö³я íà пîë³ìåðíèх 
íîñ³ях [6].

Ìåòîю äàíîї ðîбîòè бóëî äîñë³äжåííя âèäàëåííя фåíîëó з ìîðñüêîї 
âîäè з âèêîðèñòàííяì â³ëüíîгî ³ ³ììîб³ë³зîâàíîгî пðåпàðàò³â òèðîзèíàзè 
з гðèб³â Agaricus bisporus. 

Ìатерiали i методи дослiдження
З гðèб³â Agaricus bisporus âèä³ëяëè ÷àñòêîâî î÷èщåíèé пðåпàðàò 

òèðîзèíàзè, âèêîðèñòîâóю÷è íàâåäåíó ìåòîäèêó: 1 êг гðèб³â гîìîгåí³зó-
âàëè з 2 äì3 îхîëîäжåíîгî åêñòðàгåíòó (âîäíîгî ðîз÷èíó, щî ì³ñòèòü 1% 
àñêîðб³íîâîї êèñëîòè ³ 0,2% бåíзîéíîї êèñëîòè (ðÍ 5,5)), пåðåì³шóâàëè 
пðîòягîì 1 гîä, п³ñëя ÷îгî îòðèìàíèé åêñòðàêò öåíòðèфóгóâàëè пðè 
10 000 g (10 хâ).

Фåðìåíò îñàäжóâàëè шëяхîì íàñè÷åííя íàäîñàäîâîї ð³äèíè ñóëüфàòîì 
àìîí³ю äî 80% ³ öåíòðèфóгóâàëè â àíàëîг³÷íèх óìîâàх. Îñàä ðîз÷èíяëè 
â 15 ñì3 äèñòèëüîâàíîї âîäè ³ äîäàâàëè 5 г òîíêîгî пîðîшêó пîë³êàпðîà-
ì³äó (Ì.ì. 30 000), п³ñëя ÷îгî ñóì³ш ф³ëüòðóâàëè, äàë³ пðîâîäèëè ä³àë³з. 
Пðîöåñ âèä³ëåííя фåðìåíòó зä³éñíюâàëè пðè 0 °Ñ. Â îòðèìàíîìó пðå- °Ñ. Â îòðèìàíîìó пðå-°Ñ. Â îòðèìàíîìó пðå-
пàðàò³ âèзíà÷àëè âì³ñò б³ëêó зà ìåòîäîì Лîóð³ â ìîäèф³êàö³ї Хàðòð³ [8], 
фåíîëîêñèäàзíó àêòèâí³ñòü зà òèðîзèíîì [9], âì³ñò ì³ä³ [11]. 

Ñпåêòðîñêîп³ю пðåпàðàòó â ÓФ ³ âèäèì³é îбëàñòях пðîâîäèëè â 
ä³àпàзîí³ λ= 240–800 íì, з âèêîðèñòàííяì пðèëàäó Lambda-9(Perkin-
Elmer).

Iììîб³ë³зàö³ю âèä³ëåíîгî пðåпàðàòó òèðîзèíàзè âèêîíóâàëè, äîäà-
ю÷è ðîз÷èí фåðìåíòó ó 4% àëüг³íàò³ íàòð³ю äî 5% ðîз÷èíó хëîðèäó 
êàëüö³ю [2]. 

Ñòóп³íü òðàíñфîðìàö³ї фåíîëó âèзíà÷àëè ñпåêòðîфîòîìåòðè÷íî 
4-àì³íîàíòèп³ðèíîâèì ìåòîäîì [1]. 

Îêèñíåííя фåíîëó, щî êàòàë³зóєòüñя â³ëüíîю ³ ³ììîб³ë³зîâàíîю 
òèðîзèíàзîю, âèâ÷àëè з âèêîðèñòàííяì ìîäåëüíèх ðîз÷èí³â фåíîëó 
(0,5–10,0 ììîëü/äì3), яê³ гîòóâàëè íà â³ä³бðàíèх пðîбàх âîäè Чîðíîгî 
ìîðя, пðè òåìпåðàòóð³ 25 °Ñ, пðîòягîì 1 гîä. 

Åë³ì³íàö³ю пðîäóêò³â фåðìåíòàòèâíîгî îêèñíåííя фåíîëó пðîâîäèëè 
зà äîпîìîгîю àëюìîêàë³єâèх, àëюìîàìîí³éíèх ³ зàë³зîàìîí³éíèх гàëó-
í³â [2]. 

Ñòóп³íü âèäàëåííя пðîäóêò³â îêèñíåííя фåíîëó âèзíà÷àëè ñпåêòðî-
фîòîìåòðè÷íî зà зíèжåííяì îпòè÷íîї гóñòèíè ðîз÷èíó пðè 510 íì [9].

Ðезультати дослiдження та їх обговорення 
З гðèб³â Agaricus bisporus âèä³ëåíèé ÷àñòêîâî î÷èщåíèé пðåпàðàò 

òèðîзèíàзè з âèхîäîì б³ëêà 0,67 ìг/г âîëîгîї ìàñè гðèб³â, âì³ñòîì ì³ä³ 
0,19% ³ пèòîìîю àêòèâí³ñòю 500 îä/ìг б³ëêà·хâ (зà òèðîзèíîì). Зàпðî-
пîíîâàíå íàìè äîäàâàííя пîë³êàпðîàì³äó ó пðîöåñ³ îòðèìàííя фåðìåíòó 



25Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія ¹ 5/2012

ÂÈДÀЛÅÍÍЯ ФÅÍÎЛÓ З ÌÎÐÑÜÊÎЇ ÂÎДÈ З ÂÈÊÎÐÈÑÒÀÍÍЯÌ ÂIЛÜÍÎЇ ...

ñпðèяëî òðèðàзîâîìó зб³ëüшåííю фåíîëîêñèäàзíîї àêòèâíîñò³ [3]. Ñхåìà 
âèä³ëåííя фåðìåíòó пðåäñòàâëåíà íà ðèñ. 1. 

Ðис. 1 Схема видiлення частково очищеного препарату тирозинази грибiв  
Agaricus	bisporus

Fig. 1. Scheme of partially purified Agaricus	bisporus tyrosinase 
preparation isolation

Îñê³ëüêè â³äîìî, щî пðåпàðàòè òèðîзèíàзè гðèб³â ìîжóòü ì³ñòèòè 
äîì³шêè ³íшèх îêñèäîðåäóêòàз (ëàêêàзè, пåðîêñèäàзè) [10], ìåòîäîì ñпåê-
òðîñêîп³ї â ÓФ ³ âèäèì³é îбëàñòях бóëî âñòàíîâëåíî íàяâí³ñòü ìàêñèìóìó 
пîгëèíàííя пðè λ = 280–281 íì ³ шèðîêîгî пëå÷à пðè λ = 320–360 íì, 
щî хàðàêòåðíî äëя ñпåêòðó òèðîзèíàзè, ³ пîêàзàíî â³äñóòí³ñòü ìàêñèìóì³â 
пîгëèíàííя пðè λ = 403 ³ 600 íì, òèпîâèх äëя пåðîêñèäàзè ³ ëàêêàзè, 
â³äпîâ³äíî (ðèñ. 2). 

Дîñë³äжåííя îêèñíåííя ðîз÷èí³â фåíîëó (0,5–10 ììîëü/äì3), пðè-
гîòîâàíèх íà â³ä³бðàíèх пðîбàх ìîðñüêîї âîäè, зà äîпîìîгîю âèä³ëåíîгî 
фåðìåíòó, пîêàзàëè 85% збåðåжåííя àêòèâíîñò³ пîð³âíяíî з òàêîю äëя 
бóфåðíèх ðîз÷èí³â, щî ì³ñòяòü фåíîë. Зíèжåííя àêòèâíîñò³ фåðìåíòó є 
íàñë³äêîì п³äâèщåíîї ³îííîї ñèëè ìîðñüêîї âîäè [5]. 

Â ðåзóëüòàò³ òèðîзèíàзíîгî îêèñíåííя фåíîëó â³äì³÷åíå óòâîðåííя 
ðîз÷èííèх ó âîä³ ³ íåðîз÷èííèх ó б³ëüшîñò³ îðгàí³÷íèх ðîз÷èííèê³â òåì-
íîзàбàðâëåíèх пðîäóêò³â. 

0,2 % розчин бензойної кислоти,
1% розчин аскорбінової кислоти

Центрифугування
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Центрифугування
10 000 g

Фільтрування

(NH4)2SO4

(до 80 % насичення)

Осадження

Полікапроамід 30 кДа

Видалення поліфенолів

Гомогенізація грибів
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дистильованої води
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Ðис. 2. Спектри поглинання видiленої тирозинази в УФ (А) i видимiй 
областях (Á)

Fig. 2. Absorption spectra of isolated tyrosinase in UV (А) and visible (Á) regions

Ìåòîäîì ìàñ-ñпåêòðîìåòð³ї (ìåòîä ëàзåðíîї äåñîðбö³ї/÷àñó ³îí³зàö³ї â 
пîëüîò³) îòðèìàí³ äàí³ пðî пðîäóêòè îêèñíåííя фåíîëó з âèêîðèñòàííяì 
òèðîзèíàзè (ðèñ. 3). 

Ðис. 3. Ìас-спектр продуктiв тирозиназного окиснення фенолу

Fig. 3. Mass-spectrum of tyrosinase-dependent phenol oxidation products
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Пîêàзàíî, щî ìîëåêóëяðíà ìàñà îë³гîìåðíèх пðîäóêò³â, щî óòâîðю-
юòüñя, äîñягàє 500 Дà; ³äåíòèф³êîâàíèé îäèí з пðîäóêò³â (m/z 214,130) – 
äèфåí³ëåíäèîêñèä-2,3-х³íîí. 

 Ó ðåзóëüòàò³ ³ììîб³ë³зàö³ї òèðîзèíàзè â гåëü àëüг³íàòó êàëüö³ю 
îòðèìàíî б³îêàòàë³зàòîð ó фîðì³ ì³öíèх ñфåðè÷íèх гðàíóë ä³àìåòðîì 
2 ìì, íåðîз÷èííèх ó âîä³ òà б³ëüшîñò³ îðгàí³÷íèх ðîз÷èííèê³â, з 50% 
збåðåжåííяì âèх³äíîї àêòèâíîñò³ фåðìåíòó. Iììîб³ë³зîâàíèé пðåпàðàò 
ìàâ âèñîêó ñòàб³ëüí³ñòü пðè п³äâèщåí³é òåìпåðàòóð³ ³ íåñпðèяòëèâèх 
зíà÷åííях ðÍ [2].

П³äâèщåíà ³îííà ñèëà ³ ñîëüîâèé ñêëàä ìîðñüêîї âîäè íå âпëèâàюòü 
íà ì³öí³ñòü гðàíóë ³ íå пðèзâîäяòü äî їх ðîз÷èíåííя, îäíàê, яê ³ ó âèпàäêó 
â³ëüíîгî фåðìåíòó, ñпðèяюòü зíèжåííю фåíîëîêñèäàзíîї àêòèâíîñò³ äî 
85% пîð³âíяíî з àêòèâí³ñòю ³ììîб³ë³зîâàíîгî б³îêàòàë³зàòîðó ó ðîз÷è-
íàх фåíîëó, пðèгîòîâàíèх íà äèñòèëüîâàí³é âîä³. Òîìó äëя äîñягíåííя 
пîâíîї б³îêîíâåðñ³ї фåíîëó íåîбх³äíî â³äпîâ³äíå зб³ëüшåííя ê³ëüêîñò³ 
³ììîб³ë³зîâàíîгî фåðìåíòó. 

Пîêàзàíî, щî îòðèìàíèé б³îêàòàë³зàòîð åфåêòèâíî êàòàë³зóє пðîöåñ 
îêèñíåííя фåíîëó (0,5–10 ììîëü/äì3) пðîòягîì 12 öèêë³â з ê³ëüê³ñíèì 
ñòóпåíåì б³îêîíâåðñ³ї, òà збåð³гàє âèñîêó àêòèâí³ñòü (≥ 50%) äî 28-
êðàòíîгî âèêîðèñòàííя (ðèñ. 4). 

Ðис. 4. Залежнiсть ступеня трансформацiї фенолу в морськiй водi вiд кратностi 
використання бiокаталiзатору

Fig. 4. Dependence of phenol transformation degree in the sea water on biocatalyst 
usage multiplicity

Дëя âèäàëåííя пðîäóêò³â б³îêîíâåðñ³ї фåíîëó âèêîðèñòîâóâàëè 
íåîðгàí³÷í³ êîàгóëяíòè (àëюìîêàë³єâ³, àëюìîàìîí³éí³ ³ зàë³зîàìîí³éí³ 
гàëóíè). 

Âñòàíîâëåíî, щî êîíöåíòðàö³ї êîàгóëяíò³â, яê³ íåîбх³äí³ äëя âè-
äàëåííя пðîäóêò³â êîíâåðñ³ї фåíîëó з âèêîðèñòàííяì ³ììîб³ë³зîâàíîгî 
фåðìåíòó, зìåíшóюòüñя ó 2,5 ðàзè пîð³âíяíî з òàêèìè äëя â³ëüíîгî 
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б³îêàòàë³зàòîðó (ðèñ. 5), щî пîâ’язàíî з ÷àñòêîâèì íàêîпè÷åííяì пðî-
äóêò³â îêèñíåííя фåíîëó â гðàíóëàх ³ììîб³ë³зîâàíîгî пðåпàðàòó, щî 
п³äòâåðäжåíî зíèжåííяì îпòè÷íîї гóñòèíè ðîз÷èí³â пðè λ = 510 íì [9] 
òà зàбàðâëåííю гðàíóë. 

Ðис. 5 Залежнiсть концентрацiї коагулянту, що необхiдна для кiлькiсного 
видалення продуктiв окиснення фенолу, отриманих з використанням вiльної та 

iммобiлiзованої тирозинази, вiд вихiдної концентрацiї фенолу

Fig. 5. Dependence of the coagulant concentration, necessary for quantitative 
removal of phenol oxidation products obtained by using free and immobilized 

tyrosinase, on the phenol initial concentration.

Â ðåзóëüòàò³ пðîâåäåíèх äîñë³äжåíü ðîзðîбëåíèé ìåòîä åë³ì³íóâàííя 
фåíîëó з ìîðñüêîї âîäè шëяхîì éîгî îêèñíåííя з âèêîðèñòàííяì âèä³-
ëåíîгî ÷àñòêîâî î÷èщåíîгî пðåпàðàòó òèðîзèíàзè Agaricus bisporus. Ó 
ðåзóëüòàò³ ³ììîб³ë³зàö³ї фåðìåíòó â àëüг³íàò êàëüö³ю îòðèìàíî б³îêàòàë³-
зàòîð, щî åфåêòèâíî êàòàë³зóє пðîöåñ îêèñíåííя фåíîëó (0,5–10 ììîëü/
äì3) пðîòягîì 12 öèêë³â з ê³ëüê³ñíèì ñòóпåíåì б³îêîíâåðñ³ї, òà збåð³гàє 
âèñîêó àêòèâí³ñòü (≥ 50%) äî 28-êðàòíîгî âèêîðèñòàííя. Âèäàëåííя пðî-
äóêò³â б³îêîíâåðñ³ї фåíîëó зä³éñíюâàëè з âèêîðèñòàííяì íåîðгàí³÷íèх 
êîàгóëяíò³â з³ зìåíшåíîю ó 2,5 ðàзè їх êîíöåíòðàö³єю пðè зàñòîñóâàíí³ 
³ììîб³ë³зîâàíîгî пðåпàðàòó òèðîзèíàзè. 
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УÄАËÅÍИÅ ФÅÍÎËА ИЗ ÌÎÐСÊÎЙ ВÎÄЫ 
С ИСПÎËЬЗÎВАÍИÅÌ СВÎÁÎÄÍÎЙ И ИÌÌÎÁИËИЗÎВАÍÍÎЙ 

ÒИÐÎЗИÍАЗЫ ÃÐИÁÎВ AGARICUS	BISPORUS

Ðеферат

Ñ пîìîщüю âыäåëåííîé ñâîбîäíîé è èììîбèëèзîâàííîé òèðîзèíàзы 
гðèбîâ Agaricus bisporus îñóщåñòâëåíî êîëè÷åñòâåííîå óäàëåíèå фåíîëà 
èз ìîäåëüíых ðàñòâîðîâ, пðèгîòîâëåííых ñ èñпîëüзîâàíèåì ìîðñêîé âîäы. 
Пîêàзàíî, ÷òî пîëó÷åííыå бèîêàòàëèзàòîðы эффåêòèâíî êàòàëèзèðóюò 
пðîöåññ îêèñëåíèя фåíîëà (0,5–10 ììîëü/äì3) ñ ñîхðàíåíèåì 85% àêòèâ-
íîñòè пî ñðàâíåíèю ñ òàêîâîé äëя бóфåðíых ðàñòâîðîâ, ñîäåðжàщèх фå-
íîë. Îëèгîìåðíыå пðîäóêòы îêèñëåíèя фåíîëà óäàëяëè ñ èñпîëüзîâàíèåì 
íåîðгàíè÷åñêèх êîàгóëяíòîâ ñ óìåíüшåííîé â 2,5 ðàзà èх êîíöåíòðàöèåé 
пðè пðèìåíåíèè èììîбèëèзîâàííîгî пðåпàðàòà òèðîзèíàзы. 

Êëю÷åâыå ñëîâà: òèðîзèíàзà, фåíîë, ìîðñêàя âîäà, èììîбèëèзàöèя, 
íåîðгàíè÷åñêèå êîàгóëяíòы. 
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PHENOL REMOVAL FROM THE SEA WATER WITH USAGE 
OF FREE AND IMMOBILIZED AGARICUS	BISPORUS 

MUSHROOMS TYROSINASE

Summary

With the help of isolated free and immobilized Agaricus bisporus 
mushrooms tyrosinase, the quantitative phenol removal from the model 
solutions, prepared using the sea water, was conducted. It was shown 
that obtained biocatalyst effectively catalyze the phenol oxidation process 
(0.5–10 mmol/dm3) with retaining of 85% activity, comparing with that 
for phenol-containing buffer solutions. The oligomeric products of phenol 
oxidation were removed using inorganic coagulants with 2.5-fold decreased 
their concentration in the case of immobilized tyrosinase application. 

Key words: tyrosinase, phenol, the sea water, immobilization, inor-
ganic coagulants.
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